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1. Einleitung

1.1. Hintergrinde des oralen Plattenepithelkarzinoms

1.1.1 Epidemiologie und Bedeutung der Fruherkennung des oralen Plattenepithel-

karzinoms

Auf Grundlage von Daten der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland schétzte
das Robert-Koch-Institut (RKI1), dass im Jahr 2012 deutschlandweit rund 477.950 Men-
schen neu an Krebs erkrankten. Die Prognose fir das Jahr 2016 liegt bei ca. 498.700
Neuerkrankungen [1]. Krebserkrankungen der Mundhdéhle und des Rachens gehéren mit
3,7 % bei Mannern und 1,6 % bei Frauen zu den haufigsten Malignomen [2]. Unter Krebs-
erkrankungen der Mundhohle und des Rachens werden verschiedene Malignome subsu-
miert, die laut RKI deutschlandweit 2012 etwa 12.940 Neuerkrankungen ausmachten. 90
% hiervon stellen Plattenepithelkarzinome dar [1]. Auch international gehéren die Mund-
hohlenkarzinome zu den zehn hdufigsten bdsartigen Neubildungen und werden jahrlich
fur etwa 145.000 Todesfélle verantwortlich gemacht. Die Inzidenz variiert geografisch
sehr stark, wobei die hochsten Raten in Frankreich, Pakistan, Indien, Brasilien und Aust-
ralien zu verzeichnen sind. Grinde fir die unterschiedliche geografische Haufigkeit sind
in Risikofaktoren wie z.B. Tabak- und Alkoholkonsum, sozio6konomischer Status und

Lebensstil zu suchen [3].

Die absolute 5-Jahres Uberlebensrate betrug laut RK1 in den Jahren 2011-2012 43 % fiir
Manner und 55 % fiir Frauen [1]. Zu Beginn der 1980er Jahre lagen in Deutschland die
relativen 5-Jahres-Uberlebensraten fiir Manner bei 35 % und fiir Frauen bei 53 % [4]. So
stirbt innerhalb dieses Beobachtungszeitraumes immer noch durchschnittlich die Halfte
der erkrankten Patienten. Studien konnten aufzeigen, dass trotz Einflihrung neuer chirur-
gischer, strahlen- sowie chemotherapeutischer Therapiemethoden keine deutliche Ver-
besserung der Uberlebensrate zu erkennen ist [5-8]. Es konnte jedoch bewiesen werden,
dass der Zeitpunkt der Diagnosestellung, die Prognose beeinflusst und sich wesentlich
auf den Erfolg einer moglichen Therapie auswirkt [9-12]. Kleinere Tumore (T1, T2) weli-
sen im Vergleich zu fortgeschrittenen Tumoren (T3, T4) erwartungsgemal eine glnsti-
gere Prognose auf [13]. Friihbefunde (T1, T2) ergeben eine 5-Jahres-Uberlebensrate von
etwa 70 % , wéhrend sie flir Spatbefunde (T3, T4) auf 43 % absinkt [14]. Fruherkennung
bleibt also die aussichtsreichste Strategie zur Steigerung der Uberlebensrate [15].



1.1.2 Klassifikation des oralen Plattenepithelkarzinoms

Das Plattenepithelkarzinom der Mundhohle stellt eine invasive, epitheliale Neoplasie der
Mundschleimhaut dar, die sich durch variable Grade an Differenzierung des Plat-
tenepithels und schneller lokoregiondre Lymphknotenmetastasierung auszeichnet. Das
Krankheitsbild tritt vorwiegend in der flinften bis sechsten Lebensdekade auf, betrifft
haufiger das mannliche Geschlecht und ist mit Risikofaktoren wie Tabak und Alkohol-

konsum vergesellschaftet [3, 16].

Das klinische Erscheinungsbild variiert zwischen endophytisch ulzerierenden, exophy-
tisch wachsenden und gemischten Formen. Da es oftmals erst in fortgeschrittenen Stadien
zu starken Einbuf3en der Lebensqualitat kommt, die den Patienten zum Handeln bewegen,
sollte bei der halbjéhrlichen zahnarztlichen VVorsorgeuntersuchung Mundschleimhautver-
anderungen besondere Aufmerksamkeit geschenkt werden, um Plattenepithelkarzinome

bereits in friihen Stadien zu diagnostizieren [17].

Das Mundhdéhlenkarzinom wird auf Grundlage der TNM-Klassifikation eingeteilt. Neben
der Grol3e (T), dem Lymphknotenstatus (N) und dem Vorliegen von Fernmetastasen (M),
wird auch der Differenzierungsgrad (G) beriicksichtigt [16, 18].

Tabelle 1: TNM-System fur Mundhdhlen- und Lippenkarzinome [16, 18]

T Primartumor

TX Primdrtumor nicht beurteilbar

T0 Kein Anhalt fir Primértumor

Tis Carcinoma in situ

Tl TumorgrolRe bis 2 cm Durchmesser

T2 Tumordurchmesser zwischen 2-4cm

T3 Tumor groBer als 4 cm in grofiter Ausdehnung

T4a Tumor infiltriert die Kortikalis, den N. alveolaris inferior, den Mund-

(Lippe) boden oder die &ullere Haut

T4a Tumor infiltriert die Kortikalis, tiefer liegende Anteile der Zungen-

(Mund- muskulatur (M. genioglossus, hypoglossus, palatoglossus, stylo-

hohle) glossus), die Kieferhohle und/oder die duBere Haut des Gesichts/Hal-
ses

T4b Tumor infiltriert pterygoide Knochenanteile, Bereiche des M.masse-
ter, die Schddelbasis und/oder umhillt die A.carotis interna

N Regionaler Lymphknotenstatus (Cervikale LK)
(Lymphknoten der Mittellinie sind als ipsilateral deklariert)

NX Lymphknoten nicht beurteilbar

NO Keine regionalen Lymphknotenmetastasen




N1 Metastase in einem ipsilateralen Lymphknoten, 3cm oder kleiner in
grofter Ausdehnung

N2a Metastase in einem ipsilateralen Lymphknoten, 3-max. 6¢cm in der
Ausdehnung

N2b Metastasen in multiplen ipsilateralen Lymphknoten (nicht groRer als
3cm)

N2c Metastasen in bilateralen oder kontralateralen Lymphknoten (nicht
groRer als 6 cm)

N3 Metastasen in einem Lymphknoten mit Ausdehnung >6¢m

M Fernmetastasen

MO Keine Fernmetastasen nachweisbar

M1 Fernmetastasen nachweisbar

Tabelle 2: Stadieneinteilung von PECAs der Mundhdéhle und Lippe laut UICC[16, 18]

Stadium T N M

0 Tis NO MO

I T1 NO MO

1 T2 NO MO

Il T1,T2 N1 MO
T3 NO,N1

IVa T1,T2,T3 N2 MO
T4a NO,N1,N2

Vb beliebige T N3 MO
T4b beliebige N

IVc beliebige T beliebige N M1

Tabelle 3: UICC-Grading-Einteilung der Tumore [18]

Grad 1 (G1) Gut differenziertes bosartiges Gewebe (low grade), hohe Uberein-
stimmung mit Ursprungsgewebe

Grad 2 (G2) MaRig differenziertes bosartiges Gewebe

Grad 3 (G3) Schlecht/niedrig differenziertes bosartiges Gewebe

Grad 4 (G4) Nicht differenziertes bosartiges Gewebe (undifferenziert, anaplas-
tisch) (high-grade). Der Tumor kann nicht mehr oder nur aufgrund
immunhistochemischer Untersuchungen einem bestimmten Aus-
gangsgewebe zugeordnet werden

Grad X (GX) Grad der Differenzierung nicht beurteilbar

Der histopathologische Befund spielt bei der Klassifikation eines oralen Plattenepithel-
karzinoms eine entscheidende Rolle. Prognose- und therapierelevant ist hier, neben dem
TNM-Stadium, auch die Einteilung des Differenzierungsgrades. G1 steht hier fir gut, G3
flr schlecht differenzierte Tumore. Schlecht differenzierte Tumore befallen haufiger re-

gionale Lymphknoten und fiihren zu einer reduzierten Uberlebensrate. Weitere negative



prognostische Kriterien sind Ausbreitung auf lokoregiondare Lymphbahnen (L), Venen

(V) und perineurale Invasion (Pn) [16].

1.1.3 Zellulare Pathogenese

Bei der Entstehung eines oralen Plattenepithelkarzinoms handelt es sich um ein multi-
faktorielles Geschehen [19]. Prinzipiell ist es mdglich, dass sich Plattenepithelkarzinome
aus klinisch gesund erscheinender Mundschleimhaut bilden. Allerdings konnte nachgew-
iesen werden, dass ein hoher Anteil aus bereits langfristig bestehenden Vorlauferlésionen
hervorgeht [20]. Die Entartungswahrscheinlichkeit wird durch die Histologie und die
Dauer des Bestehens der Lasion beeinflusst. Angaben variieren hier deutlich von Studie
zu Studie und sind abhéngig von der Dauer des Beobachtungszeitraums [21, 22]. Der
mehrstufige Prozess der Karzinogenese beinhaltet die Inaktivierung von Tumorsuppres-
sorgenen und/oder Aktivierung von Proto-Onkogenen [7]. Das zun&chst gesund er-
scheinende Epithel entwickelt sich, Gber eine histologisch nachweisbare Hyperplasie, zu
einer Dysplasie, zu einem carcinoma in situ und beféllt schlieRlich benachbartes Gewebe
[19]. Gerade in Randbereichen zwischen maligner und benigner Schleimhaut lassen sich
diese Epithelveranderungen nachweisen. Rein klinisch beschriebene Lasionen wie z.B.
Leukoplakien kénnen also jede der genannten histologischen Zwischenstufe aufweisen
[23] und bedurfen einer Abklarung [11].



unverandertes Plattenepithel

Hyperplasie

milde Dysplasie

schwere Dysplasie/ carcinoma in situ

invasives Karzinom

Abbildung 1: Histologisch nachweisbare Veranderungen des Plattenepithels wéahrend der Karzinogenese

Die Charakterisierung der Akkumulation molekularer Veranderungen ist Gegenstand ak-

tueller Forschung [24]. Durch experimentelle Studien konnten bereits eine umfangreiche



Menge an Kenntnissen der spezifischen genetischen Alterationen und Mechanismen ge-
sichert werden. Funktionsabweichungen in Proto-Onkogenen und Tumorsuppressorge-
nen, sowie eine genetische Disposition stellen eine gemeinsame Komponente der Initia-

tion und Progression oraler Karzinome [25].

Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung der Telomerase in 90 % der
oralen Plattenepithelkarzinome und in pramalignen Lasionen nachweisbar ist [19]. Die
Telomerase arbeitet an der Aufrechterhaltung der Telomere und verhindert so den Eintritt
in die Ruhephase des Zellzyklus. Bei jeder Zellteilung geht in der Regel ein Stick der
Telomere verloren. Wird eine gewisse Telomerlange erreicht, geht die Zelle in die Ruhe-
phase Uber und teilt sich nicht mehr. Dies wird durch die Aktivierung der Telomerase
verhindert [26].

Nachgewiesen ist weiterhin, dass die Inaktivierung von p16 (CDK-Inhibitor-2A) ein fri-
hes Ereignis in der Karzinogenese darstellt [7, 19]. Vor allem die daraus resultierende
fehlende Hemmung der Proteinkinase CDK4 fiihrt dazu, dass der Ubergang G1/S-Phase
innerhalb des Zellzyklus behindert wird und die DNA-Synthese ungehindert fortgesetzt

werden kann [27].

Weiterhin gilt der Verlust von 9p21, dem Chromosom, auf dem das p16 -Tumorsuppres-
sorgen lokalisiert ist, als gemeinsame genetische Aberration [25], die in 70-80 % der ora-
len Plattenepithelkarzinome zu finden ist und bereits bei 30 % der Hyperplasien nachge-

wiesen werden kann [7].

Dass weitere Tumorsuppressorgene, wie FIHT und RSSF1A, durch einen Ausfall des 3p
Chromosoms deaktiviert werden, kann sowohl bei Dysplasien, als auch bei invasiven
Karzinomen beobachtet werden [7, 25].

Der Verlust der Heterozygotie von 17p und TP53 Punktmutationen sind bei ca. 50 % der
Plattenepithelkarzinome zu finden und tauchen erst im spateren Verlauf des Prozesses auf
[7]. Das p53-Tumorsupressorgen arretiert bei Mutationen den Zellzyklus und leitet Re-
paraturversuche ein. Ein Verlust fihrt zu weiteren Mutationen und genetischer Instabilitét
[28].

Neben diesen Verdnderungen in Tumorsuppressorgenen kénnen auch Proto-Onkogene
betroffen sein und zu Onkogenen mutieren. Prominentes Beispiel hierfur ist der epidermal

growth factor (EGF) mit dem korrespondierenden Rezeptor EGFR (epidermal growth
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factor receptor). Die Bindung des Liganden setzt eine Kaskade in Gang, die Zellprolife-
ration, Apoptose, Metastasierungspotential und Angiogenese reguliert. EGFR-

(Uber)Expression wurde bei 90 % der Plattenepithelkarzinome nachgewiesen [19].

Des Weiteren spielt die Uberexpression von Zellzyklusregulatoren wie Cyclin D1 eine
bedeutende Rolle bei der Progression der Tumorgenese [29]. Diese Amplifikation resul-
tiert in vermehrten Mitoseraten und kann mit erhéhtem Lymphknotenbefall und schlech-

ter Prognose assoziiert werden [7, 29].

Weiterhin sind Karzinomzellen in der Lage die Erkennung durch das Immunsystem zu
umgehen und die Anti-Tumor-Immunantwort zu inhibieren. Mechanismen, wie z.B. eine
reduzierte T-Lymphozytenaktivitat, die Aktivitat immunsuppressiver Zellen und zytokin-
vermittelte Effekt beeintrachtigen die Immunantwort und férdern so den Prozess der Kar-
zinogenese [19]. In den vergangenen Jahren konnte gezeigt werden, dass Kontrollpunkte,
die eine zentrale Rolle bei der Aktivierung der T-Zellen einnehmen, als Angriffspunkte
genutzt werden kdnnen um diesen Prozess zu beeinflussen [30]. So konnte die Blockade
der Bindung von PD1 und PD-L1 oder die Blockade von CTLA-4 bereits als vielverspre-

chende Immuntherapien bewertet werden [30-32].

Zahlreiche Arbeitsgruppen erforschen momentan Mdglichkeiten, diese und weitere Me-
chanismen als Angriffspunkt zu nutzen, um diagnostische Mdéglichkeiten und Therapie-

optionen zu verbessern.

1.1.4 Atiologie

Die Entdeckung zellulérer Marker soll das Selektieren von Risikopatienten erleichtern
und eine bessere prognostische Beurteilung ermdglichen. Aber nicht nur auf molekularer
Ebene kdnnen Risikopatienten ausfindig gemacht werden. Auch traditionelle Risikofak-
toren wie z.B. Tabak und Alkoholkonsum sind Indikatoren fiir mdgliche maligne Entar-

tung und ermdglichen Aussagen zur Prognose von Mundschleimhautveranderung.

Der Zusammenhang zwischen chronischem Tabakkonsum und der Entstehung maligner
Tumore innerhalb der Mundhdohle konnte bereits in zahlreichen Studien belegt werden
[33-36]. Hier konnten fiir bis zu 90 % der Patienten mit Mundhéhlenkarzinom positive
Raucheranamnesen nachgewiesen werden [33]. Zigarren- und Pfeifenrauchen wurden in
besonderem Mafe mit dem oralen Karzinom in Verbindung gebracht. Auch rauchfreie

Formen des Tabakkonsums, stark verbreitet in Asien, Afrika, und Nordamerika, gelten



als karzinogen [3]. Tabakprodukte enthalten 4.800 Inhaltstoffe von denen 66 als Karzi-
nogene ausgewiesen sind [3]. Zu den wichtigsten z&hlen tabakspezifische N-Nitrosamine
(TSNA) und polyzyklische aromatische Wasserstoffe (PAH) [37, 38].

Auch konnte ein Zusammenhang zwischen Alkoholkonsum und der oralen Karzinoge-
nese aufgezeigt werden. Dieser erklart sich durch einen genotoxischen Effekt durch die
im Alkoholabbau entstehenden Acetaldehyde und einer vermehrten Produktion reaktiver
DNA-Produkte [3, 37]. Jedoch scheint dieser Mechanismus noch nicht vollstandig geklart
[39]. Entscheidend ist allerdings seine Rolle als Lésungsmittel fur andere Kanzerogene
und die Permeabilitatssteigerung der oralen Mukosa fir TSNA und aromatische Kohlen-
wasserstoffe [33, 40, 41]. Dieser Sachverhalt verdeutlicht den Synergismus zwischen Ta-
bak- und Alkoholkonsum und &ufert sich als multiplikativer Effekt [35, 39]. Zudem be-
steht eine deutliche Dosisabhangigkeit [36]. So erhdht sich das Risiko flr die Entstehung
eines oralen Plattenepithelkarzinoms um das 35-fache bei starkem Alkoholkonsum kom-
biniert mit Tabakkonsum. Im Gegensatz dazu steigt dieses Risiko lediglich um das 4-

fache bei alleinigem Tabakgenuss [33].

Mit Alkoholismus einhergehenden Komplikationen wie Maldigestion und Malabsorption
konnen zudem eine Mangelernéhrung auslésen, welche wiederum den Allgemeinzustand
und die Immunabwehr des Betroffenen herabsetzt. Die Bedeutung eines funktionsberei-
ten Immunsystems liegt in der Beseitigung reaktiver Oxidanzien und freier Radikale, die
genetische, epigenetische und metabolische Veranderungen fordern kdénnen. Alkohol-,
Tabak-, und/oder mangelernahrungsbedingte Immunsuppression bewirkt zudem eine ver-
minderte Speichelproduktion und Immunitat der oralen Mukosa, eine Reduktion von
CD4-Helferzellen und eine Abschwachung der NK-Zellaktivitat [42].

Mangelnde Mundhygiene und Irritationen der Mundschleimhaut, wie z.B. eine chroni-
sche Reizung durch scharfkantige Fullungs-, Kronen- oder Prothesenrdnder, erhGhen
ebenfalls das Risiko fiir die Entstehung eines Plattenepithelkarzinoms [43]. Weitere é&tio-
logische Faktoren sind diverse Industriegifte wie z.B. Teerbestandteile und das in asiati-

schen Landern beliebte Kauen der Betelnuss [19].

Ebenso kdnnen auch chronische Infektionen bei der Entstehung des oralen Plattenepithel-
karzinoms eine Rolle spielen. Eine Besiedelung mit Candida albicans an bereits beste-
henden Mundschleimhautveranderungen erhoht das Risiko der malignen Transformation

zum oralen Plattenepithelkarzinom [44]. Die Infektion mit dem humanen Papillomavirus



(HPV) z&hlt ebenfalls zu den bekannten Risikofaktoren. Dieser ist in der Lage, durch den
Einbau viraler Proto-Onkogene und Ausschaltung bestimmter Suppressorgene wie z.B.
p53, einen irreparablen Schaden in der Wirtszelle zu verursachen und so die Karzinoge-
nese zu fordern [45, 46]. Vor allem die HPV-Subtypen 16 und 18 konnten im Kopf-Hals-
Plattenepithelkarzinom und in Prékanzerosen nachgewiesen werden, wéhrend sie nur sel-

ten in gesunder Mundschleimhaut anzutreffen sind [47].

Im Gegensatz dazu belegen zahlreiche Studien, dass eine vermehrte Einnahme von Obst
und Gemdse das Krebsrisiko fur den oberen digestiven Trakt deutlich reduzieren kann.
Orale Antioxidantien und Radikalféanger, wie Vitamin A, E, und C und Carotinoide neut-
ralisieren reaktive Stoffwechselprodukte, greifen in den Entartungsprozess ein und schei-

nen sogar zu einer Regression von prékanzerdsen Lasionen zu fiihren [19, 37, 41, 48].

1.2 Orale Prakanzerosen

1.2.1 Prékanzerose Lasionen und prakanzerdse Konditionen

Bei den Mundschleimhautveranderungen, die mit erhohtem Entartungsrisiko einherge-
hen, sollten prakanzerdse L&sionen von prédkanzerdsen Konditionen unterschieden wer-
den [49]. Im Gegensatz zu prakanzerdsen Lasionen, die an einer oder mehreren konkreten
Stellen der Mundschleimhaut ein erh6htes Entartungsrisiko zeigen, kann bei der prama-
lignen Kondition von einer generellen Entartungsgefahr der Schleimhaut ausgegangen
werden [50]. Diese Unterteilung bietet jedoch aktuell Raum fur Diskussionen und soll
durch den Begriff "potentially malignant disorders™ ersetzt werden [51-53].

Zu den prékanzerdsen Lasionen gehdren Leukoplakien, Erythroplakien, Erythroleukopla-

kien und proliferative verrukdse Leukoplakien [51]

Zu den relevanten prakanzergsen Konditionen z&hlt vor allem der Lichen planus der
Mundschleimhaut. Weitere Grunderkrankungen, die mit einem erhdhten Risiko zur Ent-
stehung von Mundhdhlenkarzinomen in Verbindung gebracht werden, sind der Chro-
nisch-diskoide Lupus erythematodes, das Plummer-Vinson Syndrom bei Eisenmange-
lanamie, die orale submukdse Fibrose, die Syphilis, die Xeroderma pigmentosum und die
Epidermolysis bullosa [51].



Es ist bekannt, dass die Mehrzahl oraler Plattenepithelkarzinome auf dem Boden einer
Vorlauferlasion entsteht [54]. Jedoch entwickelt sich auch ein Drittel aller Karzinome aus

Klinisch gesund erscheinender Schleimhaut [55].

1.2.2 Leukoplakie

Der klinisch gepragte Begriff der Leukoplakie kann laut World Health Organisation
(WHO) als weil3e, nicht abwischbare Veranderung der Mundschleimhaut definiert wer-
den, die klinisch und pathologisch keiner anderen Erkrankung zugeordnet werden kann
[56]. Mit regional variierenden Prévalenzen von ca. 0,2-5 % geh0rt die orale Leukoplakie
zu den haufigsten prdmalignen Veranderungen der Mundschleimhaut [55, 57]. Manner
sind dabei mit 2,3 % haufiger betroffen als Frauen mit 0,9 %. Der Erkrankungsgipfel liegt
in der westlichen Welt in der flinften bis sechsten Lebensdekade [55].

Nikotin- und Alkoholkonsum werden auch hier zu den wichtigsten Risikofaktoren gezahlt
[40].

Muit durchschnittlichen Transformationsraten von 1-2 % fir alle Formen der Leukoplakie
[53] und malignen Transformationsraten von bis zu 36 % [58] bedarf eine klinisch auf-
tretende Leukoplakie stets einer strengen Beurteilung.

Klinisches Erscheinungsbild
Generell in allen Mundschleimhautarealen moéglich, entstehen orale Leukoplakien ver-

mehrt im Bereich der bukkalen Mundschleimhaut, im Bereich des Mundbodens, an der
Mukosa der Alveolarfortsitze, im Zungenrandbereich, am Gaumen und den Lippen [55,
59]. Ihrem klinischen Erscheinungsbild entsprechend, wurden Leukoplakien subgrup-
piert, um Ruckschlisse auf ihr potentielles Entartungsrisiko zu ermdglichen [49, 58].

e homogene Leukoplakie (plan, gleichmaRig flach, auch faltig bis wellig, weiBlich)

e inhomogene Leukoplakien (unregelméRig flach, nodulér, exophytisch, weil, rot-
lich)

o proliferative verrukose Leukoplakien (ausgedehnt, zunadchst homogen dann verru-
kos)

¢ idiopathische Leukoplakien (keine atiologischen Faktoren)
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Abbildung 2: Klinisches Erscheinungsbild der Leukoplakie [60] a) homogene Leukoplakie am rechten Zun-
genrand b) inhomogenen Leukoplakie am planum buccale c) proliferative verrukdse Leukoplakie Regio 41-
45

Inhomogene und verrukése Formen zeigen im Allgemeinen ein deutlich héheres Entar-
tungsrisiko als homogene [51]. Die meisten oralen Leukoplakien unterliegen keiner
Transformation und kénnen sich sogar nach Ausschalten der &tiologischen Faktoren zu-
rickbilden [49]. Je unruhiger das Bild der Schleimhauthautverédnderung, desto hoher das
Potential zur malignen Entartung. Mischformen und Sonderformen sind méglich und zei-

gen entsprechend hohes malignes Potential.

Erythroplakie

Die Erythroplakie ist eine rotliche Mundschleimhautveranderung, die klinisch und patho-
logisch keiner anderen Erkrankung zugeordnet werden kann. Die Erythroplakie hat im

Vergleich zur Leukoplakie ein deutlich erhéhtes Entartungsrisiko [53].

Erythroleukoplakie

Die Erythroleukoplakie ist den inhomogenen Leukoplakien zuzuordnen und zeigt ein Ne-
beneinander von weiBlich veranderten Arealen und roten Schleimhautbezirken. Diese
kann, wie die Erythroplakie, durch leichte Beschwerden und Brennen der Mundschleim-

haut klinisch symptomatisch werden [49].

Proliferative verrukose Leukoplakie

Eine weitere Sonderform ist die proliferative verrukdse Leukoplakie. Sie gilt als beson-
ders aggressiv und als direkter VVorlaufer des verrukdsen Karzinoms [50]. Friihen Stadien
fehlen Anzeichen und typische Kriterien der Dysplasie sowie Veranderungen der Zellar-
chitektur und -morphologie [11]. Die Gefahr der Unterschatzung durch fehlende histopa-
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thologische Kriterien, die Tendenz zur multifokalen Ausbreitung und die hohe Wahr-
scheinlichkeit der Transformation von bis zu 74 % [61] bedingen die Empfehlung zu einer

chirurgischen Exzision unter histologischer Randkontrolle.

Die vorlaufige Diagnose einer oralen Leukoplakie stiitzt sich also auf den klinischen Be-
fund. Eine Persistenz der Veréanderung nach Ausschaltung der bestehenden &tiologischen
Risikofaktoren und einem Beobachtungszeitraum von zwei Wochen festigen die Diag-
nose und machen eine histopathologische Untersuchung unumganglich [53, 62]. Patien-
ten mit ausgedehnten, suspekten L&sionen sollten im Sinne eines "field mapping"” mehrere
Proben entnommen werden [53]. So kdnnen Differenzialdiagosen wie z.B. der orale Li-
chen planus, das Leukddem, die orale Candidiasis, Morsicatio buccarum, lichenoide Re-
aktionen, Lupus erythematodes, der weilie Schwammnavus oder die orale Haarleukopla-

kie ausgeschlossen und ein diagnostisch-therapeutisches Konzept erstellt werden [49].

Histologie
Zur Klassifizierung prakanzeroser Lasionen bedient man sich der Zuordnung innerhalb

des Konzepts der intraepithelialen Plattenepithelneoplasien (“squamous intraepithelial
neoplasia"/SIN) [62]. Diese wird neben der Bezeichnung der Epitheldysplasie nach Klein-
sasser und der Ljubljana-Klassifikation verwendet und meist bevorzugt. Die histologische
Begutachtung stutzt sich hierbei vor allem auf den Grad der Architekturstérung bei erhal-
tener Basalmembran. Differenziert werden hier unterschiedliche Schweregrade (gering-,
maRig-, hochgradige SIN). Weiterhin spielen Plattenepithelarchitektur und zytologische
Atypien bei der Beurteilung eine entscheidende Rolle (s. Tabelle 4) [11].

Tabelle 4:Histologische Kriterien zur Diagnose der Dysplasie [50]

Merkmale gestorter Plattenepithelarchi- Merkmale der zytologischen Atypie
tektur

Irregulére Epithelschichtung Abnorme Variation der Kerngrolie
Verlust der Basalzellpolaritét Abnorme Variation der Kernform
Tropfenférmige Reteleisten Abnorme Variation der Zellgroiie
Steigerung der Mitosezahl Abnorme Zellform

Vorzeitige Keratinisierung in Einzelzel- Erhohte Kern-Plasma-Relation, Hyper-
len (Dyskeratose) chromasie der Kerne

Keratinperlen in den Reteleisten Atypische Mitosefiguren
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Bei der Gegenlberstellung der aktuellen Klassifikationen wird deutlich, dass das Konzept
der SIN keine Unterscheidung zwischen hochgradiger SIN und Carcinoma in situ vor-
nimmt (s. Tabelle 5). Diese Nomenklatur erleichtert aufgrund ihrer Reproduzierbarkeit
den Kklinischen Alltag. Die Zusammenfassung von SIN I11 und Carcinoma in situ hat den
Vorteil, dass Lasionen mit hoher Karzinomwahrscheinlichkeit eine entsprechende Thera-
pieplanung erfahren [11]. Die Verwendung derartiger Graduierungssysteme erlaubt also

die Erstellung einer Prognose und eines diagnostisch-therapeutischen Konzepts.

Tabelle 5: Nomenklatur der prakanzerdsen Lé&sionen [11, 50, 53]

Epitheldysplasie Ljubljana-Klassifika- | Intraepitheliale Ne- Karzinomri-
tion (SIL) oplaise (SIN) siko der SIN
Epithelhyperplasie Einfache Hyperplasie 0,9 %
Geringe Epitheldys- | Basale/parabasale Niedriggradige in- 11%
plasie Hyperplasie traepitheliale Neopla-
sie SIN |
MéRige Epitheldys- Atypische Hyperpla- | MaRiggradige in- 11%
plasie sie traepitheliale Neopla-
sie SIN 11
Schwere Epitheldys- | Atypische Hyperpla- | Hochgradige in- 90 %
plasie sie traepitheliale Neopla-
sie SIN 111
Carcinoma in situ Carcinoma in situ Hochgradige in- 90 %
traepitheliale Neopla-
sie SIN 111
Plattenepithelkarzi- Plattenepithelkarzi- Plattenepithelkarzi-
nom nom nom

Epitheldysplasie, langes Bestehen der Lé&sion, Lokalisationen am Zungenrand und am
Mundboden, GrolRe (> 200 mm?), weibliches Geschlecht, L&sionen bei Nichtrauchern,
Candida-infizierte L&sionen, nachweisbare DNA-Aneuploidie und Lasionen bei Risiko-
patienten mit bereits aufgetretenen Plattenepithelkarzinomen sind Risikofaktoren, die die

Wahrscheinlichkeit der Transformation bestehender Lasionen weiter erhdhen [53, 62].

Da é&tiologische Risikofaktoren wie z.B. Alkohol und Nikotinkonsum auf die gesamte
Schleimhaut einwirken, sind im Sinne der Feldkanzerisierung mehrere synchrone oder
metachrone Veranderungen moglich. So kann eine tumordse Veranderung inmitten eines
Bereichs genetisch veranderten Epithels liegen, welches jedoch morphologisch unauffal-
lig erscheint. Des Weiteren konnen mehrere derartige Felder im oberen Aerodigestivtrakt
des Kopf-Hals-Bereichs vorliegen und einen Zweittumor provozieren [11].
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Aufgrund hoher Transformationsraten bestehender Lasionen und dem Auftreten gene-
tisch verénderter Felder ist die Suche nach préadiktiven Markern fir die maligne Trans-

formation weit gestreut und Gegenstand aktueller Forschung [58].

Therapie
Die Therapie der Leukoplakie ist abhangig von ihrem vermuteten Entartungspotential und

ihrer Form. Initial sollte der Einfluss bestehender Risikofaktoren minimiert werden [49].
Bei inhomogenen Formen und persistierenden homogenen Lé&sionen ist eine Biopsie un-
verzichtbar. Fehlen Anzeichen einer Dysplasie, entscheidet die Lokalisation, das Ausmal}
und der Allgemeinzustand des Patienten Uber eine chirurgische Weiterbehandlung [49].
Zeigt die histopathologische Untersuchung Anzeichen einer Dysplasie, muss eine chirur-
gische Weiterbehandlung in Betracht gezogen werden. Lasionen mit mittelgradiger bis

schwerer Dysplasie erlauben dabei keinerlei Beobachtungsstrategien [62].

Alternativen zur konventionellen chirurgischen Entfernung bieten hier der Einsatz von
Lasern und die Kryochirurgie [58]. Die fehlende histopathologische Kontrolle ist hierbei
als Nachteil zu werten. Eine photodynamische Therapie wie auch eine systemische Gabe
von Retinoiden und Betakarotin, Bleomycin, Calcipotriol sind denkbar, jedoch aufgrund

der Nebenwirkungen und der hohen Rezidivrate als problematisch zu bewerten [49].

Unverzichtbar bleibt ein lebenslanges Follow-up, das bei nicht-dysplastischen Lasionen
alle sechs bis zw0If Monate, bei dysplastischen alle drei bis sechs Monate durchgefihrt
werden sollte [62].

1.2.3 Oraler Lichen planus

Die orale Form des Lichen ruber, definiert als nicht kontagiose, entziindlich papul6se
Dermatose mit einem chronischen oder subakuten Verlauf, gehdrt mit einer Pravalenz
von 0,1-4 % zu einer der haufigsten Mundschleimhauterkrankungen [53]. Er manifestiert
sich h&ufig in der finften und sechsten Lebensdekade und betrifft weibliche Patienten
doppelt so haufig wie mannliche [58, 63]. Neben dem Befall der Schleimh&ute findet sich
in ca. 15 % der Félle eine kutane Manifestation wie z.B. an Beugeseiten der Unterarme
und Unterschenkel. Hautanhangsgebilde konnen ebenfalls betroffen sein. Haufigste ext-
raorale Manifestation ist die genitale Mukosa, aber auch 6sophageale, laryngeale, nasale,
konjunktivale und perianale Manifestationen kdnnen auftreten [53, 63, 64].
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Atiologie und Pathogenese
Atiologie und Pathogenese des oralen Lichen planus sind bislang nicht vollstandig auf-

geklart, scheinen aber auf einer T-Zell-vermittelten Autoimmunreaktion zu beruhen, bei
der eine lokal begrenzte Antigenexpression auf den Basalzellen eine T-Lymphozyten-
vermittelte Apoptose dieser Keratinozyten einleitet [58]. Ein eindeutiger Ausléser konnte
hierbei bislang nicht definiert werden, wird aber in einer genetischen Komponente ver-
mutet [53]. Die zun&chst CD4+-T-Helferzell-vermittelte Immunantwort resultiert durch
Ausschittung von Zytokinen wie z.B. IFN-y in einer Aktivierung von Makrophagen und
CD8+-T-Zellen. Zwei kirzlich beschriebene Subpopulationen von T-Helfer-Zellen regu-
lieren dabei das Gleichgewicht der Immunantwort. Die gestOrte Balance zwischen diesen
Subtypen scheint bei der Pathogenese des oralen Lichen planus eine Rolle zu spielen [65].
Der chronische Verlauf wird mit der Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-«B in Zu-
sammenhang gebracht und die Inhibition des TGF-4-Signalwegs resultiert in einer Hy-
perproliferation der Keratinozyten, was wiederum klinisch als weil3e Lasion auffallig
wird [63].

Man nimmt an, dass die Antigenexpression der basalen Keratinozyten durch verschiedene

Faktoren moduliert werden kann. Zu den wichtigsten Faktoren gehéren [53, 63, 66]:

e Medikamente wie nicht-steroidale Antiphlogistika, ACE-Hemmer, Beta-Blocker,
Diuretika, Anti-Malaria-Medikamente, orale Hypoglykdamika, Penicillamine,

Goldsalze, antiretrovirale Medikamente

e Infektionen mit z.B. Hepatitisviren, Herpes simplex Virus, Epstein-Barr-Virus,
Humanem Papillomavirus, Helicobacter pylori

e mechanische Traumata (Kébner-Phanomen)
e genetische Pradisposition

e psychischer Stress

e Graft-versus-Host-Reaktionen

o Uberempfindlichkeitsreaktion auf dentale Werkstoffe wie Amalgam, verschie-

dene Metalle und Komposite
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Die hier genannten Faktoren gelten ebenso als Ausléser einer lichenoiden Reaktion, die
als Variante des oralen Lichen planus verstanden werden kann. Klinisch und histopatho-
logisch nicht vom Lichen planus unterscheidbar, kann der lichenoiden Reaktion ein &tio-
logischer Faktor z.B. Amalgam zugeordnet werden. Der Nachweis einer Uberempfind-
lichkeitsreaktion mittels Patch-Test oder eine Remission nach Entfernung des Auslésers

kann zur Differenzierung beitragen [63].

Klinisches Erscheinungsbild
Der klinische Verlauf ist phasenhaft und unterschiedlich ausgepragt und befallt meist die

bukkale Mukosa, die Zunge, die Gingiva, seltener Lippen oder Gaumen [58, 63]. Bei
symptomatischen Verldufen koénnen raue Missempfindungen, Sensibilitdt gegeniber
scharfen Speisen, Mundschleimhautbrennen und starke Schmerzen auftreten. Asympto-
matische Veranderungen sind haufiger [53] und werden meist erst als Zufallsbefund wah-
rend einer zahnarztlichen Routineuntersuchung entdeckt. Mukosale Lasionen treten oft
bilateral oder symmetrisch auf [67]. Das klinische Erscheinungsbild kann unterschiedli-

chen Formen zugeordnet werden [53, 64].
o retikular
e papular
e plaqueartig
e erythematts
e ulzerierend
e atrophisch
e bullds

Mischformen sind moglich [67]. Am hdufigsten ist der retikulére Typ, der vor allem an
der bukkalen Mukosa und im Vestibulum auftritt und durch eine netzartige weil3e Strei-
fung (Wickham'sche Streifung) imponiert [63]. Dieser bleibt haufig asymptomatisch [58].
Auch die plaqueartige Form des oralen Lichen planus bleibt hdufig symptomarm. Sie
ahnelt klinisch dem Bild der Leukoplakie, zeigt aber in der Peripherie flachenhafte
Plaques mit Wickhamscher Streifung [67]. Seltener und meist akut verlaufend zeigt sich
das papulére Erscheinungsbild. Gekennzeichnet durch das Auftreten von kleinen weil3en

Papeln und der Wickhamschen Streifung in den Randbereichen geht die papulare Form
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haufig in andere Formen des oralen Lichen planus tber [58]. Bei einem erosiven Lichen
planus finden sich fibrinds belegte Ulzera auf einer erythematds infiltrierten Schleimhaut
[67]. Diese, oft mit Brennen und Schmerzen einhergehende Veranderung ist an der
Gingiva propria, als leicht blutendes rétliches Gewebe, nur schwer von einer Gingivitis
abgrenzbar [63]. Seltener ist der bullose Typ, der durch Odementstehung in der Basalzell-
schicht verschieden grol3e Blase aufweisen kann. Diese bestehen nicht lange und hinter-
lassen ulzerativ verdnderte Schleimhaut [53]. Eine lang bestehende, entziindliche Veran-
derung kann in einen atrophischen Lichen planus resultieren und taucht oft kombiniert

neben erythemattsen und ulzerierenden Arealen auf [65].

Klinische Differentialdiagnosen wie das orale Plattenepithelkarzinom, die chronische
Candidiasis, das vernarbende Pemphigoid, der Pemphigus vulgaris, der lupus erythemato-
des, die Leukoplakie, das erythema multiforme, die hypersensitive Mukositis, die Graft-
versus-Host-Reaktionen und naturlich die lichenoide Reaktionen sind mdglich und er-

schweren eine préazise Diagnose [64].

Abbildung 3: Variationen des klinischen Erscheinungsbildes des oralen Lichen planus [63] a) retikularer
Lichen planus, planum buccale b) papulérer Lichen planus, planum buccale c) erosiver Lichen planus,
Zungenrand d) athrophischer Lichen planus, planum buccale

Histologie

Trotz der klinischen Morphologie und der hdufig charakteristischen Verteilung kann die
Diagnose durch das Auftreten von untypischen Manifestationen oder lichenoiden Reak-
tionen erschwert werden [53]. Auch histologisch fallt eine eindeutige Zuordnung schwer.
Eine Hyperkeratose mit verbreitertem stratum spinosum, eine Verflissigung der Ba-

salzellschicht, eosinophiles subepitheliales Infiltrat aus Lymphozyten, ein Fehlen oder
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sédgezahnformiges Aussehen der epithelialen Reteleisten und das Auftreten von Civatte-
Kaorperchen kennzeichnen das Bild des Lichen planus [15, 64, 67]. Diese sind allerdings
nicht spezifisch und kdnnen auch bei lichenoiden Reaktionen, lupus erythematodes,

Graft-versus-Host-Reaktionen und chronischer ulzerativer Stomatitis auftreten [58].

Dieser Sachverhalt macht klar, dass das beschriebene Entartungspotenzial des oralen Li-
chen planus kontrovers diskutiert werden muss [68]. Nicht nur die Abh&ngigkeit von der
korrekten Diagnosestellung mit ausschlaggebenden Kriterien ist hierbei von Bedeutung.
Auch der klinische Typ des Lichen planus scheint ausschlaggebend zu sein [58]. Da der
orale Lichen planus trotz Allem, mit angegebenen Transformationsraten von 0,4-5 %, zu
den Grunderkrankungen gezahlt wird, die mit einem erhohten Risiko zur Entstehung von
Mundhdéhlenkarzinomen in Verbindung gebracht werden [63], ist die Suche nach geeig-
neten Markern, mit deren Hilfe das Risiko der malignen Transformation abgeschatzt wer-

den kann, Gegenstand aktueller Forschung.

Therapie
Die Elimination mechanischer Irritation, das Beseitigen der Ausloser einer Uberempfind-

lichkeit (Amalgamsanierung, Medikamentenaustausch) sowie Mundhygiene-Instruktio-

nen sollten zu Beginn der Therapie stehen und die Symptomatik lindern [63, 66].

Nicht erosive und asymptomatische Formen des Lichen planus kdnnen beobachtet wer-
den und bedurfen keiner Behandlung. Bei symptomatischen und erosiven Formen haben
sich topisch anzuwendende Kortikosteroide als effektiv erwiesen. Sie wirken antiin-
flammatorisch und immunsuppressiv, kénnen aber mit Nebenwirkungen wie z.B. atro-
phen Schleimhautverdnderungen und Candidainfektionen einhergehen, die gegebenen-
falls eine zusatzliche Behandlung notwendig machen [69]. In einigen Fallen kdnnen sys-
temische Kortikosteroide und andere systemisch wirksame immunsuppressive Medika-
mente indiziert sein. Diese sollten aber auf Grund der Nebenwirkungen und Risiken nur

auf therapierefraktére und ausgedehnten erosive Formen beschrankt bleiben [66].

Weitere topisch wirksame Substanzen (Cyclosporin, Tacrolimus, Pimecrolimus) oder Re-
tinoide werden ebenfalls eingesetzt, sind aber aufgrund ihrer weniger potenten Wirksam-
keit und ihrer enormen Nebenwirkungen nur in sehr seltenen Fallen indiziert oder gar
ganzlich obsolet [58, 63].
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Alternative Therapiemdglichkeiten bieten Behandlungen mit Psoralen und UV-A-Licht
(PUVA), photodynamische Therapie, chirurgische Exzision, Kryochirurgie und CO2-
Laserchirurgie [66]. Chirurgische Verfahren kénnen zwar in seltenen Fallen indiziert
sein, dndern aber nichts an der Grunderkrankung. Gerade atrophische und erosive Formen

bedurfen engmaschiger Kontrollen und gegebenenfalls einer Exzision [63].

1.3 Diagnostik oraler Lasionen

1.3.1 Goldstandard

Karzinome der Mundhdhle werden trotz ihrer Zugéanglichkeit hdufig erst in fortgeschrit-
tenen Entwicklungsstadien diagnostiziert. Dies liegt zum einen daran, dass Patienten mit
entsprechender Symptomatik héaufig erst spét vorstellig werden und zum anderen daran,
dass Untersucher pathologische Veranderungen fehlinterpretieren [9, 62, 70]. Die Beur-
teilung oraler L&sionen erfolgt zundchst klinisch durch visuelle und taktile Befundsiche-
rung. Klinische Warnsignale wie Verlust des Oberflachenglanzes und der Oberflachen-
integritat, Verhornungstendenz, Erosion und Ulzeration, Inhomogenitat, Blasenbil-
dung/Desquamation, Induration, Atrophie, Pigmentierung und Brennen der Mund-
schleimhaut bedurfen weiterer Abklarung. Zusatzuntersuchungen wie Vitalitatsprobe be-
nachbarter Z&hne, Parodontalbefund, Rontgenuntersuchung, Lymphknotenstatus und
Sensibilitatsprifung nervaler Strukturen liefern weitere Hinweise zur Abklarung der En-
titdt. Nach Ausschluss inflammatorischer Ursachen, mechanischer Irritationen und No-
xen sollte bei Vorlauferlésionen, die nach zwei Wochen keine Riickbildungstendenz zei-
gen und sich nicht eindeutig einer definierten Grunderkrankung zuordnen lassen, eine
histologische Klarung erfolgen. Goldstandard ist hier eine représentative Skalpellbiopsie.
Eine vollstdndige Exzision sollte der Inzisionsbiopsie vorgezogen werden, falls diese
nicht ausreichend reprasentativ fur die gesamte Lasion ausfallen kann. Komplikationen
wie Infektionen, Nachblutung, Schédigung von Nachbarstrukturen und Narbenbildung
begriinden die geringe Akzeptanz dieser diagnostischen Methode beim Patienten [62, 71,
72]. In ca. 23,9 % der Skalpellbiopsien erh&lt man hierbei eine negative Diagnose [73].
Dieser Sachverhalt mindert das Vertrauen des Patienten und kann eine Ablehnung der
Untersuchungsmethode bei erneutem Verdacht begriinden. Des Weiteren zeigen Studien,
dass Inzisionsbiopsien zu einer Progression des Tumors fuhren kénnen [74], was die For-

derung nach alternativen non-invasiven Methoden verstarkt.
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1.3.2 Transepitheliale Burstenbiopsie

Eine alternative non-invasive Screeningmethode stellt die transepitheliale Birstenbiopsie
dar [75, 76]. Speziell hierfiir entwickelte Bursten ermdglichen das Ernten von relevanten
Zelllagen, in denen die squamd@se intraepitheliale Neoplasie ihren Ursprung hat [56].
Hierbei wird die Gefahr der Tumorzellverschleppung [77] durch den Erhalt der Basal-
membran minimiert [78]. Weitere Vorteile dieser Methode liegen in der besseren Akzep-
tanz aufgrund der weniger invasiven Methode und der geringeren Kosten [79]. Dies
macht sie vor allem fiir gro3flachige Areale und fur den Einsatz im Follow-up attraktiv
[56]. Bedingt durch die GroRe der gesamten Mundhohle, kann die Burstenbiopsie ledig-
lich fur bereits sichtbare Lasionen eingesetzt werden [10]. Die Anwendung der Technik
ist zudem vom Untersucher abhéngig, weshalb fiir die Durchfiihrung eine Schulung fir
die Probenentnahme und ein erfahrener Pathologe empfehlenswert sind [15]. Die Wer-
tigkeit dieser Methode variiert studienabhangig. Verschiedene Autoren beschreiben eine
Spezifitat von 95,1-99,5 % und eine Sensitivitat von 79-97 % und zeigen auf, dass gerade
maligne Lasionen nicht immer eindeutig erkannt werden [56]. Die herkémmliche mor-
phologische Beurteilung durch einen Pathologen scheint als Methode unzureichend [73].
Daher sind weitere unterstiitzende Verfahren, z.B. immunhistochemische Farbungen, zur

Steigerung der Wertigkeit notwendig.

Computerunterstitzten Methoden der Bildanalyse (OralCDx®)
Bei der automatischen computerunterstiitzen Bildanalyse werden nach morphologisch-

zytologischen Kriterien Zellen selektiert und anschlieBend dem Pathologen zur Kontrolle
angeboten [80]. Der behandelnde Arzt erhélt den Befund und eine Empfehlung fir das
weitere VVorgehen. Unzureichendes Zellmaterial oder das Fehlen von epithelialen Atypien
erfordern eine erneute Burstenbiopsie bzw. eine weitere klinische Kontrolle. Bei atypi-
schen Zellen, einem Dysplasie- oder einem Karzinomverdacht wird eine Skalpellbiopsie
angeraten. Die Anzahl unzureichenden Materials liegt bei 2-7 % [80]. Die in Studien be-
schriebene Sensitivitat ist meist hoch und erreicht oft nahezu 100 % [74, 75, 79, 81]. Die
Werte fur Spezifitat werden unterschiedlich hoch, unter anderem aber auch mit kritischen
32 % angegeben [79, 82].

DNA Zytometrie
Dieses etablierte Verfahren zur Diagnostik des oralen Plattenepithelkarzinoms und seiner

Vorlduferlasionen bedient sich der DNA-Ploidie, um maligne transformierte Zellen zu
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erkennen. Diese zeigen im Gegensatz zu gesunden Zellen einen abweichenden Chromo-
somensatz (Aneuploidie), welcher durch die Anfarbung der Kern-DNA sichtbar gemacht
werden kann [83]. Zellen, die mittels Burstenbiopsie entnommen wurden, werden mit
Feulgenfarbstoff markiert und entsprechend ihrer Lichtabsorption beurteilt. Die Messung
der optischen Dichte erfolgt computergestitzt am Mikroskop, das mit einer Digitalka-
mera versehen ist [10]. Unzureichendes Material auf dem Objekttréger und die Tatsache,
dass nicht alle Tumore aneuploide Chromosomensétze besitzen erschweren die Auswer-
tung und benétigen einen erfahrenen Untersucher [15, 50]. Studien beschreiben eine Sen-
sitivitat von 100 % und eine Spezifitat von 100 %, bei nur 0,5 % unzureichendem Pro-
benmaterial auf dem Objekttrager [80]. Kritisch beurteilt existieren aber noch sehr wenige
Daten fir intraepitheliale Neoplasien mit hohem Risiko und andere potentiell maligne
Veranderungen, die eine Friherkennung des oralen Plattenepithelkarzinoms beschreiben
[80, 83-85].

Immunzytochemisch erweiterte Burstenbiopsie
Dieses Verfahren stitzt sich auf tumortypische Expressionsmuster ausgewahlter Proteine,

die durch immunzytochemische Anfarbung atypische Zellen detektierbar machen. Drie-
mel et al. beschreiben eine Sensitivitat von 93-95 % und eine Spezifitat von 100 % flr
dieses Verfahren mit Hilfe des Nachweises von Lamin-5 und hochmolekularem
Tenascin-C [10]. Beide Marker werden in malignem Gewebe verstarkt exprimiert und
kdnnen mittels geeigneter Antikorper auf Birstenbiopsaten nachgewiesen werden. Wei-
tere bereits untersuchte Marker wie Zytokeratin AE1 und AE3, p53, Minichromosome-
Maintenance-Proteine (MCM), Nukleolus-Organisator-Regionen (NOR), S100A8,
S100A9 scheinen vielversprechend, benétigen aber noch weitere klinische Studien um
ihre Aussagekraft zu verifizieren [80]. Die Identifikation und Suche nach derartigen Mar-
kern kann nicht nur eine gezieltere Prognose ermdglichen, sondern auch zum besseren

Verstandnis der Karzinogenese beitragen [72].

Dunnschichtzytologie
Diese Methode schafft durch Vereinzelung der geernteten Zellen bessere Beurteilungs-

moglichkeiten der Morphologie [86, 87]. Erste Anwendungen zeigen eine Sensitivitat von
95,1 % und eine Spezifitat von 99,0 %. Nicht beurteilbare Proben lagen aufgrund geringer
Zellanzahl bei 8,8 % [60].
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1.4 Untersuchte Marker

1.41GLUT1

Malignes Gewebe zeichnet sich durch eine erhohte Metabolisierung, einen hohen Bedarf
und eine gesteigerte Aufnahme von Glukose aus. Der Transport von Glukose erfolgt tiber
membranstandige Transporterproteine (GLUTS) und gilt als limitierender Faktor fur eine

erhdhte Metabolisierungrate [88].

Funktion und Aufbau
GLUT1 gehort zu einer Familie l6slicher Carrierproteine und sichert die energieunabhén-

gige Aufnahme von Glukose entlang eines Konzentrationsgradienten. Codiert von den
SLC2A-Genen, umfasst die SLC2A-Superfamilie 14 verschiedene Proteine [89, 90]. Jedes
zeichnet sich durch gewebsspezifische Expression und unterschiedliche Affinitat zu Glu-
kose und anderen Hexosen aus [91]. Hinsichtlich ihrer Sequenz und ihrer Substratspezi-
fitat lassen sich drei Subfamilien untergliedern. Gruppe | setzt sich zusammen aus
GLUT1-4 und GLUT 14. Gruppe Il vereint GLUT5, GLUT7, GLUT9 und GLUT11 und
Gruppe 11 fasst GLUT6, GLUTS8, GLUT10, GLUT12 und HMIT (SLC2A13) zusammen
[88, 89, 91].

Tabelle 6: SLC2A-Superfamilie (modifiziert nach Mueckler und Thorens) [91]

Name/ Hauptsubstrat | Trans- | Gewebsspezifische | In Verbindung ste-
Gen port * | Expression hende Erkrankungen
GLUTL/ | Glukose, Ga- | F Erythrozyten, Ge- Paroxysmale belas-
SLC2A1 | laktose, Man- hirn, Blut-Hirn- tungsinduzierte Dys-
nose, Gluko- Schranke, Blut-Ge- | tonie, GLUT1-
samine webe-Schranke, Mangelsyndrom
Embryonalentwick-
lung
GLUT2/ | Glukose, Ga- | F Leber, Langerhans- | Fanconi-Bickel-Syn-
SLC2A2 | laktose, Inseln, Darm, drom, (Typ 2 Diabe-
Fruktose, Niere, Gehirn tes)
Mannose,
Glukosamine
GLUT 3/ | Glukose, Ga- | F- Gehirn, Hoden
SLC2A3 | laktose, Man-
nose, Xylose
GLUT4/ | Glukose, F Muskel, Herz, Fett- | (Typ 2 Diabetes)
SLC2A4 | Glukosamine gewebe
GLUTS/ | Fruktose F Darm, Niere
SLC2A5
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GLUT6/ | Glukose F Gehirn, Leukozy-

SLC2A6 ten, Milz

GLUT7/ | Glukose, F Darm, Hoden Pros-

SLC2A7 | Fruktose tata

GLUT8/ | Glukose, F Hoden, Gehirn, Ne-

SLC2A8 | Fruktose, Ga- benniere, Leber,

laktose Milz, braunes Fett-

gewebe, Lunge

GLUTY9/ | Urate, (Glu- Niere, Leber, Darm, | Hypourikdmie

SLC2A9 | kose, Plazenta, Lunge,

Fruktose) Leukozyten

GLUT10/ | Glukose, Ga- | F Herz, Lunge, Ge- Acrterial-Tortuosity-

SLC2A10 | laktose hirn, Leber Muskel, | Syndrom
Pankreas, Plazenta,
Niere

GLUT11/ | Glukose, F Herz, Muskel

SLC2A11 | Fruktose

GLUT12/ | Glukose F Herz, Prostata,

SLC2A12 Muskel, Plazenta

HMIT/ Myo-Inositol | C/H+ | Gehirn, Fettgewebe

SLC2A13

GLUT14/ 0] Hoden

SLC2A14

C: Cotransporter, F: Erleichterte Diffussion, O: "Orphan Transporter" (Substrate unbe-
kannt)

Vergleichbar ist die Grundstruktur aus zwolf amphiphilen transmembranaren Helices, die
Lokalisation des Carboxyl- und Amino-Terminus im Zytosol sowie einem intrazellul&ren
Loop zwischen der sechsten und siebten transmembranésen Domane [88]. Gruppe | und
Il besitzen zwischen der ersten und zweiten Helix einen extrazellularen Loop, der eine n-
glykosidische Bindung ermoglicht. Mitglieder der Gruppe 111 vereint das Auftreten eines
derartigen Loops zwischen der neunten und zehnten Doméne [88]. Trotz zahlreicher Stu-
dien ist Gber den genauen Mechanismus des Transportvorgangs und die dreidimensionale
Struktur nur wenig bekannt [92]. Die Anordnung innerhalb der Plasmamembran erlaubt
die Bildung einer hydrophilen Pore, die den Transport ermdglicht. Die Bindung von Subs-

traten versursacht Konformationsanderungen, die die Transportaktivitat regulieren [93].
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Klasse | und Klasse Il

N Substratbindung

COOH

Zytoplasma

Abbildung 4: Modell der Anordnung von GLUT-1 innerhalb der Zellmembran

Die Tatsache, dass die Affinitat fir das Substrat auBerhalb der Zelle hther zu sein scheint
als innerhalb und die experimentelle Beobachtung, dass eine Beschleunigung der Kon-
formationsénderung eintritt, wenn das Substrat auf der zytoplasmatischen Seite présent
ist, geben Anlass, das simple Modell eines asymmetrischen Transports zu diskutieren und
lassen die Komplexitat des Glukosetransports unter physiologischen Bedingungen ver-
muten [91, 93].

Rolle als Tumorhypoxiemarker und Prognosefaktor
Um die diagnostischen Mdglichkeiten im Bereich der Friiherkennung und Therapieopti-

onen weiter verbessern zu kénnen, haben sich in den vergangenen Jahren zahlreiche Ar-
beitsgruppen mit der Analyse der Expression verschiedener Tumormarker beschéftigt. Es
fanden sich zahlreiche Marker, deren Expression bezlglich ihrer prognostischen Aussa-
gekraft analysiert wurde. In einer umfassenden Studie teilten Schliephake et al. diese Tu-
mormarker in vier Hauptgruppengruppen ein [94]. Um eine Einteilung nach der biologi-
schen Funktion der Tumormarker vornehmen zu kénnen, scheint die Erweiterung um die
Gruppe der Hypoxiemarker empfehlenswert. Vertreter wie z.B. der Hypoxie-induzierte
Faktor la (HIFla), die Carboanhydrase IX (CA 1X), GLUT1 und der Erythropoetin-Re-
zeptor (EPOR) werden durch hypoxische Bedingungen reguliert und gelten zudem als
prognostische Faktoren [95-98]. Gerade die Expression und Coexpression von HIF 1o und

GLUT1 wurde haufig mit einer schlechten Prognose des oralen Plattenepithelkarzinoms
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in Verbindung gebracht [99, 100]. Hierbei dient das stabilisierte HIF' I« als Bote, der die
Hypoxieinformation in den Zellkern transportiert und dort die eine Aktivierung von mehr
als 100 Genen, darunter auch GLUTL, reguliert. Es konnte gezeigt werden, dass HIF I
einen Komplex bildet, der den GLUT1-Promotor bindet [88].

Glycolyse
GLUT -1

Degradation der
Extrazellularmatrix

pH-Stabilisierung

CAIX uPAR
Angiogenese Apoptose
VEGF Survivin

Zellproliferation
Cyclin

Abbildung 5: HIF-1-alpha-abhéangige Adaption von Tumorzellen an hypoxische Bedingungen

Neben der Ausbildung eines tumoreigenen GefaRsystems sichert das Tumorgewebe seine
Nutrition also durch gesteigerte Aufnahme von Glukose [101]. Klinisch kann dieser Sach-
verhalt in vielen Fallen durch Visualisierung der Glukoseaufnahme eines Tumors mittels
Injektion von F-labeled-2fluoro-2-deoxy-D-Glukose und darauffolgender Positronen-
Emissions-Tomographie (PET) bestatigt werden [88]. Bereits Warburg stellte fest, dass
Tumorzellen sich beziiglich des Glukosestoffwechsels von gesundem Gewebe unter-
scheiden und schrieb dem gesteigerten Glukosestoffwechsel maligner Zellen eine ent-
scheidende Rolle bei der Nutrition und Progression maligner Erkrankungen zu [102].
Nicht proliferatives Gewebe verwertet die aufgenommene Glukose in einer kompletten
Oxidation (38 ATPs) und bedient sich nur bei Hypoxie der vergleichsweise wenig effi-
zienten anaeroben Glykolyse (2 ATPs). Proliferierende Gewebe wie z.B. Tumorgewebe
haben andere Bedurfnisse und scheinen sich sowohl bei Hypoxie als auch bei ausreichen-
der Sauerstoffzufuhr auf die anaerobe bzw. aerobe Glykolyse mit einer geringeren Ener-
gieausbeute zu konzentrieren (Warburg Effekt) [101, 103]. Um den Glukosebedarf der
proliferierenden Zellen zu decken, wird dementsprechend eine 20-30mal hohere Aufnah-
merate bendtigt [101], die mittels geeigneter Transporter wie GLUT1 realisiert wird.
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Expression von GLUT1
Unter physiologischen Bedingungen zeigt sich die GLUT1-Expression in vielen Zellty-

pen, oft kombiniert mit anderen GLUT-Isoformen. Hierbei scheinen unterschiedliche Ex-
pressionslevels fur die basale Glukoseaufnahme von Bedeutung zu sein [90, 91]. Ein auf-
fallig hoher Level wurde vor allem bei Erythrozyten und bei Endothelzellen der Blut-
Hirn-Schranke gemessen. GLUT1 spielt weiterhin eine entscheidende Rolle bei der emb-
ryonalen Implantation und Entwicklung. Die hohe Expressionsrate zeigt hierbei vor allem
eine Abhéangigkeit von hormoneller Steuerung durch Progesteron und ferner auch durch
Ostrogen. Auch Insulin und Glukokortikoide scheinen wahrend der Entwicklung Einfluss
auf die GLUT1-Expression zu haben und regulieren diese in Skelettmuskelzellen. Hierbei
wird der physiologische Expressionsriickgang im Adulten durch gewebsspezifische Iso-
formen wie z.B. GLUT4 in Skelettmuskelzellen kompensiert [93]. Neben der hormonel-
len Regulation wird die GLUT1-Expression, wie bereits beschrieben, auch direkt tiber die
zirkulierende Sauerstoff- und Glukosekonzentration moduliert. Hypoxische Bedingungen
fihren auf Transkriptionsebene und tber Stabilisierung der mRNA zu einer gesteigerten
Expression und sichern so die Glukoseaufnahme [93]. Weiterhin kdnnen Transformatio-
nen, die durch Onkogene wie z.B. ras und src moduliert werden, zum Expressionanstieg
beitragen [88]. Zahlreiche Studien belegen ein Auftreten von hypoxischen Bedingungen
und Uberexpression von GLUT1 bei malignen Tumoren des Colons, der Lunge, der
Schilddriise, der Brust, des Osophagus, des Magens, des Pankreas, der Ovarien, der Galle,
der Prostata und beim malignen Mesotheliom [88-90, 92]. Auch das orale Plattenepithel-
karzinom zeigt eine signifikant erhdhte Expression [104-107]. Diese wird haufig mit der
Aggressivitat des Tumors, einem verminderten Therapieerfolg und einer schlechten Prog-
nose in Verbindung gebracht [88, 97, 105, 106]. Bereits bei dysplastischen Mundschleim-
hautveranderungen kann ein erhdhtes GLUT1-Expressionslevel beobachtet werden [108].
Dieser Sachverhalt lasst vermuten, dass diese Uberexpression einen fundamentalen und
friihen Zeitpunkt innerhalb der Karzinogenese spiegelt. Ebenso zeigen Studien an HPV
induzierten Transformationen des Cervixepithles, dass eine GLUT1-Uberexpression ein
frihes Event in der Entstehung dort angesiedelter Neoplasien darstellt. Unklar bleibt, ob
die, durch Hypoxie hervorgerufenen, metabolischen Veranderungen eine Ursache oder

lediglich einen Effekt der malignen Transformation repréasentieren [88].
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1.4.2 SHH

Der Hedgehog-Signalweg gehdrt zu den essenziellen Elementen der Embryogenese und
spielt eine entscheidende Rolle bei der Proliferation und Differenzierung in der embryo-
nalen Entwicklung. Im adulten Gewebe physiologischerweise inaktiv, wird seine Dysre-
gulation heute mit dem Auftreten unterschiedlicher Malignome in Verbindung gebracht
[109].

Aufbau und Funktion
Erstmals beschrieben und untersucht bei der Fruchtfliege Drosophila, nimmt der Sonic-

Hedgehog-Signalweg entwicklungsgeschichtlich eine sehr friihe Position ein und wurde
seitdem konserviert [110]. Das Hedgehog-Signal wird tber seinen Rezeptor Patchedl
und die Aktivierung einer Signalkaskade weitergeleitet und gelangt so an Transkriptions-
faktoren im Zellkern. Unterschiede zu der Regulation bei Drosophila finden sich in zu-
sétzlichen Komponenten bei der Signalubertragung aber auch in Komponenten, die ent-
wicklungsgeschichtlich nicht konserviert wurden [111, 112]. Bei Saugetieren wurden bis-
lang drei unterschiedliche Formen des Hedgehog-Proteins identifiziert: Sonic- (SHH), In-
dian- (IHH) und Desert Hedgehog (DHH) [113]. Die Funktion wahrend der Entwicklung
scheint sich im Falle von DHH auf die Gonaden zu beschréanken. IHH wird mit der Ent-
wicklung des primitiven Entoderms in Verbindung gebracht und hat Einfluss auf Chond-
rozyten der Wachstumsfuge. SHH, das meist exprimierte Hedgehog-Protein wahrend der
Embryogenese, reguliert grundlegende Muster wie die Ausbildung der Rechts-Links-
Symmetrie und die dorso- ventrale Achse des Embryos sowie die Entwicklung der Glied-
mafen. Wahrend der Organogenese spielt seine Expression vor allem eine Rolle fiir die
Entwicklung epithelialer Gewebe [111]. Mutationen resultieren in variablen klinischen
Erscheinungsformen und Erkrankungen wie z.B. der Holoprosencephalie und Defekte der
Gliedmafen [114]. SHH wirkt als Morphogen, das sowohl die Proliferation als auch das
Differenzierungsschicksal der Zellen reguliert. Dieser Prozess ist sowohl zeit- als auch
positionsabhangig und wird tber unterschiedliche Konzentrationen von SHH entlang ei-
nes Gradienten autokrin und parakrin gesteuert [110]. Die Ausbildung eines solchen Gra-
dienten basiert auf der Modifikation des synthetisierten Proteins und der Moglichkeit zur
Bewegung innerhalb eines morphogenetischen Feldes. Der 45 kDa Vorl&ufer wird au-

toproteolytisch in SHH-N (Aminoterminus) und SHH-C (Carboxylterminus) geteilt, wo-
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bei SHH-N die Signalfunktion tbernimmt, wahrend SHH-C zur Vermittlung der Autopro-
teolyse notwendig scheint. SHH-N erfahrt durch weitere Addition einer Cholesterol- und
einer Palmitoyl-Gruppe eine Lipid-Modifikation, die die Sekretion des Proteins und eine
Verteilung des Signals Gber weite Bereiche ermdglicht. Unterstiitzt wird dieser Vorgang
durch Dispatched, einem transmembranéren Transporter, und durch Heparansulfat-Pro-
teoglykane, die den extrazellularen Transport bewerkstelligen [115].

SHH Protein

Carboxylterminus

l Autoproteolyse und Lipidmodifikation

"

Cholesterol-

o gruppe
S : Aminoterminus | A
{ Palmitoylgruppe

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Lipidmodifikation des SHH-Proteins

Weiterhin existieren Mechanismen, die den Gradienten zusatzlich in Form und GroR3e
regulieren. Die Tatsache, dass eine hohe SHH-Konzentration in der Umgebung auch in
der Zielzelle eine hohe SHH-Expression induziert, erhoht weiterhin die Konzentration
nahe der urspriinglichen Quelle. Gedrosselt wird das Signal durch die vermehrte Expres-
sion von Patched1, die ebenfalls Uber die SHH-Konzentration moduliert wird, und durch
das Hedgehog-interacting-Protein (HIP), einem transmembranaren Protein, welches SHH
bindet und so die Reichweite des Signals verringert [110, 111].

Signaltransduktion
An der Zielzelle selbst wird die Bindung von SHH mittels transmembrandser Proteine

(Cdo und Boc) erleichtert, deren Expression ebenfalls im Sinne eines negativen Feed-
backs reguliert wird [110]. Dies ermdglicht eine Interaktion zwischen SHH mit der sty-
rolbindenden Doméne seines Rezeptor Patchedl, der dieses Signal an die Zelle weiter-
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leiten kann. Die Hemmung des Signalwegs beschreibt den Normzustand. Fehlt der Lig-
and, dann blockiert der Rezeptor Patched1 (PTCHD1) den G-Protein-gekoppelten Rezep-
tor Smoothened (SMO) [116]. Es wird diskutiert, dass Patchedl hierbei indirekt Gber die
Konzentration und Verteilung eines kleinen inhibierenden Molekdils wirkt [115] und dass
Vitamin D3 eine mogliche Rolle als Patched1-abhé&ngiger Inhibitor spielt [117]. Die un-
terdriickte Aktivitat von SMO fuhrt dazu, dass die Signalkaskade nicht aktiviert wird und
alle weiteren beteiligten Proteine ebenfalls in ihrer inaktiven Form verbleiben oder endo-
somal abgebaut werden. Die Anordnung dieser Proteine an priméren Zilien erleichtert die
Interaktion der Zelle mit der Umgebung und dient als wichtige Empfangerstruktur und
Regulator dieses Signalwegs in Vertebraten [118]. Bindet der Hedgehog-Ligand den Re-
zeptor Patched1, so wird der nachgeschaltete Rezeptor SMO am primaren Zilium einge-
baut und aktiviert [117]. SMO sendet das Signal an die Hedgehog-Effektoren, einem zy-
tosolischen Komplex von Proteinen und Proteinkinasen, die schlieflich das Signal an
Transkriptionsfaktoren weiterleiten. Dieser Proteinkomplex besteht bei Drosophila aus
verschiedenen Komponenten wie Costal2 (Cos2), der Serin-Threonin-Kinase Fused, dem
Suppressor of Fused und dem Zink-Finger-Transkriptionsfaktor cubitus interruptus. Die
Aktivitat von Ci, einem Mitglied der GLI-Familie, ist abhdngig von der Phosphorylierung
durch Proteinkinase A, Glykogensynthase-Kinase 34 und Caseinkinase 1o (CK/a) [113].
Bei Abwesenheit von SHH verhindert Cos2 die Translokation von Ci in den Zellkern und
Ci bildet aufgrund der Hyperphosphorylierung durch diese drei Kinasen und der daraus
resultierenden Modifikation die repressive Form des Transkriptionsfaktors aus [111]. Ob-
wohl dieser Signaltransduktionsweg entwicklungsgeschichtlich konserviert wurde, ver-
mutet man bei S&ugetieren eine andere Gewichtung der Funktion einzelner Komponenten
und andere Mechanismen der Signalverarbeitung. Im Gegensatz zu Drosophila besitzen
Sauger drei verschiedene GLI-Familienmitglieder, die als Transkriptionsfaktor wirken.
Diese modulieren die Expression bestimmter Zielgene, die den Zellzyklus, die Zellmig-
ration, die Apoptose und Angiogenese regulieren [119]. GLI2 und GLI3 kénnen dabei je
nach Anwesenheit von SHH eine aktivierende aber auch eine repressive Wirkung entfal-
ten. GLI1 dient ausschlieBlich als Aktivator und wird bei Anwesenheit von SHH vermehrt
transkribiert, wodurch das Signal im Sinne einer positiven Riickkopplung verstérkt wird
[110]. Weiterhin nehmen der SMO-regulierte Proteinkomplex und die Lokalisation am
primaren Zilium, eine entscheidende Rolle bei der Signaltransduktion der Vertebraten
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ein. Nach der Phosphorylierung durch die CK1a und die G-Protein-gekoppelte Rezeptor-
kinase 2 (GRK2) wird die Translokation von SMO am Zilium eingeleitet und mit Hilfe
von S-Arrestin und Kif3a bewerkstelligt. Das aktivierte SMO beginstigt danach mit Hilfe
von Kif7 die Translokation und Dissoziation eines SUFU-GLI-Protein-Komplexes und
ermoglicht GLI so den Weg in den Zellkern [119].

Anwesenheit von SHH

/
s - e

Zellkern

Transkription der SHH-

Zielgen
LN gene

SMO (aktiv)

Abwesenheit von SHH

Primares Zilium

Repression der SHH-

Zellkern
l Zielgene

Abbildung 7: SHH-Signaltransduktion in Vertebraten
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In den vergangenen Jahren beschaftigten sich zahlreiche Arbeitsgruppen mit der Bedeu-
tung des priméren Ziliums und der komplexen Signaltransduktion innerhalb des Ziliums.
Ungeklart bleibt bislang der genaue Mechanismus der Inhibierung von SMO durch
Patched1 [115]. Auch ein detaillierteres Verstandnis flr den Vorgang, wie SMO eine Ak-
tivierung von GLI herbeifuhrt, bleibt Gegenstand aktueller Forschung [119].

Bedeutung innerhalb der Tumorgenese und therapeutische Einsatzmaoglichkeiten
Erste Hinweise auf eine abnorme Aktivierung des Hedgehog-Signalwegs im Zuge der

Tumorgenese fanden sich bei Patienten mit Gorlin-Goltz-Syndrom. Diese Patienten lei-
den unter einer Loss-of-Function-Mutation des Patched1-Gens und neigen zur Ausbil-
dung multipler Basalzellkarzinome und anderer Tumore wie z.B. dem Medulloblastom
oder Rhabdomyosarkom [116]. Auch sporadisch auftretende Basalzellkarzinome zeigen
haufig eine Fehlregulation des Signalwegs und defekte Komponenten wie z.B. Patched,
SMO, SUFU oder in seltenen Fallen auch GLI1 [111]. In den vergangenen Jahren konnte
gezeigt werden, dass dieser Signalweg bei zahlreichen Tumorentitéten eine entscheidende
Rolle spielt. Hierunter fallen das kleinzellige Bronchialkarzinom, das Adenokarzinom
des Pankreas, Tumore des Gastrointestinaltrakts, der Leber, der Brust, der Prostata [113],
der Blase und das Gliom [111]. Auch beim oralen Plattenepithelkarzinom scheint eine

Aktivierung des Signalwegs nachweisbar [120].

Zudem wurde gezeigt, dass Tumorrepopulationen nach Radiochemotherapie und thera-
peutische Resistenz in vielen Féallen mit der Fehlregulation dieser Kaskade in VVerbindung
gebracht werden kdnnen [120]. Dieser Umstand und die Tatsache, dass im Adulten die
Hemmung des Signalwegs den Normzustand beschreibt, geben Anlass dazu, die Blo-
ckade dieses Signalwegs als Ziel therapeutischer Intervention in Betracht zu ziehen. Zahl-
reiche Therapeutika wie z.B. der pflanzliche SMO-Antagonisten Cyclopamin, syntheti-
schen Antagonisten wie SANT 1-4, KAAD-Cyclopamine, CUR-61414 [111] und das be-
reits weitentwickelte Vismodegib [121] zeigen vielversprechende Ergebnisse und hem-
men die Kaskade an Stellen, die defekte Komponenten wie Patchedl oder fehlaktiviertes
SMO kompensieren konnen. Erste klinische Untersuchungen zeigen jedoch auch, dass
manche Tumorentitdten Resistenzen gegen eine SMO-Blockade ausbilden kénnen [118].
SHH-spezifische monoklonale Antikdrper wie 5E1 konnten ebenfalls therapeutische Er-
folge erzielen. Dabei spielt nicht nur die Blockade der proliferierenden Tumorzellen
selbst eine entscheidende Rolle, sondern auch die Hemmung benachbarter Stromazellen,
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die durch juxta- und parakrine SHH-Signaltibertragung Angiogenese, Wachstum, Zell-
motilitdt und Metastasierungspotential des Tumors beeinflussen [113]. Um weitere effek-
tive Therapieoptionen zu entwickeln, zielt die nédchste Generation therapeutischer Mittel
direkt auf die GLI-Transkriptionsfaktoren und hemmt so die Expression der ihrer Ziel-
gene. Gegenstand aktueller Forschung bleibt ein besseres Verstandnis des Signalkaskade
und moglicher kompensatorischer Mechanismen, welche die Resistenzen verursachen.
Diese Erkenntnisse kdnnten in Zukunft die Grundlage fiir den Einsatz kombinierbarer

Therapeutika bilden, die eine effektivere Therapie ermdglichen [118].

1.5 Fragestellung

Diese Studie befasst sich mit der Analyse von Birstenbiopsien im Hinblick auf die Ex-
pression von GLUT1 und SHH und deren Bedeutung fir die Diagnose maligner Trans-
formation. Mit Hilfe der Untersuchung unterschiedlicher Probandengruppen soll die im-
munzytochemisch erweiterte Bilrstenbiopsie als mogliches klinisches Screeningverfah-

ren fur maligne Transformation von Schleimhautldsionen bewertet werden.
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2. Material und Methode

2.1 Studiendesign

2.1.1 Patientenkollektiv

Das Kollektiv dieser Studie umfasst 75 Patienten, die im Zeitraum vom 13.12.2010 bis
01.04.2014 in der Klinik und Poliklinik fir Mund-, Kiefer- Gesichtschirurgie der Julius
Maximilians Universitat Wurzburg vorstellig wurden. Die entnommenen Proben setzen
sich zusammen aus Biirstenbiopsien von 24 gesunden Probanden, 18 Probanden mit einer
vorhandenen Leukoplakie, 15 Patienten mit einem oralen Lichen planus und 15 Patienten
mit einem histologisch gesicherten oralen Plattenepithelkarzinom. Die Proben der gesun-
den Patienten stammen aus verschiedenen Lokalisationen der Mundhohle. Diese umfas-
sen Alveolarkamm, Zunge, Planum buccale und Mundboden. Die gesunde Kontroll-
gruppe wurde durch das Fehlen klinisch sichtbarer Schleimhautlasionen definiert und
vom Pathologen als unauffallig eingestuft. Es wurden tiberwiegend jiingere Probanden
ausgewahlt, um die Akkumulation endogener und exogener Noxen innerhalb der Kon-
trollgruppe mdoglichst gering zu halten. Eine erhdhte Exposition gegeniiber Noxen, er-
schwerte Hygienebedingungen durch Zahnersatz, reduzierte Mundhygienefahigkeit,
Multimorbiditat und reduzierte Abwehrkréfte stellen besondere Anforderungen an das
orale Plattenepithel &lterer Patienten, die trotz klinisch l&sionsfreier Schleimhaut zellulére
Veranderungen akkumulieren kénnten und sich daher als Kontrollgruppe weniger eignen
als jungere Probanden. Das Kollektiv der Leukoplakie- und Lichen-Patienten setzte sich
aus Probanden zusammen, die nach einer Biopsie und der Diagnose durch den Pathologen
zu einem Follow-up regelmaRig im Rahmen einer Mundschleimhautsprechstunde einbe-
stellt wurden. Die Probenentnahme der Plattenepithelkarzinom-Patienten erfolgt nach
histologischer Sicherung bei stationarer Aufnahme oder ebenfalls im Rahmen der Mund-
schleimhautsprechstunde. Anamnesedaten wie Alkohol-, Nikotinkonsum, Grunderkran-
kungen, weitere Tumorerkrankungen, bereits erfolgte Chemotherapien, Radiatio und fa-
milidre Pradisposition wurden detailliert anhand eines standardisierten Fragebogens er-
fasst. Zudem wurden zwOlf weiteren Plattenepithelkarzinom-Patienten intraoperativ Tu-

morbiopsate entnommen und fiir eine Kryosektion vorbereitet.
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2.1.2 Probenentnahme

Die Probenentnahme fand in der Poliklinik fir Mund-, Kiefer-, Gesichtschirurgie des
Universitatsklinikums Wirzburg statt und wurde nach intensiver Schulung und unter
Aufsicht eines erfahrenen Chirurgen durchgefihrt. Das Zellmaterial der gesunden Pro-
banden stammte aus verschiedenen Regionen der Mundhéhle: Wangenschleimhaut, Zun-
genrand und Mundboden. Bei den Patienten mit Mundschleimhautveranderungen wurden
die Proben vom Areal der Gewebeveranderung entnommen. Zur Entnahme des Materials
wurden Bursten des Birstenbiopsiesets ORCA-BRUSH® der Firma ZL MICRODENT
Attachment GmbH & Co. KG, Breckerfeld verwendet. Die Birste wurde unter leichtem
Druck rotierend Uber das gewahlte Areal gefiihrt, bis das Auftreten kleiner Blutungs-
punkte eine ausreichende Eindringtiefe signalisierte. Zur Ubertragung des Zellmaterials
auf einen Objekttrager wurde die Burste um 360 Grad rotiert und an zwei gleichgroRen
Arealen des Objekttragers mehrfach ausgestrichen. Um eine ausreichende Adhésion des
gewonnen Zellmaterials zu gewahrleisten, wurden, anstelle der im Set enthaltenen Tra-
ger, Adhasionsobjekttrager des Typs Polysine® Slides (Thermo Scientific, Braun-
schweig, Deutschland) verwendet. Die gewonnenen Proben wurden anschlieRend mittels
des im Set enthaltenen zytologischen Sprayfixativs behandelt und so fiir die zytopatholo-
gische Untersuchung vorbereitet. Den gewahlten Arealen wurde ausreichend Zellmaterial
fur finf Objekttrager entnommen. Ein Objekttrager wurde direkt an das Pathologische
Institut der Universitatsklinik Wirzburg gesandt und dort mit Hilfe einer Hamatoxylin-
Eosin-Farbung beurteilt. Die Gbrigen Proben wurden im Rahmen dieser Studie von Dok-
toranden im wissenschaftlichen Labor der Poliklinik fir Mund-, Kiefer- Gesichtschirur-
gie immunhistochemisch geféarbt und abschlieBend nochmals von einem erfahrenen Pa-
thologen des Zentrums fur Oralpathologie in Potsdam (Dr.med. Harald Ebhardt) bewer-
tet.

Zur Etablierung einer methodischen Positivkontrolle, wurden intraoperativ entnommene
Tumorbiopsate immunhistochemisch geféarbt. Die Proben der histologisch gesicherten
Plattenepithelkarzinome wurden intraoperativ entnommen und firr die Herstellung von

Kryoschnitten vorbereitet.

2.1.3 Votum der Ethikkommission

Diese Studie wurde der Ethikkommission Wirzburg zur Kenntnis gebracht und es be-
standen keine Einwénde (Nr. 2015021801).
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2.2 Gerate und Chemikalien

2.2.1 Gerate

Kryostat MNT von SLEE medical GmbH, Mainz, Deutschland
ORCA-Brush® Burstenbiopsie-Set von Microdent, Breckerfeld, Deutschland
Inkubationskammer fur Objekttrager, GT Labortechnik, Arnstein, Deutschland

Menzel- Glaser Polysine® Slides der Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig,
Deutschland

Eindeckglaser, Standartstarke 0,16-0,19 mm, Gerhard Menzel GmbH, Braun-

schweig, Deutschland
Elektromikroskop, Leica Leitz DMRD, Wetzlar, Deutschland
Kamera, EC 3, Leica Mikrosystems, Heerbrugg, Schweiz

PAP PEN® Kisker Biotech GmbH & Co. KG, Steinfurt, Deutschland

2.2.2 Chemikalien

Orca- Fixx, zytologisches Fixiermittel, DGOD, Leipzig, Deutschland
CryoGlue medium, SLEE medical an orgentec company, Mainz, Deutschland

Anti-Glucose Transporter GLUT1 antibody, Rabbit Monoclonal Antibody Epi-

tomics-an abcam® company, Burlingame, California, U.S.A.

SHH polyclonal antibody, Rabbit Polyclonal Antibody, Abnova, Heidelberg,
Deutschland

Destilliertes Wasser

Xylol

Methanol

Alkohol verdinnt mit Aqua dest. (100 %, 90 %, 80 %,70 %)
0,5 M Ammoniumchlorid

Puffer: Tris-buffered saline (TBS) (0,05 M) aus:
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o 6,05gTris

o 8,76 g NaCl

o 800 ml destilliertes Wasser

o 1M HCI zum Einstellen des pH Wertes auf pH 7,6
Puffer: Phosphate buffered saline (PBS) aus:

o 72gNaCl

o 14,8 g Na,HPO,

o 4,3gKH,PO,
3% H,0,
0,8 % und 5 % BSA (Rinderalbumin)
Horseradish Peroxidasekomplex , DakoCytomation, Glostrup, Denmark
0,25 % Triton X-100 (C44H,,0(C,H,0)y)
Polyclonal Goat Anti Rabbit Immunoglobulines/ Biotinylated
DAB- Ldsung aus:

o 150 pl DAB-Dako+Chromosom Mischung

o 150 pl NH,CI

o 300 ul NiSO,

o 300 pl Glucose 10%

o 50 pl Glucoseoxidase

o 15 ml Phosphatpuffer (PBS)

Hamatoxylin Losung modifiziert nach Gill 11l, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

HCL
Eosin Y-L6sung 0,5 % waéssrig, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Entellan® Schnelleindeckmittel, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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2.3 Immunzytochemische Analyse

2.3.1 Methode der Immunzytochemie

Zur Farbung der vorliegenden Burstenbiopsate wurde ein immunhistochemisches Stan-
dardprotokoll fir Paraffin/Kryoschnitte verwendet. Dieses erlaubte, dank der indirekten
Methode der Immunhistochemie, auch bei geringen Mengen des exprimierten Markers
ein positives Signal. Dieses Signal identifiziert mittels Antigen-Antikérperreaktion den
gesuchten Marker und wird mit Hilfe der hier verwendeten indirekten Drei-Schritt Me-
thode verstarkt. Zur Analyse der vorliegenden Proben wurde die sogenannte Labeled
Streptavidin-Biotin (LSAB) Methode gewahlt. Hierbei nutzt man die Affinitat des Vita-
mins Biotin zu dem Glykoprotein Streptavidin, welches vier Bindungsstellen fur Biotin
besitzt und so eine zusatzliche Signalverstarkung ermdéglicht. Zunachst bindet ein unkon-
jungierter Priméarantikdrper an das Antigen. Danach folgt die Inkubation mit einem se-
kundaren Antikorper, der mit Biotin konjungiert wurde. Im letzten Schritt erfolgt die Bil-
dung der Streptavidin-Biotin-Horseradish-Peroxidase-Komplexe. Das Enzym Horserad-
ish-Peroxidase (HRP) bewirkt die Oxidation eines zugesetzten Chromogens. Das hier
verwendete Diaminobenzidin (DAB) wird durch diese Chromogenreaktion braun und
macht schliellich auf diesem Weg das vorhandene Antigen sichtbar. Die Streptavidin-
Biotin-Methode zeichnet sich im Gegensatz zur Avidin-Biotin-Methode durch weniger

unspezifische Bindungen und eine gute Sensititvitat aus.

LSAB Methode

Streptavidin-

& __
«~  Enzym-Komplex
-®
Sekundarer %‘_x_
Antikdrper r
Priméarer g
Antikérper / \
| «— Gewebsantigen

Abbildung 8: Labeled Streptavidin-Biotin-Methode
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2.3.2 Immunzytochemisches Farbeprotokoll

Alle Farbungen wurden manuell durchgefuhrt und erfolgten bei Raumtemperatur. Als
Puffer diente 0,05 M TBS.

Zunachst wurden auf den vorher fixierten Proben mittels Fettstift zwei Kammern einge-
teilt, die spater eine direkte Gegeniberstellung von gefarbter Probe und methodischer

Negativkontrolle erlaubten.

Abbildung 9: Einteilung der Objekttréager

Abbildung 10: Platzieren der Objekttrager in der Inkubationskammer

Anschlieend folgten drei Waschgénge mit TBS, die jeweils funf Minuten andauerten,
und eine zwanzigminitige Behandlung mit 3 % H>O: in Methanol. Dieser Schritt blo-

ckiert die Aktivitét einer eventuell vorhandenen endogenen Peroxidase, welche zu einem
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falsch positiven Ergebnis fuhrt. Im Anschluss daran wurden zwei weitere Waschgéange
mit TBS a finf Minuten und eine zehn-mindtige Behandlung mit 0,5 M Ammoniumchlo-
rid und 0,25 % Triton X-100 in TBS durchgefihrt. In diesem Schritt wurden die Zellen
durch das Triton X-100 permeabilisiert. Das Ammoniumchlorid 16st Aldehydvernetzun-
gen auf und demaskiert somit das Gewebe. Nach zwei Waschgéngen mit TBS wurde die
Blockade der unspezifischen Bindungsstellen mit 5 % BSA (Rinderalbumin) in TBS aus-
gefiihrt. Die sechzig-minitige Einwirkzeit ermoglicht dem Protein die unspezifischen
Bindungsstellen zu besetzen, sodass diese nicht mehr vom primaren Antikorper gebunden

werden kdnnen.

Nun erfolgte die Inkubation mit dem 1. Antikorper bei 4 °C, tiber Nacht. Der Antikorper
wurde verdinnt mit 0,8 % BSA auf eine Kammer des Objekttrégers gegeben. Die zweite
Kammer wurde lediglich mit 0,8 % BSA (kein primarer Antikdrper) versetzt und dient
im Folgenden als methodische Negativkontrolle. Am 2. Tag der Farbung wurden zu-
néchst vier Waschgénge mit TBS vorgenommen, bevor die Inkubation mit dem 2. Anti-
korper folgte. Dieser wurde 1:400 in TBS verdiinnt, richtet sich gegen die Spezies (Rab-
bit), aus der der primare Antikorper stammt und wurde auf beide Kammern des Objekt-
tragers gegeben. Nach sechzig Minuten wurden vier Waschgénge a flinf Minuten mit TBS
und die Inkubation mit dem Horseradish Peroxidasekomplex vorgenommen. Dieser
wurde zuvor 1:150 in TBS verdunnt, fir 60 Minuten auf beide Kammern des Objekttra-
gers gegeben und anschlieBend in vier Waschgangen a finf Minuten mit TBS entfernt.
Dieser Schritt markiert den sekundéaren Antikdrper und macht ihn so mit einer Entwick-
lungsmethode z.B. mittels DAB nachweisbar. Um die DAB-L6sung anzusetzen, wurden
150 p DAB, 150 pul Ammoniumchlorid, 300 pl Nickelsulfat, 300 pl 10% Glucose und 50
ul Glucoseoxidase in 15 ml Phosphatpuffer geldst. Die einzelnen Lésungen wurden be-
reits vorher in den richtigen Mengen aliquotiert, kurz vor ihrem Gebrauch aufgetaut und
sofort angesetzt. Die entstandene Lésung wurde filtriert und auf die Objekttrager aufge-
tragen. Die ablaufende DAB-Entwicklung wurde unter einem Mikroskop beobachtet und
mit der Negativkontrolle verglichen. Nach Ablauf der Entwicklungszeit wurde der Vor-
gang mit dem Auftragen von TBS gestoppt. Die Lésung wurde vom Objekttrager entfernt

und sachgerecht entsorgt.
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Im Anschluss an die immunhistochemische Farbung wurden die Proben zusatzlich einer
H&malaun-Eosin-Farbung (HE) -Farbung unterzogen, um die spatere Beurteilung zu er-
leichtern. AbschlieRend wurden die Préparate mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe
entwéssert und mit Entellan® eingedeckt (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland).

2.3.3 Anfertigung und Farbung von Kryoschnitten gesicherter PECA zur Herstel-

lung einer methodischen Positivkontrolle

Schneiden und Vorbereiten:
Um die spétere Beurteilung zu erleichtern, wurden zunédchst Farbungen von Kryoschnit-

ten gesicherter Plattenepithelkarzinome durchgefiihrt. Dieses Prozedere unterstiitzte die
Suche nach der optimalen Verdinnung der priméren Antikérper und die Suche nach der
optimalen DAB-Entwicklungszeit zur Erzielung eines zufriedenstellenden Farbeergeb-
nisses. Die Probenentnahme fand im OP der Poliklinik fir Mund-, Kiefer-, Gesichtschi-
rurgie der Universitat Wirzburg statt. Die Tumorproben wurden unmittelbar nach der
Entnahme in 0,5 M PBS fixiert und anschlieend bei -80 °C gelagert. Die Kryoschnitte
der Proben wurden mit Hilfe des Kryostats MNT (SLEE medical GmbH, Mainz, Deutsch-
land) bei einer Kammertemperatur von -15 °C hergestellt. Dazu wurden die Proben zu-
néachst auf dem Objekttischchen mit Gefrierspray fixiert, anschlieRend eingespannt und
im richtigen Winkel zum Messer ausgerichtet. Die Schichtstarke wurde mit 7 um mog-
lichst diinn eingestellt. Aufgetragen auf beschichtete Objekttrager (Polysine® Slides der
Firma Thermo Scientific) wurden jeweils vier Schnitte, in Paaren angeordnet, auf einen

Objekttrager aufgenommen: ein Paar zur Farbung, eines fir die Negativkontrolle.

Farben:
Zur immunhistochemischen Farbung wurden die Kryoschnitte kurz in Leitungswasser

gespult, um das restliche Einbettmittel zu entfernen. Nach Ausfiihrung des Standardpro-
tokolls fiir immunhistochemische Farbung mit unterschiedlichen Konzentrationen des
primaren Antikdrpers und genauer Dokumentation der DAB Entwicklungszeit, erfolgte
eine zusatzliche Hamalaun-Eosin-Farbung. Diese diente als Ubersichtsfarbung, um die
Morphologie der Proben besser beurteilen zu kdnnen. Hierbei wurden die Schnitte finf
Minuten in Hdmalaunlésung nach Mayer geférbt, einige Sekunden mit HCL und drei Mi-

nuten mit Leitungswasser gespult. Danach folgte die Gegenfarbung mit Eosinlésung flr
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weitere funf Minuten. Nach der Farbung werden basophile Verbindungen wie z.B. Nuk-

leinsduren im Zellkern blau, die Gbrigen Strukturen wie Zytoplasma oder Interzellu-

larsubstanzen rot dargestellt. AbschlieRend wurde eine Entwasserung mittels ansteigen-
der Alkoholreihe und das Eindecken mit Entellan® (Merck KGaA, Darmstadt, Deutsch-
land) durchgefiihrt. Die Beurteilung der Farbung erfolgte durch Dr.med. Harald Ebhardt
des Zentrums fir Oralpathologie in Potsdam.

Abbildung 11: Nachweis der Expression der untersuchten Antikdrper in einem oralen Plattenepithelkarzi-
nom (Kryoschnitte) a) GLUT-1 positive Farbung, VergréfRerung 1:100, Verdiinnung 1:150, DAB Entwick-
lungszeit 12 min b) GLUT-1-Negativkontrolle, VergroRerung 1:100, Verzicht auf den priméren Antikorper,
DAB-Entwicklungszeit 12 min ¢) SHH-positive Farbung, VergréRerung 1:100, Verdiunnung 1:200, DAB-
Entwicklungszeit 16 min d) SHH-Negativkontrolle, Vergrdferung 1:100, Verzicht auf den priméren Anti-
korper, DAB-Entwicklungszeit 16 min

2.3.4 Immunhistochemische Farbung der Burstenbiopsie

Nachdem die optimale Antikdrperkonzentration und die optimale DAB-Entwicklungszeit
ermittelt waren, wurde das modifizierte immunhistochemische Standardprotokoll zur
Farbung der Birstenbiopsate herangezogen. Die Farbung wurde vom Doktoranden eben-
falls manuell durchgefiihrt. Verwendete primére Antikorper waren:

e GLUT-1 (anti-Glut 1 RAB monoklonal, Epitomics Inc, Burlingame CA, USA)
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e SHH (anti-SHH RAB polyklonal, Abnova GmbH, Heidelberg)

Tabelle 7: Modifizierung des Standartprotokolls fir immunhistochmische Farbungen

Antikorper  |Konzentration |[DAB Entwicklungszeit

GLUT-1 1:150 12 min
SHH 1:200 16 min
2.3.5 Auswertung

Zunachst erfolgte die Einteilung in zwei zytologische Befundgruppen. Die Zuordnung,
die sich Uber den Nachweis oder das Fehlen geféarbter Zellen definierte, erlaubte Rlck-
schliisse auf die Expression des untersuchten Markers. Die Auswertung erfolgte dabei
durch den Doktoranden und wurde durch die Auswertung von Dr. med. Harald Ebhardt,

Facharzt fur Pathologie am Zentrum fur Oralpathologie in Potsdam, bestatigt.

Die immunzytochemisch gefarbten Birstenbiopsate wurden weiterhin mit der Diagnose-
stellung des pathologischen Instituts des Universtidtsklinikum Wurzburg verglichen.
Hierbei wurden nicht nur die Birstenbiopsate mit der konventionellen HE-Farbung des
Pathologischen Instituts beriicksichtigt, sondern auch die histologischen Ergebnisse aus

Probeexzision oder Tumorentfernung der betroffenen Patienten.

Anhand dieser gesicherten Zuordnung zu einer der vier Probandengruppen wurde die Be-

deutung des Markers im Hinblick auf die maligne Transformation untersucht.
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Abbildung 12: Auswertungsbeispiele der immunzytochemisch geférbten Biirstenbiopsate a) Auswertugs-
beispiele fir die GLUT-1- positive Farbung der Birstenbiopsate , VergrofRerung 1:200, Verdinnung
1:150, DAB Entwicklungszeit 12 min b) Negativkontrolle der GLUT-1-Férbung, Vergréfierung 1:200, Ver-
zicht auf den priméren Antikorper, DAB Entwicklungszeit 12 min c) Auswertungsbeispiele fur die SHH-
Farbung der Birstenbiopsate, VergroBerung 1:200, Verdiinnung 1:200, DAB-Entwicklungszeit 16 min d)
Negativkontrolle der SHH-Farbung, VergroRerung 1:200, Verzicht auf den priméren Antikdrper, DAB-
Entwicklungszeit 16 min

Untersucht wurden in der Auswertung folgende Aspekte:

e Expression der Marker in den Unterschiedlichen Probandengruppen
e Alter in Korrelation zum Farbungsverhalten

e Geschlecht in Korrelation zum Féarbungsverhalten

e Alkohol und Nikotinabusus in Korrelation zum Férbeverhalten

e TumorgrolRe in Korrelation zum Farbeverhalten

e Lymphknotenstatus in Korrelation zum Farbeverhalten

¢ Invasion der Lymphgefale in Korrelation zum Férbeverhalten
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e Tumorinvasion von Venen in Korrelation zum Farbeverhalten

e Perineurale Invasion in Korrelation zum Farbeverhalten

e Entdifferenzierungsgrad des Tumors in Korrelation zum Farbeverhalten
e UICC-Stadien in Korrelation zum Farbeverhalten

e Sensitivitat und Spezifitat der Untersuchungsmethode

e Praktikabilitat der immunzytochemisch unterstutzten Birstenbiopsie

2.4 Statistische Methoden
Die Statistische Analyse stutzt sich auf die Daten einer prospektiven Studie mit deskrip-

tiver Zielsetzung.

Die Abhéngigkeit zweier Variablen wurde mittels Chi-Quadrat-Test nach der Maximum-
Likelihood-Methode (pc) ermittelt. Bei zu geringen Erwartungswerten wurde bei einer
Vier-Felder-Tafel der exakte Chi-Quadrat-Test nach Fisher und Yates (psy) und bei gro-
Reren Tafeln der exakte Test nach Mehta und Patel (pmp) herangezogen.

Fur Gruppen mit zwei verschiedenen Variablen wurde der U-Test nach Mann und Whit-
ney (pu) angewandt und so ein Messwert zwischen zwei Gruppen verglichen. Flr den
Vergleich von Gruppen mit mehr als zwei Variablen diente die Rangvarianzanalyse nach
Kruskal und Wallis (pkw).

Um die Abhangigkeit zweier Messungen zu beschreiben wurde die Kendallsche Rang-
korrelation, mit dem Koeffizienten tau (t) verwendet. Der Korrelationskoeffizient ist eine
Zahl zwischen -1 und +1. -1 ist dabei eine ideale gegensinnige, +1 eine ideale Korrelation.
Der Wert 0 umschreibt, dass keinerlei Abhé&ngigkeit besteht. Als weitere Information
dient hierbei der p-Wert. Er gibt an ob sich der Koeffizient signifikant von Null unter-

scheidet, d.h. ob eine Beziehung gefunden werden kann.

Zudem wurden Konfidenzintervalle berechnet, um die Gute eines Schatzwertes beurtei-
len zu koénnen. Die Vermutung, dass der wahre Wert in der ndheren Umgebung des
Schatzwertes liegt, kann durch den Konfidenzintervall (CI oder Vertrauensbereich) um-
schrieben werden. Ein 95% -ClI gibt den Bereich an, der mit 95%iger Wahrscheinlichkeit

den ermittelten Parameter Uberdeckt.
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Die errechneten p-Werte ermdglichen einen quantitativen Vergleich der Testergebnisse.
p-Werte unter 0,05 werden als signifikant bezeichnet und wurden mit Symbolen gekenn-
zeichnet (p < 0.05 =*, p<0,01 =** p<0,001=***). Die p-Werte in deskriptiven
Arbeiten stellen keine Irrtumswahrscheinlichkeiten dar, sondern dienen zur Beurteilung

und zum Vergleich der verschiedenen Testergebnisse [122].
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3.Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv
Um die wesentlichen Ergebnisse und originaren Daten dieser Dissertation beurteilen zu
kdnnen wurde zuné&chst eine detaillierte Analyse des Patientenkollektivs durchgefthrt.

3.1.1 Alter und Geschlecht

Um eine detaillierte Analyse der Patientendaten zu erméglichen, wurde das Kollektiv zu-
nachst nach Alter und Geschlecht unterteilt. Diese Studie basiert auf Daten von 72 Pati-
enten im Alter von 23 bis 87 Jahren. Das mittlere Alter betrug 54,7+ 15,1 Jahre, der Al-
tersmedian lag bei 56,4 Jahre mit einem 68 %-Konfidenzintervall (CI) von 39,1- 69,9
Jahren. 41 Patienten (57 %) waren mannlich und 31 (43 %) weiblich (s. Abbildung 13).

Geschlechtsverteilung

mannlich

weiblich

n="72

Abbildung 13: Geschlechtsverteilung innerhalb des Patientenkollektivs

Zwischen méannlichen und weiblichen Probanden fand sich kein signifikanter Altersun-
terschied (pu=0,57). Die 50-59 Jahrigen stellten den grofiten, Patienten zwischen 80-87
Jahren den kleinsten Anteil des Patientenkollektivs (s. Abbildung 14). Die Gruppe der
80-87 Jahrigen bestand zum groRten Teil aus weiblichen Probanden. 60-69 jéhrige Pati-

enten waren tberwiegend mannlich.
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Abbildung 14: Alter und Geschlecht innerhalb des Patientenkollektivs

Jede S&ule stellt Anzahl und Prozentsatz der Patienten in der genannten Altersgruppe (vollendete Lebens-
jahre) dar und ist nach Geschlecht unterteilt, ® = ménnlich, B = weiblich. n = 72.

3.1.2 Diagnose

24 der 72 Probanden wiesen keine Schleimhautveranderungen auf und dienten als ge-

sunde Kontrollgruppe. Bei 15 Probanden des Patientenkollektivs konnte ein histologisch

gesichertes Plattenepithelkarzinom nachgewiesen werden. Bei 15 Patienten wurde ein

oraler Lichen planus und bei 18 Patienten eine Leukoplakie diagnostiziert. Drei der 18

Leukoplakie-Patienten wiesen histologisch eine Dysplasie auf. Abbildung 15 zeigt An-

zahl und prozentualen Anteil der unterschiedlichen Diagnosen.
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Abbildung 15: Diagnosen: Die Saulen stellen die Anzahl und den prozentualen Anteil der unterschiedlichen
Diagnosen dar. Die Saule fur Leukoplakie ist in Diagnosen ohne (unten) und mit Dysplasie (oben) unter-
teilt. n =72

Betrachtet man die Anzahl der Patienten in den unterschiedlichen Diagnosegruppen so-
wie den prozentualen Anteil am Gesamtkollektiv, wird ersichtlich, dass Patienten ohne
Mundschleimhautveranderung den groten Anteil des Kollektivs stellten. Die gesunde
Kontrollgruppe umfasste 33,33 %. Probanden mit einem oralen Plattenepithelkarzinom
machten 20,83 % der Probanden aus. Probanden mit einer Leukoplakie stellten einen An-
teil von 25 %, Patienten mit oralem Lichen ruber planus einen Anteil von 20,83 % (s.
Tabelle 8).
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Tabelle 8. Diagnosen

Diagnose n %
gesund 24 33.33%
Lichen ruber 15 20.83%
Leukoplakie 18 25.00%
PECA 15 20.83%
Leukoplakie mit Dysplasie 3 4.17%

Anzahl, prozentualer Anteil innerhalb des Kollektivs. n = 72.

3.1.2.1 Alter und Diagnos

e

Betrachtet man die Zusammenstellung des Patientenkollektivs im Bezug auf das Alter

und die Diagnose, so zeigt sich, dass die gesunde Kontrollgruppe deutlich jinger gewahlt

wurde. Der Mittelwert dieser Probanden lag bei 41,6+14,3 Jahren. Patienten mit den be-

reits beschriebenen Mundschleimhautverdnderungen waren durchschnittlich 20 Jahre &l-

ter. Innerhalb der Gruppe der erkrankten Probanden mit Mundschleimhautveranderungen

konnte kein signifikanter Altersunterschied errechnet werden (pkw

= 0,19). Plat-

tenepithelkarzinom-Patienten waren mit einem durchschnittlichen Alter von 65,7+11,9

Jahren die altesten und Leukoplakie-Patienten mit durchschnittlich 58,4+8,1 Jahren die

jungsten Erkrankten (s. Tabelle 9).

Tabelle 9. Alter und Diagnosen

Diagnose n MW ST Median 68%-ClI p

gesund 24 41.609 14.276 39.3 26.9 56.9

erkrankt 48 61.286 10.636 61.4 51.6 72.0 <0.000005***
Lichen ruber 15 60.246 11.176 61.0 474 73.4
Leukoplakie 18 58.438 8.118 56.5 525 64.9
PECA 15 65.743 11.916 63.8 56.9 79.1 0.19«w

n=72,

Der Median lag bei den gesunden Probanden bei 39,3 Jahren, bei Patienten mit Lichen

planus bei 61,0 Jahren, bei Leukoplakiepatienten bei 56,5 Jahren und bei Plattenepithel-
karzinompatienten bei 63,8 Jahren (s. Abbildung 16).
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Abbildung 16: Graphische Darstellung der Verteilung des Patientenalters in den einzelnen Diagnosegrup-
pen mittels Boxplot : Die Boxen stellen den 68%-CI der Patienten dar, die Linie in der Box den Median
und die Whiskers die Spanne. n = 72.

3.1.2.2 Geschlecht und Diagnose
Lichen-Patienten waren tiberwiegend mannlich, PECA-Patienten iberwiegend weiblich.

Die Anzahl weiblicher Probanden in der gesunden Kontrollgruppe und bei den Probanden

mit einer Leukoplakie war gleich hoch (s. Abbildung 17).

Gesund Lichen ruber Leukoplakie PECA

Abbildung 17: Geschlechtsverteilung in den Diagnosegruppen :Die GroRe der Kreise stellt die Zahl der
Patienten mit der jeweiligen Diagnose dar, die Kreise sind nach Geschlecht unterteilt, m = mannlich, m =
weiblich.
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60,98 % der Manner und 74,19 % der Frauen wiesen eine Mundschleimhautveranderung
auf. Unter den Erkrankten war der orale Lichen ruber planus mit 44 % die haufigste Di-
agnose der mannlichen Probanden. Bei den erkrankten Frauen war diese Diagnose mit
17,39 % deutlich seltener. Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom waren signifikant
haufiger weiblich (pc = 0,031) (s. Tabelle 10).

Tabelle 10. Geschlecht und Diagnosen

Geschlecht
mannlich weiblich
(n=41) (n=31)
Diagnose n % n % pc
gesund 16 39.02% 8 25.81%
erkrankt 25 60.98% 23 74.19% 0.24
Lichen ruber 11  44.00% 4 17.39%
Leukoplakie 10 40.00% 8 34.78%
PECA 4 16.00% 11 47.83% 0.031*

Anzahl und Prozentsatz der n = 72 Patienten bzw. der 48 Erkrankten. Die Prozente beziehen sich auf die
Spalte, d.h. auf das Geschlecht.

3.1.3 Risikofaktoren

Analysiert man die gesammelten Patientendaten in Bezug auf Risikofaktoren einer mog-
lichen malignen Entartung, zeigt sich, dass 30 der 72 Befragten eine positive Raucher-
anamnese angaben. Der prozentuale Anteil gemessen am Kollektiv lag bei 41,67 %. Le-
diglich 2,8 % der Befragten gaben téglichen Alkoholkonsum an, diese gehorten zu der
Gruppe der Nichtraucher. Die erhobenen Daten stutzen sich auf die Auswertung des
Anamnesebogens, der wahrend der Untersuchung gemeinsam mit dem Patienten erarbei-
tet wurde. Die Abweichungen zu (blichen statistischen Erhebungen, in Bezug auf regel-
maRigen Alkoholkonsum an vergleichbaren Patientenkollektiven ist aufféllig. Diese Dis-
krepanz deutet darauf hin, dass aufgrund der gezielten Fragestellung nach taglichem Al-
koholkonsum, fehlender Anonymitét wéahrend der Befragung und mangelndem Vertrau-

ensverhaltnis zur Doktorandin Falschaussagen getatigt wurden.
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Tabelle 11. Rauchen und Alkoholkonsum

Diagnose n % 95%-ClI
Raucher 30 41.67% 30.35% 53.88%
Alkohol 2 2.78% 0.34% 9.68%

Anzahl und prozentualer Anteil und 95%-CI der Probanden mit Risikofaktoren in der Anamnese. n = 72.

Aus den Angaben der Probanden beztiglich ihres Nikotinkonsums wurden packyears (Py)
errechnet. Die Anzahl der packyears lag im Mittel bei 30,1+£25,5 packyears. Aufgrund
der starken Abweichung von der Gaul’schen Normverteilung sei hier noch der Median
angegeben. Dieser lag bei 25 packyears mit einem 68 %-CI von 8-48 packyears. Abbil-
dung 18 zeigt die Anzahl und den prozentualen Anteil der Probanden in Korrelation mit

den errechneten Packyears.

Nikotin- und Alkoholkonsum

Anzahl %

40 4 55%

1 0,
35 ] 50%

1 45%
30';- 40%
25 35%

1 30%
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I} 10%
5 i

1 5%
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Alkohol BE ja I nein

Abbildung 18: Nikotin- und Alkoholkonsum: Die Saulen beschreiben die Anzahl und den prozentualen An-
teil der Patienten entsprechend ihrer Risikofaktorexposition. Die Saulen stehen fiir die individuell errech-
neten packyears und sind zudem nach Alkoholkonsum unterteilt.
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3.1.3.1 Alter, Geschlecht und Risikofaktoren
Innerhalb der Gruppe der Raucher stieg die Anzahl der packyears mit dem Alter signifi-

kant (t = 0,37, p =0,0039) an. Die Raucher waren jlinger als die Nichtraucher, dies jedoch
nicht signifikant. Die 2 Patienten, die taglichen Alkoholkonsum angaben, waren beide
Nichtraucher, mit 70 und 85 Jahren deutlich alter und weiblich. Beide gehdrten in die
Probandengruppe mit einem PECA. Unter den 41 méannlichen Probanden befanden sich
16 Raucher mit einem prozentualen Anteil von 39 %. 14 der 31 weiblichen Patienten

rauchten und erzielten einen Anteil 45 % der gesamten weiblichen Probanden.

Ein Zusammenhang mit dem Geschlecht in Bezug auf den Nikotinkonsum war innerhalb

dieses Kollektivs nicht signifikant (pc = 0,60).

3.1.3.2 Diagnose und Risikofaktoren
Weiterhin soll nach einem Zusammenhang zwischen der Diagnose und den beschriebe-

nen Risikofaktoren fur eine maligne Transformation gesucht werden. Mit 45,83 % war
der Anteil der rauchenden Probanden in der Gruppe der Gesunden deutlich groRer als der
mit 33,33 % in der Gruppe der erkrankten Probanden. Hier zeigte sich kein signifikanter
Unterschied (pc = 0,31). 26,67 % der Lichen-Patienten und 44,44 % der Leukoplakie-
Patienten rauchten. 66,67 % der Plattenepithelkarzinom-Patienten waren Raucher und
33,33 % Nichtraucher. Der pc-Wert lag hier bei 0,083 und somit geringfiigig oberhalb des
Signifikanzniveaus. Der prozentuale Anteil der Raucher unter den Lichen-Patienten war
geringer als der entsprechende Anteil unter den Leukoplakie-Patienten und den Plat-
tenepithelkarzinom-Patienten (s. Tabelle 12).

Tabelle 12. Rauchen und Diagnosen

Rauchen
Raucher Nichtraucher
(n=30) (n=42)

Diagnose n % n % pc
gesund 22 45.83% 26 54.17%
erkrankt 8 33.33% 16 66.67% 0.31

Lichen ruber 4 26.67% 11 73.33%
Leukoplakie 8 44.44% 10 55.56%
PECA 10 66.67% 5 33.33% 0.083

Anzahl und Prozentsatz der n = 72 Patienten bzw. der 48 Erkrankten. Die Prozente beziehen sich auf die
Zeile, d.h. auf die Diagnose.
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Tabelle 13 veranschaulicht das Verhéltnis von Diagnose zur gerauchten Menge. Die ge-
sunden Raucher hatten mit durchschnittlich 9,25 deutlich weniger packyears als die er-
krankten Raucher mit 37,69 (pu =0,00037). Innerhalb der erkrankten Gruppen mit Mund-
schleimhautveranderungen konnte bei Lichen-Patienten eine geringere packyears-Anzahl
festgestellt werden als bei Leukoplakie- und Plattenepithelkarzinom-Patienten. Proban-
den mit einem PECA zeigten mit durchschnittlichen Werten von 44,4 packyears den

hdchsten Nikotinkonsum auf.

Tabelle 13. Diagnose und gerauchte Menge

PackYears
Diagnose n MW ST p
gesund 8 9.250 2.121
erkrankt 22 37.682 25.988 0.00037***y
Lichen ruber 4 24.7500 7.4106
Leukoplakie 8 35.7500 25.0528
PECA 10 44.4000 30.6855 0.45kw

Mittelwert der errechneten packyears in den unterschiedlichen Diagnosegruppen.

3.1.4 Tumorklasse

Um eine detaillierte Analyse der 15 PECA-Probanden dieses Kollektivs vornehmen zu
konnen, soll weiterhin das UICC-Stadium der Tumore und ihre TNM-Klassifikation be-
riicksichtigt werden. Betrachtet man die Anzahl und prozentuale Verteilung der PECA-
Probanden in Bezug auf ihre TNM-Klassifikation und ihr UICC-Stadium, so wird ersicht-
lich, dass Plattenepithelkarzinom-Patienten dieses Kollektivs zu 40 % einen Tumor der
Klasse T2 aufwiesen. Mit prozentualen Anteilen von 20 %, 13,33 % und 26,67 % vertei-
len sich T1, T3 und T4 fast gleichermalen auf die nachsten Rénge. In 46,67 % konnten
keine regionalen Lymphknotenmetastasen nachgewiesen werden. Keiner der Probanden
hatte Fernmetastasen. Malig differenziertes malignes Gewebe fand sich in 73,33 % der
Falle, schlecht differenziertes malignes Gewebe bei 20 % und undifferenzierte Gewebe
bei 6,67 % der PECA-Patienten. Ein groRBer Anteil zeigte keine nachweisbare Infiltration
in Venen (93,33 %) oder regionale Lymphbahnen (86,67 %). Eine perineurale Invasion
lag bei 33,33 % der PECAs vor.

Bei funf der 15 Probanden zeigte sich nach Einteilung in UICC-Stadien am hdufigsten
ein PECA im Stadium IVa (33,33 %). Stadium 11l (26,67 %), Stadium 11 (20 %) und
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Stadium 1 (13,33 %) waren geringfligig seltener vertreten. Nur 6,67 % der PECAs konnten
dem Stadium 1VVb zugeordnet werden (s. Tabelle 14)

Tabelle 14. Tumorklassen der PECA-Patienten

Anzahl %

pT T1 3 20.00
T2 6 40.00

T3 2 13.33

T4 4 26.67

PN NO 7 46.67
N1 4 26.67

N2B 1 6.67

N2C 2 13.33

N3 1 6.67

G G2 11 73.33
G3 3 20.00

G4 1 6.67

Y 0 14 93.33
1 1 6.67

| 0 13 86.67
1 2 13.33

n 0 10 66.67
1 5 33.33

UICC I 2 13.33
] 3 20.00

1 4 26.67

IVA 5 33.33

VB 1 6.67

Anzahl und prozentualer Anteil der PECA-Patienten unterteilt nach TNM-Klassifikation und UICC-
Stadium. n = 15 Patienten

Eine positive Korrelation zwischen der Hohe des diagnostizierten Stadiums und dem Pa-
tientenalter konnte nicht bestatigt werden. Es konnte kein Zusammenhang der Tumor-

klasse mit dem Alter oder dem Geschlecht festgestellt werden.
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3.2 Antikorperfarbung

Die Antikorperfarbung wurde unterschiedlichen Parametern gegenubergestellt und im
Hinblick auf Bedeutung fiir die Diagnose maligner Transformation analysiert. Bei 30
(41,67 %) der ausgewerteten 72 Proben konnte ein positiver GLUT-1 Nachweis erfolgen,
wohingegen nur 11 (18,03 %) von 61 auswertbaren Proben positiv auf SHH getestet wer-
den konnten (s. Abbildung 19).

Nachweis der Antikérper

positiv

positiv

negativ
negativ
GLUT1 SHH
(n =72) (n = 61)

Abbildung 19: Nachweis der Antikorper

Tabelle 15. Anteil der positiven Antikorper

Antikorper n gesamt % 95%-ClI
GLUT1 30 72 41.6667% 30.3521% 53.8756%
SHH 11 61 18.0328% 9.3610% 30.3951%

Anzahl und prozentualer Anteil der positiven Antikdrperreaktionen. n = 72. 11 der 72 SHH-F&rbungen
konnten nicht beurteilt werden.

Bei 61 der 72 Probanden konnten beide Antikdrperfarbungen beurteilt und verglichen
werden. Zwischen positivem und negativem Befund von GLUT1 und SHH war kein Zu-
sammenhang zu erkennen (p = 0,18). Tabelle 16 zeigt, dass unter den GLUT1-positiven
Befunden sieben Probanden ebenfalls eine positive SHH-Farbung aufwiesen. 73,08 %

dieser positiven GLUT1-Proben waren SHH-negativ. 11,43 % der 61 GLUT1-negativen
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Probanden zeigten einen positiven SHH-Befund. Bei 88,57 % der negativen GLUT1-
Proben konnte auch keine SHH-Féarbung nachgewiesen werden.

Tabelle 16. GLUT1 und SHH

GLUT1
positiv negativ
(n = 26) (n = 35)
SHH n % n % pry
positiv 7 26.92% 4 11.43%
negativ 19 73.08% 31 88.57% 0.18

Anzahl und Prozentsatz von n = 61 Patienten. Die Prozente beziehen sich auf die Spalte, d.h. auf GLUT1.

3.2.1 Alter, Geschlecht und Antikdrper

Um eine Aussage bezliglich des Farbeverhaltens der Proben vornehmen zu kénnen, sollte
zunachst ein Zusammenhang zwischen dem Alter, dem Geschlecht und dem Ergebnis der
Farbung hergestellt werden. SHH-positive Probanden waren durchschnittlich 60,7+18,6
Jahre alt, SHH-negative 53,1+14,6 Jahre. Unter den GLUT1-positiven Probanden lag das
Durchschnittsalter bei 62,7+10,2 Jahren. GLUT1-negative Probanden waren signifikant
junger (pu = 0.00026) (s. Tabelle 17).

Tabelle 17. Alter und Antikdrper

Antikorper n MW ST pu
Alter [Jahre]
GLUT1 positiv 30 62.720 10.193
negativ 42 49.018 15.540 0.00026***
SHH positiv 11 60.695 18.557
negativ 50 53.099 14.600 0.14

Mittelwert und ST der Probanden mit positiver bzw negativer Antikdrperreaktion, n = 72, bzw. n = 61
Proben

Bei der Betrachtung des Zusammenhanges zwischen dem Geschlecht und den Resultaten
der Antikorperfarbung fallt auf, dass unter den ménnlichen Probanden 36,59 % GLUT1-
positiv und 5,71 % SHH-positiv waren. Weibliche Probanden zeigten zu 48,39 % einen
positiven GLUT1- und zu 34,62 % einen positiven SHH-Befund. Negative SHH-Proben
fanden sich signifikant haufiger bei mannlichen Probanden (psy = 0,0059) (s. Tabelle 18).
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Tabelle 18. Geschlecht und Antikorper

Geschlecht
mannlich weiblich
Antikorper n % n % p
GLUT1 positiv 15 36.59% 15 48.39%
negativ 26 63.41% 16 51.61% 0.31
SHH positiv 2 571% 9 34.62%
negativ 33  94.29% 17 65.38% 0.0059**y,

Anzahl und Prozentsatz der n = 72 bzw. der 61 Proben mit positiver bzw. negativer Antikrperreaktion.
Die Prozente beziehen sich auf die Spalte, d.h. auf das Geschlecht.

3.2.2 Diagnose und Antikorper

Die histologisch gesicherte Diagnose durch den Pathologen und die hierbei erfolgte Be-
urteilung der Malignitét des Gewebes wurde nun auf Zusammenhange mit den Resultaten
der Antikorperfarbung gepruft. Alle gesunden Probanden waren GLUT1-negativ. Patien-
ten mit Mundschleimhautlasionen waren signifikant haufiger GLUT1-positiv (pc =
0,00000005). 30 der 48 erkrankten Probanden hatten einen GLUT1-positiven Befund.
Unter diesen Probanden konnte bei 80 % der PECA-, bei 60 % der Lichen- und bei 50 %
der Leukoplakie- Patienten eine positive Farbung nachgewiesen werden. Leukoplakie-
Patienten mit Dysplasie waren nicht signifikant hdufiger GLUT1-positiv als Leukoplakie-

Patienten mit Dysplasie (s. Tabelle 19).

Tabelle 19. Diagnosen und GLUT1

GLUT1
positiv negativ

Diagnose n % n % Ppc
gesund 0 0.00% 24 100.00%
erkrankt 30 62.50% 18 37.50% <0.00000005***.
Lichen ruber 9 60.00% 6 40.00%
Leukoplakie® 9 50.00% 9 50.00%
PECA 12 80.00% 3 20.00% 0.19.
keine Leukoplakie 21 38.89% 33 61.11%
Leukoplakie ohne Dysplasie 7 46.67% 8 53.33%
Leukoplakie mit Dysplasie 2 66.67% 1 33.33% 0.58

Anzahl und Prozentsatz der n = 72 Patienten bzw. der 48 Erkrankten. Die Prozente beziehen sich auf die
Zeile, d.h. auf die Diagnose. *) Die 3 Patienten mit Dysplasie sind in dieser Gruppe enthalten.
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Die Analyse der SHH-Farbung zeigt hingegen, dass bei 9,09 % der gesunden Probanden
eine SHH-Expression festgestellt werden konnte. Unter den erkrankten Probanden konn-
ten ausschlielich und somit signifikant haufiger PECA-Patienten mit einem SHH-
positiven Befund beobachtet werden (pc = 0,000018). Bei 60 % der PECA-Probanden
konnte ein positiver SHH-Nachweis erbracht werden. 40 % der 15 PECA-Probanden lie-
ferten allerdings SHH-negative Ergebnisse (s. Tabelle 20).

Tabelle 20. Diagnosen und SHH

SHH
positiv negativ

Diagnose n % n % p
gesund 2 9.09% 20 90.91%
erkrankt 9 23.08% 30 76.92% 0.301x

Lichen ruber 0 0.00% 13 100.00%

Leukoplakie 0 0.00% 11 100.00%

PECA 9 60.00% 6 40.00% 0.000018 ***,
keine Leukoplakie 11 22.00% 39 78.00%
Leukoplakie ohne Dysplasie 0 0.00% 8 100.00%
Leukoplakie mit Dysplasie 0 0.00% 3 100.00% 0.38mp

Anzahl und Prozentsatz der n = 61 Patienten bzw. der 39 Erkrankten. Die Prozente beziehen sich auf die
Zeile, d.h. auf die Diagnose.

Die Ergebnisse dieser immunzytochemisch gefarbten Birstenbiopsien kdnnen weiterhin
mit der histopathologisch gestellten Diagnose verglichen und auf die erreichte Sensitivitat

und Spezifitat dieser non-invasiven Friherkennungsmethode gepruft werden.

Gemessen am Goldstandard Skalpellbiopsie konnten durch die GLUT1-Féarbung 80 % der
untersuchten PECAs als malignes Gewebe richtig zugeordnet werden. 68,42 % der als
nicht maligne eingestuften Lasionen lieferten einen korrekten negativen Befund. Bei drei
gesicherten PECA-Patienten konnte mittels GLUT1-Farbung kein Nachweis maligner
Transformation erbracht werden. Falsch positive Ergebnisse wurden bei 18 Patienten
ohne PECA nachgewiesen, diese lieferten bei der Beurteilung der Skalpellbiopsie keinen

Anhalt fir Malignitat und wurden als Lichen und Leukoplakie diagnostiziert.
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Tabelle 21. Sensitivitat und Spezifitat von GLUT1

GLUT1 PECA n %

GLUT1 Sensitivitdt  richtig positiv + + 12 80.00%
Spezifitat richtig negativ — — 39 68.42%

falsch negativ - + 3  20.00%

falsch positiv + — 18 31.58%

n =72, Goldstandard PECA, PECA positiv = 15, PECA negativ = 57, p. = 0.00063***

Mit Hilfe der SHH-Farbung wurden 60 % der PECA-Probanden richtig erkannt. 95,65 %
des Kollektivs der benignen Lasionen und gesunder Mundschleimhaut konnten ebenfalls
richtig eingestuft werden. Sechs der 15 PECA-Probanden lieferten falsch negative Ergeb-

nisse. Zwei gesunde Probanden lieferten falsch positive Resultate.

Tabelle 22. Sensitivitat und Spezifitat von SHH

SHH PECA n %

SHH Sensitivitdt  richtig positiv + + 9 60.00%
Spezifitat richtig negativ — — 44 95.65%

falsch positiv - + 2  4.35%

falsch negativ + — 6 40.00%

n = 61, Goldstandard PECA, PECA positiv = 15, PECA negativ = 46 pr =0.000013***

3.2.3 Risikofaktoren und Antikdrper

Um den Einfluss der Risikofaktoren auf das Farbeverhalten mit dem Einfluss der Diag-
nose vergleichen zu konnen, wurde zundchst das Kollektiv der Raucher und das der
Nichtraucher auf den prozentualen Anteil Antikdrper-positiver Proben analysiert. Der
Vergleich der Raucheranamnese ergab, dass 53 % der Raucher GLUT1-positiv waren.
Unter den Nichtrauchern betrug der prozentuale Anteil der GLUT1-positiven Befunde
33.33 %. Die Auswertung der SHH-Farbung ergab flr 28 % der Raucher positive Ergeb-
nisse. SHH-positive Nichtraucher stellten 11,11 % des Kollektivs. Beide Antikorper lie-

ferten hier insignifikante Resultate (s. Tabelle 23).
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Tabelle 23. Rauchen und Antikdrper

Rauchen
Raucher Nichtraucher
n % n % p
GLUT1 positiv 16 53.33% 14 33.33%
negativ 14 46.67% 28 66.67% 0.090¢
SHH positiv 7 28.00% 4 11.11%
negativ 18 72.00% 32 88.89% 0.17¢

Anzahl und Prozentsatz der n = 72 bzw. 61 Patienten. Die Prozente beziehen sich auf die Spalte, d.h. auf
die Rauchgewohnheit.

GLUT1-positve Probanden kamen durchschnittlich auf 40,13 packyears und hatten ca. 20
packyears mehr als GLUT1-negative Patienten (p = 0,012). SHH-positive Patienten ka-
men auf einen Mittelwert von 37,42 packyears. Bei SHH-negativen Befunden konnten

insignifikant weniger packyears errechnet werden als bei SHH-Positiven (s. Tabelle 24).

Tabelle 24. Gerauchte Menge und Antikorper

packyears
n MW ST p
GLUT1 positiv 16 40.125 28.740
negativ 14 18.643 15.495 0.012*
SHH positiv 7 37.429 34.607
negativ 18 28.500 23.710 0.57

3.2.4 Tumorklasse und Antikorper

Die Untersuchung des Farbeverhaltens in Bezug auf die Einteilung der PECA nach TNM-
Klassifikation und UICC-Stadium brachte keinerlei Abhéngigkeiten. Die Vermutung,
dass die Expression von GLUT1 und SHH mit der GroRe des Tumors, dem Lymphkno-
tenstatus oder dem Auftreten von Fernmetastasen zusammenhangt, lief3 sich in dieser Stu-

die nicht bestéatigen.
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3.3 Nicht verwertbare Proben

Bei der detaillierten Analyse dieser non-invasiven Fritherkennungsmethode wurde zudem
die Anzahl nicht verwertbarer Proben berticksichtigt. Alle GLUT1-Féarbungen lieferten
ausreichend Material fur eine Beurteilung. Bei 11 SHH-Farbungen (15,3 %) konnte nicht
ausreichend Zellmaterial auf den Objekttragern gesichert werden. Der 95 %-Cl dieses
Prozentsatzes lag bei 7,88 % bis 26.12 %.

3.3.1 Alter, Geschlecht und nicht verwertbare Proben

Es konnte kein Zusammenhang zwischen unzureichendem Material, dem Alter und dem

Geschlecht der Probanden festgestellt werden.

3.3.2 Diagnose und nicht verwertbare Proben

Nicht verwertbare Proben fanden sich nur im Zusammenhang mit der SHH-Farbung. 7
(38,89 %) Leukoplakie-Patienten konnten nicht in die Studie eingeschlossen werden und
stellten den groRten Anteil der nicht verwertbaren Proben. 2 (13,89 %) der Lichen-Pati-
enten und 2 (8,33 %) der gesunden Probanden konnten ebenfalls nicht in die Studie ein-
geschlossen werden. Patienten mit PECA-Diagnose konnten in 100% der Félle ausgewer-
tet werden. Alle nicht auswertbaren Leukoplakie-Proben stammten von Patienten ohne

Dysplasie.

3.3.3 Risiken und nicht verwertbare Proben

Die Annahme, dass eine hohe Risikofaktorexposition die Verwertbarkeit der Proben be-
einflusst, lieR sich nicht bestéatigen. Es konnte kein Zusammenhang zwischen nicht ver-
wertbaren Proben und den Risikofaktoren der Probanden nachgewiesen werden.

3.3.4 Tumorklasse und verwertbare Proben

Alle PECA-Proben lieferten ausreichend Zellmaterial. Es bestand somit kein Zusammen-
hang zwischen nicht auswertbarem Probenmaterial und der Einteilung der PECAs nach
TNM und UICC.
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4. Diskussion

4.1. Zusammenfassung der Ergebnisse und Vergleich mit anderen Au-
toren

4.1.1 Korrelation des Farbeverhaltens mit der Diagnose

GLUTL1- Expression innerhalb der diagnostisch erstellten Probandengruppen und
Korrelation mit der TNM-Klassifikation und dem UICC-Stadium

Der Schwerpunkt dieser experimentellen, prospektiven Studie befasst sich mit der Ex-
pression der untersuchten Tumormarker in gesunder Mundschleimhaut, pramalignen und
malignen Verdnderungen. Die Unterscheidung, die klinisch hdufig Probleme bereiten
kann, soll durch eine geeignete Methode der Friiherkennung maligner Veranderung er-
leichtert werden. In der durchgefiihrten Analyse lieferten alle 24 Probanden mit klinisch
gesund erscheinender Mundschleimhaut keinen Anhalt firr eine GLUT1-Uberexpression.
Vergleichbare Studien anderer Autoren, die eine immunhistochemische Analyse an Kry-

oschnitten gesunder Mundschleimhaut durchfuihrten, zeigen &hnliche Ergebnisse.

Reisser et al. konnten an einem Patientenkollektiv mit 34 Probanden feststellen, dass sich
die Expression von GLUT1 im gesunden epithelialen Gewebe auf die basale Zellschicht
begrenzt. Die Farbung wurde hier als schwach und unregelmaRig beurteilt und konnte
einer deutlichen Expression im endothelialen Gewebsanteil gegentibergestellt werden.
Des Weiteren konnte eine Zunahme der Expression ausgehend von gesunder Mund-
schleimhaut, tber friihe dysplastische Lasionen bis hin zum gesicherten Plattenepithel-
karzinom beobachtet werden [108].

Da diese Studie glatte Schnitte zur Beurteilung heranzog, stellt sich die Frage ob es zwi-
schen den Methoden starke Unterschiede in der Genauigkeit gibt. Die Entnahme mittels
rigiden Borsten kann, im Gegensatz zur Skalpellbiopsie, nur Epithelfragmente liefern
[56]. Die Sicherung und Beurteilung der kompletten basalen Zellschicht am Entnahmeort
ist mittels Burstenbiopsie nicht durchfiihrbar. Relevante Zelllagen der untersuchten ge-
sunden Kontrollgruppe, die eine magliche intraepitheliale Neoplasie beinhalten kénnen,

wurden in der vorliegenden Studie als GLUT1- negativ beurteilt.
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Arbeitsgruppen, die sich mit der Expression von GLUTL1 in gesund imponierender Mund-
schleimhaut beschaftigten, bestatigten bereits vor Jahren, dass GLUT1 in basalen und pa-
rabasalen Zelllagen nachweisbar ist [123, 124]. Dariber hinaus kdnnen Zusammenhénge

der Expression mit der Keratinisierung der Zellen vermutet werden [125].

Gesunde Mundschleimhaut kann in zwei Kompartimente unterteilt werden: Wéhrend
oberflachliche Zellschichten gut differenziert sind, beinhalten basale Zelllagen gesunder
Mundschleimhaut undifferenzierte, proliferierende Zellen [126]. Im Verlauf des Prozes-
ses der Karzinogenese verschiebt sich dieses Gleichgewicht zu Gunsten des undifferen-
zierten, proliferierenden Kompartiments, was in einer vermehrten GLUT1-Expression re-

sultiert.

Rudlowski et al. konnten vergleichbare Ergebnisse bei der Untersuchung der malignen
Transformation am Gebarmutterhals vorweisen. Hier konnte mittels Immunhistochemie
und In-situ-Hybridisierung gezeigt werden, dass mit zunehmendem Dysplasiegrad auch
eine Zunahme der GLUT1-Expression einhergeht. Des Weiteren konnte mit steigender
Expression ein reduzierter Glykogengehalt beobachtet werden [127]. Dieser Sachverhalt
verdeutlicht, dass eine Korrelation zwischen der gesteigerten GLUT1-Expression und
Veranderungen im Glukosemetabolismus zugunsten der aeroben Glykolyse zu bestehen
scheinen (Warburg Effekt) [101].

Betrachtet man die vorliegende Arbeit und die Ergebnisse der Probanden mit prdmalignen
Veranderungen, wird ersichtlich, dass 60 % der Lichen-Patienten und 50 % der Leukopla-
kie-Patienten, die histopathologisch keinen Anhalt fur Malignitat lieferten, GLUT1-
positiv waren. Hierunter befanden sich lediglich drei Patienten mit einer histologisch ge-
sicherten Dysplasie, bei denen entsprechend der Ergebnisse von Reisser et al. eine gestei-

gerte GLUT1-Expression vermutet werden konnte.

15 Probanden mit einer klinisch imponierenden Leukoplakie lieferten histologisch nicht
ausreichend Kriterien fiir eine Dysplasie, zeigten jedoch GLUT1-positve Ergebnisse. Die-
ser Sachverhalt lasst vermuten, dass die vermehrte Expression von GLUT1 ein frihes
Ereignis der Karzinogenese darstellt [126, 128] und morphologischen Veranderungen vo-
ranzugehen scheint. Bei drei der 18 untersuchten Probanden mit einer Leukoplakie konnte
histopathologisch eine geringgradige Dysplasie (SIN1) nachgewiesen werden. Hiervon
reagierten zwei dysplastische Lasionen GLUT1-positiv (66,67 %). Ein atypische Kerati-

nisierung und eine Zunahme der Mitosezahl gehéren zu den morphologischen Kriterien
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einer frihen dysplastischen Veranderung [50]. Die Ergebnisse dieser Studie lassen ver-
muten, dass Leukoplakien, die histopathologisch als dysplasiefrei beurteilt wurden, eine
erhdhte GLUT1-Expression aufweisen kénnen und somit kiinftige morphologische Ver-

anderungen in Betracht gezogen werden sollten.

Weiterhin konnten bei neun Lichen-Patienten, die im Rahmen dieser Studie histopatho-
logisch als dysplasiefrei beurteilt wurden, GLUT1-positive Ergebnisse festgehalten wer-
den. Kritisch beurteilt, konnte in den vergangenen Jahren gezeigt werden, dass sowohl
der pramaligne Charakter dieser Grunderkrankung als auch Kriterien zur klinischen und
histologischen Sicherung der Diagnose des oralen Lichen planus Raum fiir Diskussionen
bieten [68]. Von zahlreichen Autoren wird der prdmaligne Charakter dem Auftreten einer
mdglichen dysplastischen Lasion, und weniger der Grunderkrankung selbst, zugeschrie-
ben [66]. Studien haben zudem gezeigt, dass die Diagnosestellung des oralen Lichen pla-

nus und die Beurteilung einer Dysplasie Untersucherabhdngig zu sein scheint [129].

Burstein et al. zeigten durch die Analyse von gesunder, hyperplastischer und neoplasti-
scher Mundschleimhaut, dass eine Zunahme der GLUT1-Expression entsprechend der
histologischen Einstufung beobachtet werden kann. Die Farbung der gesunden Mund-
schleimhaut wurde hier als negativ oder sehr schwach beurteilt, wahrend im Falle einer
Hyperplasie basale Zellen, vor allem im Bereich der Reteleisten, verstarkt anfarbbar wa-
ren. SIN1-L&sionen konnten mittels zunehmender GLUT1-Féarbung bereits gut von ge-
sunden Proben unterschieden werden. Lasionen, die als SIN3 eingestuft wurden zeigten
eine deutliche Uberexpession [126]. Diese Studie bestatigt somit die Korrelation der

GLUT1-Expression mit der Zunahme des Risikos maligner Transformation.

Ein weiterer Aspekt, der den hohen Anteil an geféarbten, dysplasiefreien Lasionen erklart,
ist der, dass Léasionen, die einer Leukoplakie oder dem oralen Lichen planus zugeschrie-
ben werden, haufig proliferative Prozesse aufweisen. Eine Uberlagerung durch sekundire
Entziindungsprozesse und die entziindliche Komponente der Grunderkrankung beeinflus-
sen das Proliferationsverhalten an derartigen Lasionen. Woo et al. konnten zeigen, dass
die Diagnosestellung einer Leukoplakie kritisch beurteilt werden muss und, dass Lé&sio-
nen ohne Anzeichen einer Dysplasie proliferative und entziindliche Bereiche aufweisen
konnen [130]. Des Weiteren kdnnen durch den chronischen Verlauf des Lichen planus
Entziindungszellen und Zytokine auf Mundschleimhautzellen einwirken und dort ent-

scheidende, den Zellzyklus und die Proliferation betreffende, Mechanismen beeinflussen
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[131]. Mochizuki et al. demonstrierten anhand von Tiermodellen, dass sowohl malignes
als auch entztindlich verandertes Gewebe eine erhohte GLUT1-Expression aufweist. Die
Expressionsrate in malignem Gewebe war hierbei signifikant hoher [132]. Dies unter-
mauert die in dieser Studie aufgestellten Hypothesen moglicher Ursachen fur die héhere

GLUT1-Expressionsrate der potentiell pramalignen Lasionen.

Weiterhin zeigten auch zwolf der 15 der Plattenepithelkarzinome (80 %) in dieser Studie
eine GLUT1-positive Farbung und bestétigen die bereits beschriebene Studie von Reisser
et al. entsprechend einer Zunahme der Expression in malignem Gewebe [108]. Drei der
15 PECA-Probanden zeigten keinerlei Hinweis auf eine GLUT1 Expression und wurden
als negativ beurteilt. Bei der Analyse GLUT1-positiver und -negativer PECA-Proben
konnte keinerlei Abhangigkeit mit der TNM-Klassifikation oder dem UICC Stadium der

Tumore festgestellt werden.

Eine vergleichbare Expressionsrate konnte von Oliver et al. in einer retrospektiven im-
munhistochemischen Analyse an 54 PECAs festgehalten werden. Hier wurden bei 49 Pro-
banden positive Farbungen nachgewiesen (90,7 %) und 20 Probanden wurden als
schwach geférbt beurteilt [96].

Einen hoheren Anteil GLUT1-positiver PECAs wies Ayala et al. bei der immunhistoche-
mischen Analyse von 142 oralen Plattenepithlekarzinomen nach. Hier wurden bei 135
Probanden (95 %) GLUT1-positive Befunde gesichert. 50,3 % dieser Probanden zeigten
eine membrandse Féarbung, 49,7 % eine nukledre Expression. Kontrollen an gesunder
Mundschleimhaut zeigten eine nicht detektierbare oder sehr schwache Expression von
GLUT1 [105].

Ohba et al. kamen zu einem vergleichbaren Ergebnis: Alle immunhistochemisch unter-
suchten PECAs (n = 24) exprimierten GLUTL. 45,8 % zeigten eine intensive, 54,2 % eine
schwache Farbung [128].

Untersuchungen an Zelllinien des oralen Plattenepithelkarzinoms von Fukuzumi et al.
zeigten mittels RT-PCR, dass alle analysierten Zelllinien eine gesteigerte GLUT1-
Expression aufweisen, die ebenfalls in unterschiedlichen Ausprédgungen detektiert wer-
den konnte [104].

Im Vergleich dazu zeigte die Arbeit von Eckert et al. eine immunhistochemisch nach-
weisbare Expression in weitaus weniger Fallen auf. Lediglich 59 % (n = 79) konnten als
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deutlich GLUT1-positiv bewertet werden. Darunter befanden sich schwache, moderate
und starke Férbeergebnisse. Eine Korrelation mit der TumorgroRe (T), dem Lymphkno-

tenstatus (N) oder dem Differenzierungsgrad (G) konnte nicht festgestellt werden [99].

Zu vergleichbaren Ergebnissen beziliglich der Korrelation der Farbung mit der TNM-
Klassifikation kamen auch Tian et al. bei der Untersuchung von 19 PECAs: Prdoperative
Untersuchungen in Bezug auf die FDG-Akkumulation mittels PET und postoperative im-
munhistochemische Analysen der GLUT1- Expression zeigten keine signifikanten Zu-
sammenhange. GLUT1-positive PECAs erzielten einen Anteil von 94,7 % und zeigten

keine Korrelation mit dem Differenzierungsgrad des Tumors oder der Tumorgroéfie [133].

Eine entsprechende Studie beziiglich der Zusammenhéange der FDG-Akkumulation und
der GLUT1-Expression an immunhistochemisch gefarbten Inzisionsbiopsien lieferten
Yamada et al. fir 36 Probanden. Hier konnten ebenfalls kein signifikanter Zusammen-

hang der GLUT1-Expression mit T oder N gefunden werden [134].

Untersuchungen von Zhou et al. an Kopf-Hals-Tumoren konnten zeigen, dass eine
GLUT1-Expression zu 78,9 % immunhistochemisch nachweisbar war und bestatigen so-
mit die Ergebnisse dieser Arbeit. Eine dabei durchgefiihrte vergleichende Untersuchung
mittels RT-PCR bestétigte die hohe GLUT1-Expression auf genetischer Ebene. Die Ar-
beitsgruppe konnte jedoch signifikante Zusammenh&nge mit dem Lymphknotenstatus
und dem klinischen Tumorstadium festhalten. Eine Korrelation mit dem Differenzie-

rungsgrad wurde nicht nachgewiesen [135].

Der Vergleich dieser Ergebnisse mit der Analyse von Mellanen et al. an 20 Kopf-Hals-
Tumoren zeigt, dass diese Arbeitsgruppe ebenfalls eine erhdhte GLUT1-Expression mit
deutlich erhdhtem Level an mRNA nachweisen konnte. Zusammenhange mit dem Diffe-
renzierungsgrad des Tumors konnten nicht nachgewiesen werden [107] und bestatigen

somit das Ergebnis der vorliegenden Studie.

Zusammenfassend lasst sich -analog der Ergebnisse anderer Autoren- eine deutlich er-
hohte GLUT1-Expressionsrate fur PECAs feststellen. Vergleichbar ist ebenso der Anteil
an GLUT1-negativen Testergebnissen PECA-Probanden.

Zhou et al. zeigten auf, dass bei PECA-Probanden eine deutliche GLUT1-Uberexpression

auf genetischer Ebene detektierbar ist. In der gleichen Studie konnten jedoch nur bei
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78,9% GLUTL1 auf Proteinebene nachgewiesen werden. Als Ursache vermutet die Ar-
beitsgruppe unter anderem insuffiziente Expression auf Translationsebene oder Dehyd-

ratation und daraus resultierenden Verlust der Immunogenitat[135].

Da sich die meisten der erwahnten Studien der Immunhistochemie als Nachweismethode
bedienen, sind sie ebenso nur eingeschrankt mit der zytologischen Untersuchungsme-
thode dieser Arbeit vergleichbar. Es kann vermutet werden, dass sich die geringftigig ho-
heren Expressionsraten anderer Autoren durch bersichtlichere Beurteilungsmdglichkei-

ten glatter Schnitte erkléren lassen.

So konnte Ayala et al. aufzeigen, dass eine erhdhte GLUT1- Expression bei schlecht dif-
ferenzierten PECAs vor allem in zentralen und perinekrotischen Zonen beobachtet wer-
den konnte. Wohingegen gut differenzierte PECAs eine Farbung in peripheren Bereichen
aufwiesen [105]. Dieser Sachverhalt konnte das Auftreten falsch negativer Testergebnisse
innerhalb dieser Studie begreiflich machen. Die Probenentnahme erfolgte tiberwiegend
im Zentrum der L&sion und konnte unter Umstanden nicht ausreichend Zellmaterial aus

peripheren Bereichen sichern.

Des Weiteren konnten Oliver et al. in ihrer Studie aufzeigen, dass bei einem Anteil der
GLUT1-positiven Probanden tiberwiegend basale Epithelschichten eine positive Farbung
zeigten, wahrend oberflachlichere Schichten eine schwache oder gar keine Farbung auf-
wiesen [96]. Dieser Umstand deutet darauf hin, dass falsch negative Ergebnisse auf un-

zureichend Zellmaterial aus basalen Zellschichten zuriickgefuhrt werden kdnnten.

Die Burstenbiopsie liefert lediglich zytologisches Material zur Beurteilung und erlaubt
daher keine Gegeniiberstellung des Féarbeverhaltens unterschiedlicher Epithelschichten.
Jedoch veranschaulichen die vorliegenden Ergebnisse die Komplexitat und Bedeutung
der GLUT1-Expression zum einen als friihes Ereignis der Karzinogenese aber auch als

Antwort auf hypoxische Bedingungen im Verlauf maligner Transformation [126].

SHH Expression innerhalb der diagnostisch erstellten Probandengruppen und
Korrelation mit der TNM-KIlassifikation und dem UICC-Stadium

In den vergangenen Jahren konnte eine Aktivierung des SHH-Signalwegs mit dem Pro-
zess der Karzinogenese in Verbindung gebracht werden. Mechanismen, die diese Akti-

vierung in Gang setzen, werden in sporadischen Mutationen der Komponenten dieser
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Signalkaskade vermutet, aber auch durch eine erhohte SHH-Ligand-Expression unterhal-
ten [113]. Obwohl in den vergangenen Jahren gezeigt werden konnte, dass der SHH- Sig-
nalweg bei zahlreichen Tumorentitaten eine entscheidende Rolle spielt [113], existieren
nur wenige Studien, die sich mit der Expression von SHH im oralen Plattenepithelkarzi-

nom auseinandersetzen.

In der vorliegenden Studie konnten 61 SHH-Farbungen beurteilt werden. Bei 90,01 % der
gesunden Probanden konnte keine SHH-Expression nachgewiesen werden. Zwei Proben

zeigten eine positive Reaktion.

Die Analyse der Probanden mit Mundschleimhautlésionen brachte signifikante Ergeb-
nisse und zeigte lediglich fir PECA-Patienten SHH-positive Ergebnisse (p = 0,000018).
100 % der 13 untersuchten Lichen-Patienten und 100 % der elf ausgewerteten Leukopla-
kie-Patienten wiesen keine erhohte SHH-Expression auf. Unter diesen Leukoplakien be-
fanden sich drei Patienten mit einer histologisch gesicherten Dysplasie (SIN1). Neun der
15 untersuchten Plattenepithelkarzinome (60 %) lieferten SHH-positive Ergebnisse, Zu-
sammenhange mit der TNM-Klassifikation und dem UICC-Stadium konnten nicht fest-

gestellt werden.

Zu einem vergleichbaren Ergebnis gelangten auch Schneider et al. im Rahmen ihrer Stu-
die an Plattenepithelkarzinomen der Haut und Mundschleimhaut im Jahre 2011. Hier
konnte bei der Untersuchung von gesunder Mundschleimhaut und bei 43 % der oralen
PECAs immunhistochemisch keine SHH-Expression nachgewiesen werden. 43 % der

PECAs zeigten eine schwache, 11 % eine moderate und 2 % eine intensive Farbung [136].

Immunhistochemische Analysen von Wang et al. zeigen eine hohere Expressionsrate.
72,5 % der untersuchten oralen Plattenepithelkarzinome wiesen hier eine hohe SHH-
Expression auf. Es bestand kein Zusammenhang mit dem Differenzierungsgrad, der Tu-
morgroflie, dem Lymphknotenstatus und dem Auftreten von Fernmetastasen. Tumorfreies
Kontrollgewebe stammte aus benachbarten Mundschleimhautregionen des gleichen Pro-
banden und konnte als negativ oder schwach gefarbt beurteilt werden [120].

Durch die Verwendung glatter Schnitte als Probenmaterial konnte hier eine Beurteilung
des gesamten Epithels und des angrenzenden Stromas erfolgen, wohingegen die Biirsten-
biopsie lediglich Epithelfragmente liefert [50]. Yauch et al. demonstrierten, dass der
SHH-Ligand weniger eine Aktivierung des Signals im Tumorepithel bewirkt als vielmehr
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eine Aktivierung der Signalkaskade innerhalb des Stroma auslost [137]. Die bessere Be-
urteilungsmoglichkeit des malignen Gewebes innerhalb seiner benachbarten Strukturen
kdnnte also die geringfligig hohere Expressionsrate der Immunhistochemie gegeniiber
den zytologischen Untersuchungsverfahren erklaren und das Auftreten falsch negativer

Ergebnisse innerhalb dieser Studie begreiflich machen.

Eine Aktivierung dieses Signalwegs konnten auch Nishimaki et al. bestétigen. Diese Ar-
beitsgruppe analysierte die SHH-Expression an Zelllinien des oralen PECAs. Mittels RT-
PCR konnten hier erhohte Expressionsraten bei finf der 14 Zelllinien nachgewiesen wer-
den. Alle funf zeigten auch erhohte Expressionsraten fir PTCHD1, SMO und GLI1 [138].
Auch Fan et al. zeigten in einer Studie an 74 PECA signifikante Unterschiede der Ex-

pressionsrate beim Vergleich mit gesundem Kontrollgewebe [139].

Zu einem alternativen Ergebnis gelangten Leovic et al. mittels gRT-PCR fiir 64 Patienten
mit oralen und oropharyngealen Plattenepithelkarzinomen. Sowohl die gesunde Kontroll-
gruppe (n = 6) als auch die PECA-Probanden zeigten eine SHH-Expression, jedoch in
unterschiedlicher Auspragung. Eine erhdhte SHH-Expression konnte haufig im umlie-
genden Stroma detektiert werden. Die Aktivierung des Signalwegs im Zuge der Karzino-

genese wurde auch hier bestatigt [140].

Cavicchioli Buim et al. hingegen konnten beim Vergleich der SHH-Expressionsrate bei
gesunden Probanden und PECA-Patienten keine Unterschiede nachweisen. Immunhisto-
chemische Analysen und quantitative Real-time PCR brachten innerhalb der gesunden
Kontrollgruppe (n = 3) keine Hinweise auf eine SHH-Expression. Nichtneoplastische Ge-
webeproben der Tumorpatienten konnten ebenfalls negativ bewertet werden, zeigten je-
doch geringe GLI-1 Expressionsraten. Alle 30 untersuchten PECAs zeigten keinen Hin-
weis auf eine SHH-Expression aber deutliche Uberexpressionen fiir PTCHD1, SMO und
GLI-1[141].

Diese zum Teil differenten Ergebnisse der unterschiedlichen Arbeitsgruppen demonstrie-
ren, dass trotz nicht nachweisbarer SHH-Expression eine Aktivierung dieser Signal-
kaskade detektiert werden kann. Zahlreiche Autoren beschreiben, dass sowohl Mutatio-
nen der einzelnen SHH-Signalwegkomponenten [113], als auch zusatzliche kompensato-
rische Mechanismen und alternative Signaltransduktionswege zu einer Expression der

Zielgene fiihren konnen [118]. Dieser Sachverhalt liefert eine mogliche Erklarung fir das
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Auftreten falsch negativer Ergebnisse innerhalb der PECA-Probandengruppe dieser Stu-
die.

In der vorliegenden Arbeit wurden lediglich PECA-Proben (60 %) und gesunde Proban-
den (9,09 %) als SHH-positiv bewertet. Pramaligne Schleimhautl&sionen, mit und ohne
Dysplasie, zeigten keine nachweisbare SHH-Expression. Falsch positive Ergebnisse tra-
ten lediglich in der gesunden Kontrollgruppe auf. Dieser Umstand l&sst vermuten, dass
weitere Ausloser der Aktivierung des SHH-Signalwegs nicht auszuschlielen sind [140,
142].

Xuan et al. lieferten geringfugig abweichende Ergebnisse bei einer immunhistochemi-
schen Analyse des Gebarmutterhalskarzinoms und seiner Vorlauferlasionen. Normales
Epithel lieferte hier eine Expressionsrate von 9 % und wurde als schwach gefarbt beur-
teilt. SIN1 Lasionen wurden zu 50 %, SIN2 zu 60 % und SIN3 zu 68 % als SHH-positiv
bewertet und zeigten in dieser Studie signifikante Ergebnisse. 95 % der Cervixkarzinome
zeigten ebenfalls eine signifikante SHH-Uberexpression und somit eine deutlich hohere
Rate als in der vorliegenden Arbeit am oralen PECA [143].

Eine zunehmende Expression in dysplastischem Gewebe wurde in der vorliegenden Ar-
beit nicht nachgewiesen. Das kénnte an der Vergleichsweise geringen Fallzahl nachge-
wiesener Dysplasien (n = 3) innerhalb des untersuchten Patientenkollektivs liegen.

Betrachtet man die Ergebnisse von Arbeitsgruppen, die sich mit vergleichbaren Tumo-
rentitdten anderer Lokalisation beschaftigten, zeigt sich, dass in den meisten Féllen eine

erhdhte SHH-Expression in malignem Gewebe nachgewiesen werden kann.

Studien von Mori et al. am 0sophagealen Plattenepithelkarzinom konnten bei allen 34
untersuchten Zelllinien eine erhdhte Expression von SHH, PTCHD1 und SMO bei dieser
Tumorentitat bestatigen. GLI-1 konnte bei 91 % der Zelllinien nachgewiesen werden
[144].

Zhao et al. lieferten entsprechende Studien am Plattenepithelkarzinom des Osophagus
und konnten im Vergleich mit benachbartem tumorfreiem Gewebe immunhistochemisch
bei 75 % der Proben signifikant hohere SHH-Expressionsraten nachweisen. Im Unter-
schied zur vorliegenden Arbeit konnten signifikante Zusammenhé&nge mit steigendem
UICC-Stadium gefunden werden (p = 0.001) [145].
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Auch Ma et al. konnten mittels Immunhistochemie, In-situ-Hybridisierung und Real-time
PCR keine SHH-Expression in normalem Epithel des Osophagus detektieren. Bei zehn
der 22 Plattenepithelkarzinome dieser Studie konnte eine erhéhte SHH-Expression nach-
gewiesen werden [146]. Weiterhin detektierten sie ebenfalls eine signifikant hthere Ex-
pressionsrate (100 %) beim gastrischen Plattenepithelkarzinom im Vergleich mit entspre-
chendem gesundem Gewebe [147].

Arbeitsgruppen, die sich mit dem Plattenepithelkarzinom der Lunge beschéftigten, besté-
tigten die erhdhten SHH-Expressionsraten maligner Gewebe. Yue et al. ermittelten im-

munhistochemisch eine Expressionsrate von 90 % [148].

Kritisch beurteilt scheint sich der SHH-Ligand nur eingeschréankt fir die Diagnose ma-
ligner Transformation des oralen Plattenepithelkarzinoms zu eignen. Analysen zur Ex-
pression weiterer SHH-Signalwegkomponenten scheinen die Aktivierung des Signalwegs

gezielter nachweisen zu kénnen.
4.1.2 Korrelation des Farbeverhaltens zum Geschlecht der Patienten

GLUT1
Fur die immunzytochemische Farbung mit dem GLUT1-Antikdrper ergab sich kein sig-

nifikanter Zusammenhang mit dem Geschlecht. 36,6 % der méannlichen und 48,4 % der
weiblichen Probanden waren GLUT1-positiv (p = 0.31). Der Vergleich mit anderen Au-
toren bestéatigt die geringe Relevanz des Geschlechts auf das Farbeergebnis [99, 128].

Beim Vergleich der allgemeinen Patientendaten wird ersichtlich, dass die vorliegende
Studie die in den letzten Jahren vermehrt beschriebene Tendenz der steigenden Anzahl
weiblicher Raucher und weiblicher PECA-Patienten bestétigt [3, 4, 37]. So konnte Niko-
tinkonsum bei 45 % des weiblichen Kollektivs nachgewiesen werden. Der prozentuale
Anteil unter den mannlichen Probanden ergab 39 %. Der Geschlechtseinfluss in Bezug
auf den Nikotinkonsum konnte innerhalb dieses Kollektivs als nicht signifikant beurteilt

werden, zeigt aber eine tendenzielle Zunahme weiblicher Raucher.

SHH
Hierbei ergab sich fir SHH ein signifikantes Ergebnis mit einer starkeren Farbung beim

weiblichen Geschlecht (p = 0.0059). Zwischen den ménnlichen und weiblichen Proban-

den dieser Studie fand sich kein Altersunterschied (p = 0.57). Kritisch beurteilt ergibt sich
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dieser Sachverhalt aus der Geschlechterverteilung innerhalb der einzelnen Diagnosegrup-
pen. PECA-Probanden waren signifikant haufiger weiblich (p = 0.031). EIf der 15 Pro-
banden gehdrten hier zum weiblichen Geschlecht. In den tbrigen Probandengruppen war
der Anteil der mannlichen Probanden hdher. Aus Regressionsanalysen der Arbeitsgruppe
auf das Kriterium einer SHH-positiven Farbung, wird ersichtlich, dass die Diagnose
PECA mit einer stark erhdhten Farbewahrscheinlichkeit den groBten Einfluss auf das Far-
beverhalten zu haben scheint und der Geschlechtseinfluss eine deutlich geringere Rolle

spielt.

Vergleiche mit anderen Autoren bestatigen die irrelevante Bedeutung des Geschlechts in
Bezug auf die Expression von SHH und anderer Komponenten dieses Signaltransdukti-
onsweges [141, 145, 148].

4.1.3 Korrelation des Farbeverhaltens mit dem Alter der Patienten

GLUT1
Die statistische Auswertung zur Ermittlung der Expression von GLUT1 ergab signifikante

Ergebnisse. Betrachtet man das komplette Patientenkollektiv, so zeigt sich, dass GLUT1-
positve Probanden mit einem Durchschnittsalter von 62,7 deutlich alter waren als
GLUT1-negative Probanden dieses Kollektivs (p = 0.00026) mit einem Durchschnittsal-
ter von 49 Jahren. Da die gesunde Kontrollgruppe dieser Studie signifikant jinger war
als die Patienten mit Mundschleimhautlé&sionen, I&sst sich auch hier der Einfluss der Di-
agnose auf das Farbeverhalten nicht ausschliel3en.

Ohba et al. fanden in der bereits beschriebenen Studie keine signifikanten Zusammen-
hange mit dem Patientenalter seiner PECA-Patienten. Das mittlere Durchschnittsalter der
Patienten mit schwacher Expression lag bei 58 Jahren und das der Patienten mit starker
Expression bei 62 Jahren, was eine tendenzielle Zunahme der Expression alterer Patienten

erkennen lasst.

Auch Eckert et al. konnten keine signifikanten Zusammenhénge mit dem Patientenalter
feststellen. Zudem lieferte diese Studie andere Tendenzen bezuglich der Korrelation von
Farbeintensitdt und Patientenalter: Schwache GLUT1-Expressionen zeigten vor allem Pa-
tienten mit einem Durchschnittsalter von 62,5. Fir eine starke Expression konnte ein mitt-

leres Durchschnittsalter von 56,4 Jahren angegeben werden.
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In der vorliegenden Arbeit deutet die signifikante Korrelation des Férbeverhaltens mit
dem Patientenalter darauf hin, dass es altersbezogene Faktoren zu geben scheint, die eine
GLUT1-Expression modulieren kénnen. Aus diesem Zusammenhang heraus l&sst sich
vermuten, dass die Akkumulation reaktiver Noxen und die Zunahme entziindlicher Pro-
zesse bei alteren Probanden als mdgliche Ausloser einer erhdhten GLUT1-Expression
darstellen [132, 149]. Eine erhohte Exposition gegentiber Tabak und/oder Alkohol, er-
schwerte Hygienebedingungen durch Zahnersatz, reduzierte Mundhygienefahigkeit,
Multimorbiditat und reduzierte Abwehrkréfte stellen besondere Anforderungen an das
orale Plattenepithel alterer Patienten [150] und kdnnen ebenfalls als Ursache dieser er-
hohten Expressionsrate in Betracht gezogen werden.

Bei kritischer Betrachtung des Durchschnittsalters der untersuchten Probandengruppen
zeigt sich jedoch, dass die gesunde Kontrollgruppe mit einem mittleren Alter von 41,6
Jahren signifikant junger war als das Kollektiv der Probanden mit Mundschleimhautl&si-
onen, die durchschnittlich 61,3 Jahre alt waren (p < 0,000005). Dieser Sachverhalt macht
deutlich, dass der relevantere Einfluss der Diagnose auf das Farbeverhalten bei dieser

Schlussfolgerung berticksichtig werden muss.

SHH
Fur SHH ergab die statistische Auswertung keine signifikanten Zusammenhange. Aller-

dings zeigt das hohere Durchschnittsalter SHH-positiver Probanden (62,7 Jahre) einen
tendenziellen Unterschied zum Durchschnittsalter SHH-negativer Probanden (53.1
Jahre). Studien anderer Autoren bestatigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und
zeigen ebenfalls keine signifikante Korrelation der SHH-Expression mit dem Patienten-
alter [145, 148, 151].

Regressionsanalysen der Arbeitsgruppe ermitteln fiir das PECA eine 33fach erhohte
Wahrscheinlichkeit einer SHH-positiven Farbung. Betrachtet man den Pradiktor Alter in-
nerhalb dieser Regression, zeigt sich, dass sich alle 10 Jahre das Risiko, SHH-positiv zu
sein, verdoppelt. Dieser Sachverhalt zeigt den deutlich stérkeren Einfluss der Diagnose
auf das Farbeverhalten. Jedoch sollten auch im Falle von SHH weitere Faktoren beriick-
sichtigt werden, die diese tendenzielle Zunahme der SHH-Expression im Alter beeinflus-
sen konnten wie z.B. Wundheilungsprozesse chronischer Reizung und vermehrte Risiko-
faktorexposition [140, 142]
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4.1.4 Korrelation des Farbeverhaltens mit den Risikofaktoren des Patienten

GLUT1
Unterschiede der GLUT1-Expression bei Rauchern und Nichtrauchern waren in der vor-

liegenden Arbeit nicht signifikant (p = 0,090). Unter Beachtung der gerauchten Menge
zeigte sich jedoch eine deutliche Korrelation (p = 0,012). GLUT1-positive Raucher ka-
men durchschnittlich auf 40,125 Py, GLUT1-negative Raucher auf 18,643 Py. Vergleiche
mit anderen Autoren zeigen, dass nur selten Studien durchgefiihrt wurden, die den Zu-
sammenhang zwischen der GLUT1-Expression und dem Nikotinkonsum ihrer Probanden
analysierten. Das Patientenkollektiv der Studie von Ayala et al. beinhaltete Nichtraucher
(19 %), leichte (62,7 %) und moderate/starke Raucher (10,6 %). Signifikante Ergebnisse

konnten allerdings nicht dokumentiert werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnen hinsichtlich ihrer Aussagekraft weiterhin
mit den Untersuchungen von Mochizuki et al. untermauert werden. Hier wurde nachge-
wiesen, dass GLUT1 in malignem und in entziindetem Gewebe verstarkt exprimiert wird
und, dass seine Expression signifikant haufiger in malignem Gewebe nachgewiesen
wurde [132]. Effekte starken Nikotinkonsums auf die Mundschleimhautzellen zeigen sich
in einer Vielzahl von unterschiedlichen DNA-Schaden, bakterieller Adhérenz, geneti-
schen Mutationen, DNA-Polymorphismen und DNA-Addukten [149]. Zudem kann die
Immunantwort durch haufigen Nikotinkonsum moduliert werden und stark beeintrachtigt
sein [152]. Diese entzundliche Komponente und die genetischen VVerénderungen festigen
die signifikanten Ergebnisse der vorliegenden Studie bezuglich der erhéhten GLUT1-

Expression bei starken Rauchern.

Auch die Analyse des Alkoholkonsums l&sst, lasst trotz geringer Fallzahl, eine Tendenz
erkennen: Beide Probanden, die einen Alkoholabusus angaben, reagierten GLUT1-positiv

und gehorten zu den Nichtrauchern.

Zu den multiplen Effekten des Alkohols auf die orale Mukosa gehdren nicht nur gestei-
gerte Permeabilitat und direkte Zellschaden, sondern auch generelle Entzlindungsbereit-
schaft und Atrophie. Dies resultiert in einer Verbreiterung der basalen Zellenschichten
und standiger Regenerationsnotwendigkeit der angegriffenen Mukosa [153]. Dies spie-
gelt sich wiederum entsprechend dem Bedarf proliferativer Gewebe in einer erh6hten

GLUT1-Expression wider.
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Diesen Zusammenhang bestatigten auch Ayala et al. in der bereits erwahnten Studie. Hier
konnte eine signifikante Korrelation der GLUT1-Expression zum Alkoholkonsum der Pa-

tienten ermittelt werden (p = 0,030).

SHH
Die Ergebnisse der immunzytochemischen Féarbung zeigten keine signifikanten Zusam-

menh&nge mit dem Nikotinkonsum (p = 0,17), der als weiterer Ausldser einer moglichen
Aktivierung des SHH-Signalwegs gehandelt wird [140]. Es konnte aber demonstriert wer-
den, dass SHH-positive Raucher durchschnittlich ca. 10 Py mehr aufwiesen als SHH-
negative Raucher. Diese Tatsache lasst zwar eine Tendenz zur Farbung bei langjahrigem
oder starkem Nikotinkonsum erkennen, stellt jedoch keinen signifikanten Zusammen-
hang dar (p = 0,57).

Lediglich zwei Probanden dieser Studie, von denen nur einer SHH-positiv war, gaben
anamnestisch einen langjahrigen Alkoholabusus an. Signifikante Zusammenhénge mit

der immunzytochemischen Férbung konnten hier nicht gefunden werden.

Diese Ergebnisse decken sich weitestgehend mit den Ergebnissen anderer Autoren [120,
140, 148].

4.1.5 Beurteilung der immunzytochemisch unterstitzten Burstenbiopsie als Frih-

erkennungsmethode

Sensitivitat und Spezifitat
Die Einfuhrung der Blrste als Entnahmetréger wird von zahlreichen Autoren sowohl

hoffnungsvoll als auch kritisch beurteilt. Die Wertigkeit dieser Friiherkennungsmethode
variiert studienabhéngig. Die Sensitivitat der nicht methodisch unterstiitzten Birstenbi-
opsie schwankt zwischen 79 und 97 % und die Spezifitat zwischen 95,1 und 99,5 % [56].

Ergebnisse dieser Studie erreichten durch eine immunzytochemische GLUT1-Farbung
der Burstenbiopsate eine Sensitivitat von 80 % und eine Spezifitat von 68,42 %. Diese
vergleichsweise geringe Wertigkeit kann auf mehrere Faktoren zurtickgefuhrt werden.
Zum einen wurden 60 % der 18 falsch-positiven Diagnosen bei Patienten mit einem ora-
len Lichen planus festgehalten. Da die histopathologische Diagnose des Lichen planus
problematisch sein kann und die Abgrenzung zur epithelialen Dysplasie kritisch beurteilt
werden sollte, ist anzunehmen, dass dieser Umstand Einfluss auf die hohe Rate der falsch-

positiven Diagnosen hat [154]. Weiterhin kdnnen Komorbidititen vorhanden sein, die
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den Metabolismus des Patienten beeintrachtigen und so zu einem falsch-positiven Ergeb-
nis fihren. Lundstrom et al. demonstrierten in einer Studie an 40 Patienten mit einem
histologisch gesicherten Lichen planus, dass bei elf Patienten zudem ein Diabetes mellitus
diagnostiziert werden konnte [155]. Auch Seyhan et al. stellten bei fast der Hélfte der
untersuchten Lichenpatienten einen gestorten Glukosemetabolismus fest [156]. Dieser
Sachverhalt verdeutlicht die moglichen Auswirkungen auf die Rate falsch-positiver Di-
agnosen [99].

Immunzytochemische Untersuchungen an exfoliativzytologischen Praparaten wurden be-
reits Mitte der neunziger Jahre durchgefiihrt und erreichten in einer Studie von Ogden et
al. eine eingeschréankte Sensitivitat von 62 % und eine Spezifitat von 100 % fir die Ver-
wendung von Keratin 8 als Tumormarker, der von Autor als brauchbarster Marker seiner
Studie beurteilt wurde [157].

Aktuellere Studien lieferten Driemel et al. mittels Birstenbiopsien und der Verwendung
von extrazelluldren Matrixproteinen zur Detektion atypischer Zellen. Fiir die y-Kette von
Laminin 5 erzielte diese Arbeitsgruppe eine Sensitivitat von 93 % und eine Spezifitat von
98 % [158]. Hochmolekulares Tenascin C brachte eine Sensitivitat von 83 % und eine
Spezifitat von 93 % [159].

Weitere vielversprechende Ergebnisse lieferten Driemel et al. im Jahr 2007 mittels Birs-
tenbiopsie und ProteinChip Massenspektrometrie (SELDI). Drei Proteine konnten hier
mit einer Sensitivitat von 100 % und einer Spezifitat von 91 % normale Mundschleimhaut
von Tumorzellen unterscheiden. Entziindungsbedingte und hyperproliferative Lé&sionen
konnten mit einer Sensitivitat von 91 % und einer Spezifitat von 90 % kenntlich gemacht
werden. Zwei dieser Marker wurden im Verlauf der Untersuchung als S100A8 und
S100A9 identifiziert und deren Expression durch immunzytochemische Analysen verifi-
ziert [160].

Nicht auswertbares Probenmaterial und Praktikabilitat der Untersuchungsme-
thode

Alle GLUT1-gefarbten Préaparate lieferten ausreichend Zellmaterial fur eine Beurteilung.
15,3 % der SHH-gefarbten Objekttrager konnten aufgrund unzureichenden Materials
nicht beurteilt werden. Der 95 %-CI dieses Prozentsatzes lag bei 7,88 bis 26,12 %. Man
kann also davon ausgehen, dass bei einem derartigen Verfahren bis zu einem Viertel der

Proben nicht auswertbar sind.
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Babshet et al. beschrieben in ihrer Analyse von Burstenbiopsien pramaligner und malig-
ner Lasionen, dass sieben der 67 Proben insuffizient waren, was in etwa einem Anteil von
10,45 % entspricht [161]. Mit 8,3 % machten Poate et al vergleichbare Angaben beziig-
lich des Auftretens von insuffizientem Probenmaterial [82]. Scheifele et al. gaben in ihrer
Studie zur Friherkennung mittels OralCDx 6,8 % und lagen somit unterhalb des ermit-
telten 95 %-ClI dieser Studie [81].

Verglichen mit den anderen Diagnosen, konnten Leukoplakie-Proben in dieser Studie
schlechter beurteilt werden. Sie konnten nur zu 61,11 % ausgewertet werden. Proben von
Lichen-Patienten hingegen zeigten zu 86,67 %, Proben gesunder Mundschleimhaut zu
91,67 % und Proben von PECASs zu 100 % ausreichend Zellmaterial.

Zusammenfassend muss die Materialentnahme mittels Birste kritisch beurteilt werden.
Die vorliegende Arbeit konnte demonstrieren, dass gerade fir die potenziell pramalignen
Lasionen wie Leukoplakie und Lichen planus, Probleme bei der Sicherung des Zellmate-
rials entstehen konnen. Gerade die Beurteilung dieser L&sionen ist allerdings entschei-
dend flr die Friiherkennung einer malignen Transformation. Es sollte berticksichtigt wer-
den, dass unzureichendes Zellmaterial und haufige Wiederholungen der Probenentnahme
die Motivation des Patienten wahrend des Follow-up minimieren kénnen. Auch die damit
verbundenen zusétzliche Wartezeiten bei der Diagnosesicherung sollten durch sorgféltige

Probenentnahme vermieden werden [49].

4.2. Interpretation und Ausblick

4.2.1 Einsatz der Immunzytochemie mittels GLUT1 und SHH im Sinne einer

Friherkennungsmethode

GLUT1-positive Befunde wurden in der vorliegenden Arbeit signifikant haufiger bei Pro-
banden mit sichtbaren Schleimhautldsionen erhoben. Die unterschiedlichen Expressions-
raten bei den untersuchten Probandengruppen deuteten darauf hin, dass durch diese im-
munzytochemische Methode zusétzliche Informationen gesammelt werden kdnnen. Be-
trachtet man die nachgewiesene prognostische Aussagekraft beim PECA, die sowohl Ein-
schatzungen zur Aggressivitat des Tumors, zur Therapieresistenz und zur Uberlebenszeit
erlaubt [100, 105, 128, 135], stellt sich zugleich die Frage der Bedeutung der GLUT1-

Expression bei verschiedenen pramalignen Ldsionen.
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Die Ergebnisse dieser Studie demonstrieren sowohl bei PECA-Patienten, als auch bei Li-
chen- und Leukoplakie-Patienten eine erh6hte Expressionsrate, die sich jedoch anteilig
unterschiedlich verhélt. Bezieht man géngige Theorien der Karzinogenese in die Schluss-
folgerungen mit ein, konnten entzlindliche Prozesse und proliferative VVorgange in der
vorliegenden pramalignen L&sion sowie hohe Risikofaktorexpositionen mit der erhéhten
GLUT1-Expression zusammenhéangen und somit detektierbar sein. Reisser et al. konnten
weiterhin zeigen, dass die GLUT1-Expression mit zunehmendem Grad an Dysplasie an-
steigt [108]. Dieser Sachverhalt deutet darauf hin, dass die Zunahme der GLUT1-
Expression ein frihes Ereignis der Karzinogenese darstellt. Zur Verifizierung dieser Hy-
pothese empfehlen sich Studien an GLUT1-positiven, dysplasiefreien L&sionen mit einem
ldngeren Beobachtungszeitraum. Die Ergebnisse der GLUT1-Farbung kénnten dement-
sprechend richtungsweisend fur die Erstellung der Prognose einer Lasion sein, Risikopa-
tienten herausfiltern und eine adadquate Anpassung des klinischen Kontrollintervalls die-

ser Lasion ermdglichen.

Weiterhin kann vermutet werden, dass der Prozess der Karzinogenese einem Zwei-Pha-
sen-Modell unterliegt: In der ersten Phase proliferieren maligne Zelle bis sie durch eine
eingeschrankte Sauerstoffversorgung gebremst werden. In der zweiten Phase wird die
Genexpression an hypoxische Bedingungen angepasst und zu Gunsten einer stark gestei-
gerten GLUT1- Expression moduliert [162]. Der Nachweis von GLUT1 mittels immunzy-
tochemisch erweiterter Burstenbiopsie bietet somit ein einfaches Verfahren, um die Prog-
nose des PECAs sowie den Erfolg einer geplanten Therapie besser vorhersagen zu kon-

nen.

Fur die Farbung mittels SHH konnten in der vorliegenden Arbeit signifikante Ergebnisse
erzielt werden. Da nur bei 60 % der Probanden eine SHH-Expression nachgewiesen wer-
den konnte, kann davon ausgegangen werden, dass dieser Ligand nicht bei allen oralen
PECA zu finden ist. Betrachtet man die Ergebnisse anderer Autoren, so zeigen sich haufig
Aktivierungen des SHH-Signalwegs mit und ohne erhohte Expressionsraten von SHH
[120, 141]. Es konnte zudem gezeigt werden, dass eine erhdhte Expression von SHH und
der Komponenten seines Signalwegs mit einer schlechteren Prognose in Verbindung ge-
bracht werden kann [120, 136]. Eine kombinierte immunzytochemische Analyse der Ex-

pression von SHH und weiterer Komponenten seines Signalwegs, wie z.B. PTCHD1,
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SMO und GLI1, scheint daher vielversprechend und kdnnte somit ein geeignetes Instru-
ment flir Diagnose, Prognose und Therapieplanung darstellen.

Die Detektion maligner Transformation innerhalb der Mundhohle wird durch das Prob-
lem der sogenannten Feldkanzerisierung erschwert. Molekulare Studien konnten zeigen,
dass in der unmittelbaren Umgebung von Karzinomen der Mundhdhle, aber auch an an-
deren, weiter entfernten Stellen des Aero-Digestiv-Traktes, Felder gefunden werden kon-
nen, die prdmaligne, genetisch veranderte Zellen beinhalten [163]. Diese Tatsache erklart
das Auftreten von Rezidiven oder Zweittumoren nach erfolgreicher Entfernung des Pri-
martumors [164]. Um das Vorhandensein von simultanen Zweittumoren zu diagnostizie-
ren, wird routinemalig eine Endoskopie des Aero-Digestiv-Traktes durchgefiihrt [19].
Diese koénnte durch die Kombination mit immunzytochemischen Verfahren die Beurtei-
lung weiterer Lasionen erleichtern. Dennoch kénnen solche Felder unentdeckt bleiben,
da ihre genetische Alternation nicht zwingend klinisch sichtbar ist. Auch die Methode der
Burstenbiopsie ermdglicht bislang nur die Beurteilung klinisch sichtbarer Lasionen. Eine
flachendeckende Probenentnahme ist aufgrund der Grofie der Mundhohle nicht praktika-
bel.

Eine hoffnungsvolle Methode, diese genetische Instabilitit zu detektieren und somit nicht
sichtbare, maligne Transformationsprozesse zu diagnostizieren, bietet die Analyse von
Kdrperfliissigkeiten. In den vergangenen Jahren konnte gezeigt werden, dass Speichel-
komponenten untersucht werden kénnen, um Marker verschiedener Erkrankungen zu de-
tektieren [165]. Es gilt nun insbesondere zu evaluieren, ob mittels Speichelproben die
Friherkennung des oralen Plattenepithelkarzinoms oder eines Rezidivs durchfthrbar ist.
Hierbei konnten bereits erste Erfolge auf genetischer Ebene, auf transkriptionaler Ebene
und auf Proteinebene erzielt werden [166-168]. Shpitzer et al. analysierten Speichelpro-
ben und die Expression von acht Biomarkern bei 19 Patienten mit Tumoren an der Zunge.
Sie identifizierten in ihrer Studie finf Marker, die eine signifikant erhohte Expressions-
rate bei den untersuchten Tumorpatienten aufweisen. Zu Diesen gehorten Carbonyle,
Laktatdehydrognease, Metalloproteinase-9, Ki67 und Cyclin D1. Zudem stellten sie an

drei Markern, darunter auch Maspin, eine signifikant geringere Expression fest[169].

Auch Rhodus et al. konnten beim Nachweis von NF-kB abh&ngigen Zytokinen signifi-
kante Unterschiede zwischen Plattenepithelkarzinom-Patienten, Patienten mit pramalig-

nen L&sionen und gesunden Probanden festhalten [170].
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Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass auch GLUT1 und SHH im Speichel detektierbar
sind und so kiinftig sowohl einen diagnostischen und prognostischen Nutzen bringen als

auch zur Uberwachung des Therapieerfolges eingesetzt werden kénnten.

4.2.2 Therapeutisches Potential von GLUT1 und SHH

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie und Analysen anderer Autoren konnten zeigen,
dass das orale Plattenepithelkarzinom mit einer hohen GLUT1-Expressionrate in Verbin-

dung gebracht werden kann.

Zhou et al. beschrieben, dass mit dem Einsatz von Antisense-RNA die Expression von
GLUTL in Larynxkarzinomzelllinien reduziert und sowohl ein Wachstumsriickgang als

auch eine Reduktion der Glukoseaufnahme beobachtet werden konnte [171].

Studien von Amann et al. untersuchten das therapeutische Potential durch die Inhibierung
der GLUT1-Expression am Leberzellkarzinom. Die Arbeitsgruppe konnte mittels small
interfering RNA (siRNA) und Antisense-Oligodesoxynukleotiden eine Reduktion der Ex-

pressionsrate erzielen [172, 173].

Eine andere therapeutische Strategie verfolgt die Inhibierung von GLUT1 auf Protein-
ebene. Rastogi et al. beobachteten, dass GLUT1-Antikorper einen Wachstumsarrest und
eine Apoptose in humanen Krebszelllinien bewirken kénnen. Zudem wurde eine Steige-
rung der antiproliferativen Effekte von Cisplatin, Paclitaxel und Gefitinib beobachtet
[174].

Die Ergebnisse zahlreicher Studien an unterschiedlichen Tumorentitdten deuten darauf
hin [171], dass das therapeutische Potential von GLUT1 genutzt werden kann, um die

Progression des oralen Plattenepithelkarzinoms zu inhibieren.

Auch der SHH-Signalwegs kann als wichtiger pharmakologischer Angriffspunkt gesehen
werden. Untersuchungen an teratogenen Effekten bei Schafen fuhrten zu der Erkenntnis,
dass diese durch den Verzehr des pflanzlichen Alkaloids Cyclopamin und eine Hemmung
des SHH-Signalwegs auf der Ebene des SMO-Proteins hervorgerufen wurden. Da sich
dieser Wirkstoff als zu toxisch fur den therapeutischen Einsatz erwiesen hat, wurden wei-
tere SMO-Antagonisten gesucht und in klinischen Studien getestet [175]. Zwanzig Jahren
intensiver Forschung zur ldentifizierung der Komponenten des SHH-Signalwegs und ih-
rer Rolle innerhalb dieses Signalwegs konnten letztendlich genutzt werden, um Signal-

weg-Antagonisten wie z.B. Vismodegib fiir den klinischen Einsatz zu entwickeln [118].
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Zugelassen fiir die Behandlung des lokal fortgeschrittenen oder metastasierenden Ba-
salzellkarzinoms konnte in der Zulassungsstudie ein erfolgreicher Tumorriickgang oder
eine konstante TumorgrofRe in einem Beobachtungszeitraum von neun Monaten nachge-

wiesen werden [175].

Obwohl Vismodegib und andere SMO-Antagonisten effektiv zu sein scheinen, zeigen
neuere Studien, dass sich unter Medikation mit solchen Substanzgruppen, Resistenzen
einstellen kdnnen [118, 121]. Um eine kompensatorische Aktivierung der Transkriptions-
faktoren zu verhindern, bietet es sich an, eine Blockade von GLI zu erreichen, oder die
Komponenten, die GLI direkt aktivieren, als therapeutischen Zielpunkt zu wéhlen [118].
Studien zeigten Erfolge mit GANT58 und GANT59 durch die Blockade der transkriptio-
nalen Aktivitat von GLI beim Prostata-Ca [176]. Arsenisches Trioxid (ATO) konnte in
Fallen der promyelocytischen Leukémie eingesetzt werden und zeigt ebenfalls gute Er-
gebnisse fiir das Medulloblastom [177]. Weiterhin zeigten sich Kombinationen verschie-
dener Praparate und somit mehrfache simultane Blockaden des Signalwegs als vielver-
sprechend [178].

Dieser Sachverhalt verdeutlicht wie entscheidend eine grindliche und regelméiige Kon-
trolle des Therapieerfolgs, d.h. der Expression der SHH-Signalwegkomponenten, ist.
Non-invasive immunzytochemische Verfahren kénnten auch hier von Nutzen sein und

bei Verlaufskontrollen eingesetzt werden.
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5. Zusammenfassung

Krebserkrankungen der Mundhohle und des Rachens gehéren mit 3,7 % bei Mannern und
1,5 % bei Frauen zu den haufigsten Malignomen des Menschen. Unter Krebserkrankun-
gen der Mundhohle und des Rachens werden verschiedene Malignome subsumiert, die
deutschlandweit 2010 etwa 13.000 Neuerkrankungen ausmachten. 90 % hiervon stellen
Plattenepithelkarzinome dar. Statistiken zeigen, dass die Uberlebensraten bei oralen Kar-
zinomen, trotz VVerbesserung der therapeutischen Maoglichkeiten in den vergangenen Jah-
ren, nur wenig Zugewinn verbuchen konnten. Im Gegensatz dazu konnte bewiesen wer-
den, dass der Zeitpunkt der Diagnosestellung, die Prognose beeinflusst und sich wesent-
lich auf den Erfolg einer Therapie auswirkt. Prinzipiell ist es moglich, dass sich Plat-
tenepithelkarzinome aus klinisch gesund erscheinender Mundschleimhaut bilden. Aller-
dings konnte nachgewiesen werden, dass ein hoher Anteil aus bereits langfristig beste-
henden Vorlauferlasionen, wie z.B. Leukoplakien und Lé&sionen, die dem Lichen planus
zugeschrieben werden, hervorgeht. Gegenwartigen Forschungsergebnissen zufolge han-
delt es sich bei der Entstehung eines oralen Plattenepithelkarzinoms um ein multifaktori-
elles Geschehen. Der Expressionsnachweis verschiedener Tumormarker konnte bereits
genutzt werden, um den Prozess der Karzinogenese besser zu verstehen und vielverspre-
chende Methoden der Fritherkennung zu entwickeln. Die vorliegende Arbeit beschéftigt
sich mit der Analyse von immunzytochemisch geféarbten Birstenbiopsien im Hinblick auf
die Expression von GLUT1 und SHH und deren Bedeutung fur den Prozess der malignen
Transformation. Malignes Gewebe zeichnet sich durch eine erhdhte Metabolisierung, ei-
nen hohen Bedarf und eine gesteigerte Aufnahme von Glukose aus. Daher kann der Pro-
zess maligner Transformation mit der erhéhten Expression von GLUT1 in Zusammen-
hang gebracht werden. Auch der Hedgehog-Signalweg, der zu den essenziellen Elemen-
ten der Embryogenese gehort und im Adulten physiologischerweise inaktiv ist, wird mit
dem Auftreten unterschiedlicher Malignome assoziiert. Die untersuchte diagnostische
Methode erreichte in der vorliegenden Arbeit eine Sensitivitdt von 80 % und eine Spezi-
fitat von 68 % fur die Verwendung eines GLUT1-Antikorpers. Die geringe Wertigkeit
beruht darauf, dass nicht alle PECA erkannt wurden und darauf, dass unter den Vorlau-
ferlasionen ein hoher Anteil GLUT1-positiv war. Da eine erhohte GLUT1-Expression ge-

nerell mit proliferativen Prozessen in Verbindung gebracht werden kann, empfiehlt es
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sich GLUT1-positive, dysplasiefreie Lasionen regelméliig und engmaschig, zu beobach-
ten. Die endgultige Beurteilung der Bedeutung einer erhohten GLUT1-Expression in dys-
plasiefreien, benignen Lasionen, bedarf weiterer Abklarung. Fir SHH konnte eine Sensi-
tivitat von 60 % und eine Spezifitat von 96 % ermittelt werden. Die geringe Sensitivitat
schrankt die Verwendung des SHH-Liganden als Instrument zur Friherkennung ein. Ver-
gleiche mit anderen Autoren lassen vermuten, dass eine kombinierte Untersuchung meh-
rerer Komponenten des SHH-Signalwegs die Sensitivitét steigern kdnnte. Die Informa-
tion, die mittels SHH-geférbten Biirstenbiopsaten gesammelt werden kann, kénnte in Zu-
kunft ein wirkungsvolles Instrument der Therapieplanung, Prognosestellung und Thera-
piekontrolle in der Onkologie darstellen.
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