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1 Einleitung

1.1 Hintergrund der oralen Prdkanzerosen und

des Plattenepithelkarzinoms

1.1.1 Epidemiologie der oralen Prakanzerosen und des Platten-
epithelkarzinoms

Im Jahr 2008 erkrankten laut des World Cancer Reports rund 12,4 Millionen
Menschen an einem Karzinom, an dessen Folgen rund 7,6 Millionen verstar-
ben. 0,7 Millionen der Neuerkrankungen betreffen Afrika, 3,4 Millionen Europa
und 1,6 Millionen Asien [1]. Das Robert Koch-Institut weist fur das Jahr 2006
insgesamt 426.800 Tumorneuerkrankungen in Deutschland aus. Davon sind
53,7% (229.200) mannlich und 46,3% (197.600) weiblich. Fur das Jahr 2010
wird eine Progression der Tumorerkrankungen von tber 246.200 Mannern und
197.600 Frauen vermutet [2].

Laut des RKI lagen die Erkrankungsfélle der Mundhohle und des Rachenraums
im Jahr 2006 fur Manner bei 7.930, bei Frauen hingegen bei 2.930. Die Prog-
nose des Mundhdhlenkarzinoms fir das Jahr 2010 liegt bei 8.360 Tumorer-
krankungen fir Manner und 3.040 fur Frauen [3]. Das orale Plattenepithelkarzi-
nom ist bei Manner der sechst haufigste Tumor [1]. Die 5-Jahres Uberlebensra-
ten lag in einem Untersuchungszeitraum von 4 Jahren (1995-1999) bei 44,8%
und verbesserte sich-trotz fortschrittlicher Behandlungsmethoden [4] nur gering
[5]. Orale Plattenepithelkarzinome kénnen grundsétzlich in der klinisch gesund
erscheinenden Mundschleimhaut entstehen, jedoch verhalt es sich in der Regel
so, dass die Mehrzahl dieser Karzinome aus langfristig bestehenden Vorlaufer-
lasionen hervorgeht [6, 7]. Studien haben gezeigt, dass sich 1-18% der prama-
lignen Erkrankungen in ein Plattenepithelkarzinom verwandeln kénnen [8]. Die
Grunde dafur sind das hohe Alter der Gesellschaft und der zunehmende Ta-
bakkonsum, der besonders in Entwicklungslandern wie China und Indien anzut-
reffen ist [9]. Auch in den Industrielandern wird der Ubergang in ein Plattenepi-

thelkarzinom hauptsachlich durch die Lebensumstédnde der Patienten mitbes-
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timmt. Alkohol und Nikotinmissbrauch stellen heute die gré3ten Risikofaktoren
fur die Entstehung von malignen Prozessen dar [7, 10]. Den Zusammenhang
zwischen Tabakkonsum und dem Kopf-Hals-Tumor beschrieben Wynder et al.
schon 1956 [11]. Insgesamt betrachtet erhéhen Nikotingenuss und Alkoholkon-
sum die Tumorentstehung [12-14]. So sterben jahrlich laut WHO 5,4 Millionen
Menschen an Lungenkrebs und Herzkrankheiten, die in ihrer Hauptursache auf
Tabakkonsum zurtickgefuhrt werden kénnen. Auch andere Faktoren fordern die
Entwicklung von Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich. So sollen
schlechte Erndhrung und schlechte Mundhygiene [15], sowie das HPV-Virus

[16] einen zuséatzlichen Effekt auf die Entstehung haben.

Viele der Prékanzerosen in der Mundschleimhaut werden auch heute noch zu
spat erkannt. Dies gilt es zu verhindern. Da sich die meisten Plattenepithelkar-
zinome aus benignen Vorlauferlasionen wie z.B. der Leukoplakie und des Li-
chen planus [6] entwickeln hat die Frihdiagnose dieser Erkrankungen ein be-
sonders hohen Stellenwert. Hierbei kommt insbesondere dem Zahnarzt eine
entscheidende Rolle zu, da Patienten diesen meist zuerst bei verdachtigen
Veranderungen in der Mundhohle aufsuchen. Ulzerationen und Mukosaveran-
derungen, die langer als 2 Wochen andauern und aus nicht bekannter Ursache
entstehen, missen grundlich untersucht werden. Mit Hilfe einer Biopsie und
einer histopathologischen Untersuchung ist eine weitere Diagnose der Erkran-
kung mdglich [17, 18]. Insgesamt wéare zur schnelleren Erkennung von Prakan-
zerosen ahnlich dem Melanomscreening beim Allgemeinarzt/Dermatologen und
der gynakologischen Vorsorge beim Frauenarzt mit den Krankenkassen ein
bezahltes jahrliches Vorsorgekonzept der Schleimhautverhaltnisse durch den

Zahnarzt/Kieferchirurgen dringend zu vereinbaren.

Bei den Préakanzerosen werden obligate und fakultative Préakanzerosen unter-
schieden. Obligate Prakanzerosen haben grundsatzlich die Fahigkeit, sich nach
entsprechend langer Potenzzeit zum invasiven Karzinom zu entwickeln. Fakul-

tative Prakanzerosen hingegen sind nicht neoplastische Prozesse, die ein ge-



ringeres Risiko zur Mutation und somit zur Ausbildung eines Karzinoms vorwei-

sen (siehe Kapitel 1.1.4).

1.1.2 Die Kanzerogenese des oralen Plattenepithelkarzinoms

Unter der Kanzerogenese wird der mehrstufige Prozess der Tumorentstehung
verstanden [19]. Es finden genetische, epigenetische und metabolische Veran-
derungen statt. Das orale Plattenepithelkarzinom entsteht meist aus klinisch
gesunder Schleimhaut. Zuerst entwickelt sich aus dieser eine Prékanzerose,
z.B. eine Leukoplakie und daraus kann ein Karzinom entstehen (siehe Abbil-
dung 1) [20]. Die genetischen Veranderungen finden in Schlisselgenen, den
Protoonkogenen und den Antionkogenen statt. Diese sind fur die Wachstums-
regulation der Zellen verantwortlich. Verdnderungen in den Tumorsuppressor-
genen (Antionkogenen) finden in p16 (Promotor Hypermethylierung), p53 (Inak-
tivierung/Verlust oder Mutation an 17p), Cyclin D1 Uberexpression, durch Ver-
lust der Heterozygotie (LOH) und durch Telomerase Aktivierung statt [21]. Pro-
toonkogene sind unter anderem die Wachstumsfaktoren PDGF, EGF und der

Rezeptor EGFR, die Veranderungen erfahren und so zu Onkogenen mutieren.
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damage activation upregulation overexpression proliferation  of mutations

Abbildung 1: nach Lippman [20]: Molekulares (genetische und epigenetische) Progressions-
modell der mehrstufigen Karzinogenese. Der weil3e Teil der Grafik steht fur die Prakanzerosen
wie z.B. die Leukoplakie oder die Erythroplakie. Das Modell beinhaltet die Aktivierung des epi-
dermalen Wachstumsfaktors, die Aktivierung des Enzyms Telomerase, Hochregulierung des
COX-2, Uberexpression des Cyclin D1. Diese Vorgange fiihren zur Proliferation, Weitergabe
von Mutationen und letztendlich zur Genominstabilitat.

Fur die Klassifizierung des oralen Plattenepithelkarzinoms gilt das TNM Sta-
dium. Dabei beschreibt T die Grof3e des Primartumors, N das Auftreten von
Lymphknotenmetastasen und M das Vorkommen von Fernmetastasen. Wichtig
ist zudem die Einteilung in den Differenzierungsgrad des Tumors in gut (G1),
mittel (G2) und schlecht (G3) differenziert.

1.1.3 Feldkanzerisierung

Dieser Begriff der Feldkanzerisierung wurde von Slaughter et al. 1953 fur Pa-
tienten mit oralen Plattenepithelkarzinomen gepragt [22]. Slaughter fand bei
einer Untersuchung der oralen Plattenepithelkarzinome in der Mundhéhle he-

raus, dass in ihrer Umgebung Epithelveranderungen in Form einer Prakanzero-
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se vorkommen. Diese verédnderten Bereiche wurden von ihm als ,abnorme Zel-
len” bezeichnet. Erklarungen hierfir fand Slaughter nicht. Heute vermutet man,
dass gerade im Randbereich zwischen benigner und maligner Schleimhaut die-
se ,abnormen Zellen® unter toxischen Bedingungen (Alkohol und Tabak) ent-

stehen.

Die Feldkanzerisierung wurde in vielen Organsystemen beschrieben, unter an-
derem im Mundho6hlenbereich, im Oropharynx, im Larynx [23], in der Lunge
[24], dem Osophagus [25], dem Colon, der Brust, der Blase und der Haut. Bou-
dewijin J.M. Braakhuis et al. haben 2003 versucht den Begriff der Feldkanzeri-
sierung, basierend auf den bisherigen Erkenntnissen der molekularen Grundla-
gen, gezielter zu definieren: ,Es ist die Anwesenheit von einem oder mehreren
Bereichen epithelialer Zellen, die genetische Veranderungen haben. Eine Feld-
l&sion hat einen monoklonalen Ursprung und zeigt nicht die Ublichen Marken-
zeichen eines Karzinoms, wie invasives Wachstum, oder metastasisches Ver-
halten“. Nach dieser Definition ahnelt eine Feldlasion einer Dysplasie [26]. In
der Abbildung 2 ist dargestellt, welche Faktoren zur Feldkanzerisierung beitra-
gen, bzw. diese hervorrufen und somit den Grundstein fur die spatere Entwick-
lung eines invasiven Karzinoms legen. Durch Rauchen werden Feldverande-
rungen in der tumorangrenzenden Schleimhaut bei Patienten mit Kopf-Hals-
Karzinomen induziert. Dabei handelt es sich um die p53-Mutation, den Verlust
des Chromosom Y, die Zellproliferation, die Expression der Cytokeratine 7/8
und die morphologischen Veranderungen, die zur Entstehung einer Prékanze-
rose beitragen [27]. Wichtig ist zudem, dass durch die sogenannte Feldkanzeri-
sierung synchrone oder metachrone Zweit-Karzinome in der Mundhdhle auftre-
ten [7].



normal patch —»  field —> carcinoma

3

o 3p, 9p, 8p, 18q l1q

Abbildung 2 : Model fir die Karzinogenese von Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomen.

Zuerst entwickelt sich aus der normalen Schleimhaut ein kleiner Bereich aus klonierten Anteilen
von TP 53 mutierten Zellen. So wurde es auch schon fir Tumoren der Brust, Lunge und Haut,
sowie fur Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinome beschrieben. Es folgt die Umformung dieses klei-
nen Bereiches in ein Feld, das aus epithelialen Lasionen von genetisch verwandten Krebszellen
besteht und sich auf normale Zellen ausdehnt. Es wird deutlich, welche genetische Verande-
rungen von der Umformung betroffen sind. Darunter fallt der Verlust des Chromosom 3p, 9p,
8p, 18q, 11q.

1.1.4 Definitionen der Vorlauferlasionen der Mundschleimhaut

Bei Mannern ist die haufigste Tumorerkrankung Prostatakrebs, an sechster
Stelle kommen die Tumoren des Kopf-Hals-Bereiches. Die Kopf-Hals-Tumoren
beinhalten die Mundhoéhle, den Pharynx und den Larynx. Jedes Jahr gibt es ca.
400.000 Neuerkrankungen im Kopf-Hals-Bereich, die in 300.000 Fallen tddlich
enden. Der Grol3teil davon sind Plattenepithelkarzinome. Die meisten Falle be-
treffen Stdasien, sowie Sud- und Zentralamerika [1]. Die Langzeitiiberlebensra-
te ist eine der niedrigsten [28]. In Deutschland liegt die relative 5-Jahres Uber-
lebensrate bei Tumoren von Mundhdhle und Rachen fur Manner bei 36 % bis
45 % und fur Frauen bei 50 % bis 63 % [3].

Eine Prakanzerose ist eine histologische Gewebsschadigung, die mit einem

erhbhten Entartungsrisiko verbunden ist. Nach der aktuellen WHO-
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Klassifikation werden alle prdkanzerésen Lasionen des Plattenepithels (Syno-
nyme: Prékanzerose, pramaligne Lasionen) unter dem Begriff Vorlauferlasionen
zusammengefasst. Die histopathologischen Kriterien betreffen gestorte Platten-

epithelarchitektur und Zellatypien, wie z.B. die Kern-Plasma—Relation.

Bei den Erkrankungsbildern, die mit einem erhéhten Entartungsrisiko einherge-
hen, werden pramaligne Lasionen und pramaligne Konditionen unterschieden
[8]. Als pramaligne Lasion wird dabei die konkrete Manifestation an umschrie-
bener Stelle oder an mehreren Stellen der Mundschleimhaut verstanden. Im
Gegensatz dazu bezeichnet der Begriff der pramalignen Kondition eine Grund-
erkrankung, die durch eine generell erhéhte Entartungstendenz der Mund-
schleimhaut charakterisiert ist. Als Beispiel fur ,pramaligne Kondition® gilt der
Lichen ruber und fur die pramaligne Lasion die Leukoplakie/Erythroplakie [29].
Es wird zusétzlich die obligate und fakultative Prakanzerose unterschieden.
Obligate Prakanzerosen entarten mit einer Wahrscheinlichkeit von tber 30%,
darunter fallen Erythroplakien und Carcinomata in situ. Fakultative Prakanzero-
sen haben eine Moglichkeit von unter 30% zu entarten, darunter fallt eine einfa-

che Leukoplakie und der Lichen planus.

1.1.4.1 Leukoplakie

Der Begriff Leukoplakie wurde bereits 1877 durch Schwimmer gepragt [30]. Die
orale Leukoplakie ist die haufigste benigne vorkommende Mundschleimhaut-
veranderung. Sie gehort zu den pramalignen Lasionen [8]. Sie wird folgender-
malfien definiert: ,Die orale Leukoplakie ist eine vorwiegend weil3e Veranderung
der Mundschleimhaut, die weder klinisch noch histopathologisch als eine ande-

re definierbare Schleimhautveranderung charakterisiert werden kann“ [31].

Zur Epidemiologie lasst sich sagen, dass die Inzidenz und Pravalenz je nach
Geschlecht, Alter und Lebensart stark variieren. Die Pravalenz liegt zwischen
0,5 und 4% [6]. Dabei gibt es deutlich regionale Unterschiede. Der Altersgipfel

liegt im sechsten Lebensjahrzehnt und das mannliche Geschlecht ist bevorzugt
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betroffen. Beeinflusst wird die maligne Entartung hauptsachlich durch die tbli-
chen Noxen (Alkohol, Tabak) und schlechte Mundhygiene. Klinisch ist die orale
Leukoplakie in allen Bereichen der Mundschleimhaut zu beobachten [8]. Sie
kann multipel oder isoliert auftreten. Das Erscheinungsbild reicht laut WHO von
einem homogenen Bild bis zur inhomogenen Struktur, dabei kann die Oberfla-
che glatt, rau oder gekodrnt sein. Die homogene Form wurde friher auch als
Leukoplakie simplex bezeichnet und hat eine relativ geringe Transformationsra-
te. Die inhomogene Leukoplakie war als exophytische Form (verrukdse Leukop-
lakie) oder erosive Leukoplakie bekannt, mit einer erhéhten Wahrscheinlichkeit
zur Entartung. Mischformen zwischen homogener und inhomogener Leukopla-
kie sind mdglich. Eine klinische Sonderform stellt die Erythroleukoplakie dar.
Hierbei enthalt das weil3e Areal rétliche Anteile. Ebenso eine Sonderform ist der
rote nicht abwischbare Fleck namens Erythroplakie. Diese geht mit einem er-

hohtem Entartungsrisiko einher [32].

Histologisch ist die Leukoplakie gekennzeichnet durch
e Akanthose
e Hyperorthokeratose
e Hyperparakeratose
e Hyperplasie

e lymphozytare Infiltration des Stromas

zusatzlich oft mit folgenden Epitheldysplasien
e Dyskeratose
e Basalzellhyperplasie
e Zellpolymorphie
e Vermehrung der Mitosen

e Storung der Epithelschichtung

Die Therapie der Leukoplakie richtet sich nach ihrer Form. Erstes Ziel stellt die
Erkennung und Beseitigung moglicher Noxen dar. Homogene Formen kdnnen

hierbei konservativ durch steroidhaltige Salben erganzend behandelt werden.

-8-



Bei der inhomogenen Form und bei l&anger andauernder fehlender Ruckbil-
dungstendenz einer homogenen Leukoplakie ist eine Biopsie und anschlieend
histopathologische Untersuchung angezeigt. Das Untersuchungsergebnis ist

hierbei ausschlaggebend fir das weitere Vorgehen.

Die Prognose ist ebenso von der Form der Leukoplakie abhangig. Die Trans-

formation liegt zwischen 3-6 % Uber einen Zeitraum von 5 Jahren [33].

Die Leukoplakie ist eine der haufigsten Prakanzerosen der Mundschleimhaut
und hat daher einen hohen Stellenwert flr diese Untersuchung. Je nach Form
der Leukoplakie neigt sie zur haufigen Entartung. Deshalb ist es notwendig die-
se rechtzeitig zu erkennen und zu behandeln, um die Entwicklung eines oralen

PEC zu verhindern.

Abbildung 3: Leukoplakie ohne Dysplasie (Nr.06 16978), 100x VergréRerung HE-Féarbung



1.1.4.2 Lichen planus

Der Lichen planus ist eine der wichtigsten Dermatosen und gehort zu den so-
genannten prakanzerdsen Konditionen [8]. Es handelt sich hierbei um eine Au-
toimmunerkrankung, bei der vermutlich gegen die basalen Keratinozyten akti-
vierte T-Zellen auftreten. Bei etwa 30% der Falle treten, zusatzlich zum Befall

von den Extremitatsbeugen, Verédnderungen in der Mundschleimhaut auf.

Klinisch ist der Lichen planus am héaufigsten an der Wange und den Umschlag-
falten zu finden und wird in zwei Formen unterschieden. Die retikulare Form ist
durch die charakteristischen weiRen Wickham-Streifen gekennzeichnet, die sich
netzférmig an der Wangenschleimhaut befinden. Die erosive Form ist durch

gelbliche graue Erosionen gekennzeichnet [33].

Der Lichen planus tritt bevorzugt im mittleren und hohen Lebensalter ab 56 Jah-
ren auf. Der Grol3teil der betroffenen Patienten ist weiblich (78%) [34]. Der Li-
chen planus ist histopathologisch gesehen mit starkem Eindringen von T-
Lymphozyten in die subepitheliale Zone verbunden [35]. Meist ist die Schleim-
haut para-oder orthokeratinisiert oder die Basalzellschicht atrophisch. Das ma-
ligne Entartungspotenzial zum Plattenepithelkarzinom liegt bei ca. 0,07%-5,6 %
[36, 37].

Spontane Abheilung des Lichen planus sind in Abhangigkeit von ihrer Form
moglich. Der retikulére Lichen planus hat eine hohe Wahrscheinlichkeit spontan
abzuheilen (in ca. 40% der Falle), wahrend erosive und atrophische Formen
sich meistens nicht von alleine bessern und spontan wiederauftreten [38]. Korti-
koidhaltige Haftsalben werden zur Behandlung des Lichen planus empfohlen.
Bei lang anhaltenden, wiederkehrenden und lokalisierten Formen kann eine

Exzision und histologische Untersuchung erfolgen.

Die Prognose ist abhangig von der Art des Lichen planus. So neigen die erosi-
ven und atrophischen Formen zur Entartung und bedirfen engmaschiger Kont-

rolle, sowie gegebenenfalls einer Exzision.
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Der Lichen planus gilt in dieser Untersuchung als Beispiel einer pramalignen
Kondition. Hierbei konnte untersucht werden, ob in dem Stadium der pramalig-

nen Kondition die MAGE—A-Antigene nachzuweisen sind.

Abbildung 4: Lichen planus (Nr. 08 2079.1), 100x VergréRerung HE-Farbung

1.1.4.3 Epulis

Epulis ist ein weichgeweblicher raumfordernder Prozess auf der Gingiva. Dieser
Begriff beschreibt nur die Topographie (aus dem griechischen: epi ulon: auf
dem Zahnfleisch sitzend). Meist entstehen Epulitiden entzindlich, chronisch

oder traumatisch reaktiv aus Granulation.

Nach der Histologie werden 4 verschiedene Formen von Epulitiden unterschie-
den [39].
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1. Epulis granulomatosa:

Sie entspricht einer tUberschielenden Granulationsgewebebildung. Die Epu-
lis granulomatosa tritt hauptsachlich im Jugend- und frihen Erwachsenenal-
ter auf. Sie entwickelt sich meistens im Oberkiefer. Klinisch erscheint die
Epulis granulomatosa als gestielte, wenige Millimeter bis zu 2 cm grol3e, rot-
liche Auftreibung. Oberflachlich befinden sich oft weil3liche Belage und Ulze-
rationen. Entwickelt sich diese Lasion in der Schwangerschaft wird sie als
Epulis gravidarum bezeichnet.

Histologisch ist das Gewebe lappchenférmig gegliedert und enthalt ver-

schiedene Zelltypen, wie Erythrozyten, Lymphozyten und Granulozyten.

Therapeutisch empfiehlt sich die Abtragung mit dem darunterliegenden Pe-

riost, z.B. mit dem Skalpell oder dem CO2- Laser.

Prognostisch gesehen rezidiviert diese Form der Epulis haufig. Tritt ein Re-
zidiv auf, empfiehlt sich auch im Bereich der Nachbarzéahne eine Exzision

des Gewebes durchzufiihren [40].

2. Epulis fibrosa

Die Epulis fibrosa ist vermutlich ein Spatstadium der Epulis granulomatosa.
Dafir sprechen die Ahnlichkeit des klinischen Erscheinungsbildes und die

gleiche Altersverteilung.

Histologisch gesehen sieht man selten Entziindungszellen, aber kollagenfa-

serreiches Gewebe mit wenigen Blutgefal3en.

Die Therapie entspricht der der Epulis granulomatosa.
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3. Epulis gigantocellularis (peripheres Riesenzellgranulom)

Die Epulis gigantocellularis entwickelt sich hauptséchlich im Seitenzahnbe-
reich zwischen dem 40-60ten Lebensjahr, kann aber auch im zahnlosen Kie-
fer auftreten. Die Riesenzellepulis umfasst eine Gro6Re von 2-5 cm. Be-

schwerden werden meist durch ihre GroRRe verursacht.

Makroskopisch ahnelt die Epulis gigantocellularis der Epulis granulomatosa.
Histologisch sind Riesenzellen mit bis zu 20 Kernen pro Schnittebene vor-
zuweisen, die osteoklastare Funktionen aufweisen. Es kénnen Knochen-

neubildungen vorkommen.

Die Epulis gigantocellularis sollte operativ entfernt werden. Die Kompakta

wird auskdrretiert, damit Rezidive vermieden werden kdnnen [40].

4. Epulis fissurata

Die Epulis fissurata entsteht durch eine Dauertraumatisierung, z.B. durch ei-
ne schlecht sitzende Prothese. Klinisch ist die Gingiva verdickt und teilweise
ulzeriert.

Histologisch ist das Bindegewebe zellarm und das Plattenepithel verbreitert.

Therapeutisch muss der Reizfaktor beseitigt werden bevor eine Abtragung

des UberschielRenden Gewebes erfolgen kann.

Die Epulitiden dienen in meinen Untersuchungen als Beispiel von reaktiv ver-

andertem Gewebe.
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Abbildung 5: Epulis granulomatosa (Nr. 06 24776), 100x Vergré3erung, HE-Férbung

1.1.4.4 Follikulare Zysten

Eine Zyste ist definiert als ein ein- oder mehrkammriger Hohlraum mit fliissigen
oder breiigem Inhalt. Eine echte Zyste ist hierbei mit Epithel ausgekleidet. Die
follikulare Zyste ist die zweithaufigste Form der odontogenen Zysten mit ca.
16%. Follikulare Zysten entwickeln sich aus der Flussigkeitszunahme zwischen
Zahnkrone und Schmelzepithel eines noch nicht durchgebrochenen Zahnes.
Meist entstehen sie durch Entwicklungsstérungen. Laut der WHO gehdren folli-
kulare Zysten zu den odontogenen Tumoren (dysgenetischen Tumoren) und sie
entstehen typischerweise an der Krone eines noch nicht durchgebrochenen
Zahnes. Am haufigsten ist der untere Weisheitszahn betroffen, dann der obere
und untere Eckzahn, gefolgt vom oberen Weisheitszahn. Der Altersgipfel liegt
zwischen dem 14-25ten Lebensjahr [41]. Das Zahnsackchen, das eine Krone
umgibt wird hierbei zum Zystenbalg und die Zyste hat eine epitheliale Ausklei-

dung, die hier durch das Schmelzepithel entsteht.
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Histopathologisch gesehen besitzt die follikulare Zyste ein zweischichtiges Epi-
thel aus lockerem kollagenem Bindegewebe, selten mit einem mehrreihigem

Flimmerepithel und Becherzellmetaplasien.

Klinisch macht sich die follikulare Zyste durch die Persistenz von Milchzahnen,
das Fehlen bleibender Zahne oder durch Zahnstellungveranderungen bemerk-
bar. Bis zu einer radiologischen Aufhellung von <2,5 mm stellt man die Diagno-
se Zahnfollikel, bei weiterer Gré3enzunahme bezeichnet man die Aufhellung als
follikulare Zyste. Selten treten Symptome auf, weshalb diese Erkrankung meist

in einem spaten Stadium erkannt wird.

Die Therapie richtet sich nach der Gro3e der Zyste. Es wird entweder eine Zys-
tektomie, d.h. die vollstandige Entfernung der Zyste oder die Zystostomie, d.h.
die Fensterung der Zyste gewahlt. Im Erwachsenenalter schliel3t die Zystenent-
fernung die Entfernung des Zahnes mit ein. Im Kindesalter wird versucht, den

Zahn zu erhalten und einzustellen.

Die Prognose ist bei vollstandiger Entfernung der Zyste gut. Es kann zu Rezidi-

ven kommen (Residualzyste).

Die Zahnsackchen und die follikularen Zysten dienen in der Untersuchung als

Beispiel von reaktiv verandertem Gewebe.
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Abbildung 6: Zahnsackchen (Nr. 03 22096), 100x VergroRerung, HE-Farbung

1.1.45 Ulzera

Ulzera sind eine der haufigsten Beschwerden in der oralen Mukosa. Sie geho-
ren in den Bereich der Sekundareffloreszenzen und stellen Gewebedefekte dar,
die Uber das Epithel hinaus in die Tiefe reichen und narbig abheilen. Sie sind
meistens mit einer Fibrinschicht bedeckt und entstehen durch das Platzen einer

subepithelialen Blase [32].

Ulzera weisen eine Vielfalt von Ursachen auf. Der Grof3teil der Ulzera wird
durch ein physikalisches oder chemisches Trauma verursacht, auch bei Radio-
therapie, Chemotherapie, viralen Griinden (HSV 1, HIV, Epstein-Barr Virus, Cy-
tomegalie), bakteriellen Infektionen und Lichen Planus finden sich Ulzera. Die
oralen Ulzera treten auch in ca. 9% der Féalle bei der chronisch entziindlichen
Erkrankung Morbus Crohn auf [35]. Ebenso sind sie bei der Collitis Ulzerosa in

der Mundhohle zu finden.
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Die Therapie der Ulzera ist von ihrer Ursache abhéngig. Reizfaktoren mussen
beseitigt werden. Nach Mdglichkeit muss die Grunderkrankung behandelt wer-

den, so kénnen z.B. virale Erkrankungen mit Virusstatika behandelt werden.

Die Ulzera dienen in den Untersuchungen als Beispiel von entzindlich veran-

dertem Gewebe.

Abbildung 7: Ulzera (Nr. 08 11345), 100x Vergro3erung, HE-Farbung

1.1.4.6 Dysplasie und Carcinom in situ

Dysplasien sind Veranderungen der Zellstrukturen. Hierbei werden vier Entdiffe-
renzierungsgrade unterschieden. Die Zellunterschiede werden anhand folgen-
der Tabelle erfasst und kdnnen dadurch einem der Grade zugeordnet werden
(siehe Tabelle 1, 2 und Abbildung 8).
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abnorme Variation der KerngroRe

irreguldre Epithelschichtung
Verlust der Basalzellpolaritat
Zunahme der Mitoserate
Tropfenformige Retezapfen
abnorme oberflachliche Mitosen
Dyskeratose
Keratin in Retezapfen

Kernpleomorphismus
abnorme ZellgroRRe
abnorme Zellform
Zunahme der Kern-Plasma Relation
Zunahme der KerngrofRle
Atypische Mitosefiguren
Zunahme der Anzahl und Gr6Re der Kerne

Tabelle 1: Kriterien flir eine Dysplasie [29]

Normale Mukosa Hyperplasie
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Abbildung 8: Bilder von Forastiere A. et al. [42]. HE-F&rbung von histopathologischen Schnit-

ten zur Darstellung von Zellveranderungen/-Strukturen der verschiedenen Dysplasiegrade, des

Carcinom in situ, sowie des invasiven Karzinoms.
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1.Plattenepithelhyperplasie Plattenepithelhyperplasie
Basal/parabasale Zellhy-

geringgradige Dysplasie SIN 1 perplasie*

mittelgradige Dysplasie SIN 2 Atypische Hyperplasie**

hochgradige Dysplasie SIN 3*** Atypische Hyperplasie**

Carcinoma in situ SIN 3*** Carcinoma in situ

Tabelle 2: Klassifikationsschema: Histologische Kennzeichen der Prakanzerosen [29].

Laut Tabelle 2 definiert die WHO folgendermal3en:

Hyperplasie

Die Hyperplasie beschreibt die Zunahme der Zellanzahl. Dies kann entweder im
Stratum spinosum (Akanthose) oder Str. basale/parabasale statt finden. Die
Struktur der Zellen zeigt eine regelméfige Schichtung ohne Atypien.

Dysplasie/Intraepitheliale Plattenepithelneoplasie/Atypische Hyperplasie
Dysplasie bezeichnet eine gestorte Plattenepithelarchitektur. Die intraepitheliale
Plattenepithelneoplasie und atypische epitheliale Hyperplasie werden synonym
verwendet. Es ist schwierig, zwischen der epithelialen Hyperplasie und der ge-
ringgradigen Dysplasie zu unterschieden.

Geringgradige Dysplasie
Die gestorte Plattepithelarchitektur bezieht sich auf das untere Drittel des Epi-

thels. Zusatzlich gibt es zytologische Atypien.
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Mittelgradige Dysplasie
Die gestorte Plattenepithelarchitektur dehnt sich bis ins mittlere Drittel des Epi-

thels aus. Zytologische Atypien kommen vor.

Schwergradige Dysplasie
Mehr als zwei Drittel des Epithels sind von der gestorten Plattenepithelarchitek-

tur und zytologischen Atypien betroffen.

Carcinoma in situ
Hier finden bereits maligne Transformationen und eine Aufhebung der Epithel-

schichtung statt, jedoch keine Stromainvasion.

1.1.5 Diagnostik

Der wichtigste Schritt bei der Friherkennung von oralen Prakanzerosen bleibt

eine gezielte Anamnese und eine grundliche klinische Diagnostik.

Papanicolaou entdeckte fir die vaginale Schleimhaut die Exfoliativzytologie
[43]. Sie ist fester Bestandteil der gyndkologischen Vorsorgeuntersuchung zur
Erkennung von Gebarmutterhalskrebs. In der Mundschleimhaut wandte Mont-
gomery das erste Mal dieses Verfahren, auch Birstenbiopsie genannt, an [44].
Heute betragt die Sensitivitdt 79% und die Spezifitdt 93%. In 80% der Falle
konnte in einer Untersuchung mit der oralen Blrstenbiopsie die Malignitat einer
Lasion erkannt werden [45]. Daher ist es weiterhin nétig, einen klinisch begrin-

deten Verdacht einer histomorphologischen Untersuchung zu unterziehen.

Eine weitere Moglichkeit stellt die Farbung der Schleimhaut mit Toluidinblau dar
[46]. Dabei wird Toluidinblau auf die betroffene Schleimhaut aufgetragen. Bleibt
die Blaufarbung auch nach Reinigung mit Essigsaure bestehen, kann dies auf
eine gestorte Verhornung hindeuten. Die Sensitivitat dieser Methode liegt bei
77%, die Spezifitat bei 67% [47].
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Zusatzlich gibt es die Moglichkeit der photodynamischen Diagnose mit 5-
Aminolavulinsaure. 5-ALA reichert sich im Tumorgewebe vermehrt an. Nach
Umwandlung in Protoporphyrin kann es Lichtenergie aufnehmen. Diese Metho-
de hat eine hohe Sensitivitat ( 96%), aber nur eine geringe Spezifitat ( 73%) mit
einer hohen Rate falsch positiver Ergebnisse [48].

Bleibt eine veranderte Schleimhautlasion langer als 14 Tage bestehen, so ist
der Goldstandard eine Biopsie mit histopathologischer Untersuchung [46]. Bei
einer Inzision sollte im Gegensatz zu einer in-toto Entfernung darauf geachtet
werden, dass das entnommene Gewebestlck reprasentativ fir seine Tiefen-
ausdehnung und den Randbereich ist. Eine Fadenmarkierung ist fur die spatere
histopathologische Untersuchung zur anatomischen Zuordnung nutzlich. Das
biopsierte Material wird fur die histopathologische Untersuchung entsprechend
aufbereitet und anschlieend untersucht. Eine Unterscheidung in Bezug zur
Malignitat der Prakanzerose muss getroffen werden (Grading). Bei einer histo-
logisch gesicherten Prékanzerose folgt nach Moglichkeit die vollstandige Exzi-

sion.

1.2 Antigene

1.2.1 Allgemeines

Die MAGE-A-Antigene wurden 1991 von Thierry Boon das erste Mal beschrie-
ben, hierbei handelte es sich im Speziellen um das MAGE-Al-Antigen [49].
MAGE steht fir ,Melanoma associated genes®, eine Genfamilie, die aus einer

humanen Melanomzelllinie kloniert wurde.

Die MAGE-Antigene werden in zwei Subgruppen unterteilt, die Gruppe I betrifft
die MAGE-Gene A, B, C (auch cancer/testis Antigene genannt) und die Gruppe
IT die, die im normalen menschlichen Organismus exprimiert werden [50]. Die
Gruppe I der MAGE-Gene wird vor allem in malignen Zellen beobachtet. Im
normalen Gewebe befinden sie sich auf den Keimzellen des Hoden, des Ovars

und der Plazenta [51-53]. Muller-Richter et al. konnte die Gruppe 1 der MAGE-
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Antigene 2008 auch in fetalen Keratinozyten nachweisen [54]. Diese Unterg-
ruppe verbindet eine Gemeinsamkeit. Sie beinhalten alle eine zentrale Region
von 200 Aminosauren, in deren Bereich sie eine Homologie aufweisen, die als
MAGE homology domain bezeichnet wird [55]. Dieser ist in Proteinen von multi-
zellularen Organismen wie Drosophila und Aspergillus vorhanden, jedoch nicht

in Einzellern [56].

Die MAGE-A-Antigenfamilie ist eine Untergruppe der Subgruppe 1 (C/T-
Antigene), die auf dem X-Chromosom 28 kodiert sind [57, 58], aus 12 Genen

bestehen und ursprunglich durch CTL Epitope Cloning entdeckt wurden.

Die Keimzellen im Hoden, der Plazenta und die fetalen Keratozyten sind im-
munprivilegierte Bereiche, hier werden keine MHC Molekile prasentiert, wes-
halb keine Peptidbindung stattfinden kann. Neben den MAGE-Antigenen sind
auch die GAGE und BAGE [59] Antigene in dieser Sparte anzusiedeln. Die
physiologische Funktion der MAGE-Antigene oder MAGE kodierten Proteinanti-
gene kennt man bis heute nicht im Detail. Ihre spontane Immunitat in Krebspa-
tienten ist sowohl zellular, als auch human [6]. Im Gegensatz zu anderen C/T-
Antigenen werden MAGE-A-Antigene von zytotoxischen T-Zellen und T-
Helferzellen erkannt und stellen somit vielversprechende Tumorantigene fur
eine Immuntherapie gegen Karzinome dar [49, 60]. Dies funktioniert bei MAGE-
Al folgendermaf3en: Es ist ein tumorspezifisches Peptid, das an Major Histo-
compatibility Komplexe binden kann, die dann mit T-Zellen reaktiv sind [61] und

somit die erhoffte Immunantwort auslosen.

Cancer/testis-Antigene sind intrazellulare Antigene, die aufgrund ihres tumorty-
pischen Expressionsmuster hervorragende Tumormarker sind [51, 54]. Auch
zeigte sich, dass Tumoren im Kopf-Hals-Bereich verschiedene MAGE-Antigene
unterschiedlich stark exprimieren. Hierbei ist MAGE-A4 das Gen, das mit der
grofldten Haufigkeit anzutreffen ist, gefolgt von MAGE-A3 und MAGE-A12, wie

Ries J. et al. 2009 in einer Untersuchung feststellen konnten [62].

-22 -



1.2.2 Funktion der MAGE-Antigene

MAGE-Antigene wurden schon in einem frihem Stadium der Spermatogenese
gefunden, sowohl MAGE-A1 als auch -A4 wurden im Zellkern und dem Zytop-
lasma von Spermatogonien und primaren Spermatozyten entdeckt, jedoch nicht

in Spermatiden und Sertoli Zellen [63].

MAGE-A-Antigene sind ausschlief3lich in den Keimzellen vorhanden. Dies legt
die Vermutung nahe, dass sie wéahrend der embryonalen Entwicklung eine Rol-
le spielen. In den Embryonalzellen sind wesentlich weniger CpG methyliert als
in normalen Zellen [50]. Nach der Embryonalentwicklung werden diese Gene
durch Methylierung der Promotoren deaktiviert. Es wurde festgestellt, dass die
Genaktivierung von MAGE durch Demethylierung von kritischen CpG-
Dinucleotiden geschieht. Aber auch andere Faktoren sind zur Expression dieser
Gene wichtig [64], wie zum Beispiel die Histondeacetylierung. Findet jetzt eine
Transformation von benigner zu maligner Zelle statt, so werden die MAGE-A-

Antigene wieder reaktiviert, was bedeutet, dass sie hypomethyliert werden [65].

Auch die Expression der MAGE-Al-Antigene findet hauptséchlich durch die
Demethylierung des Promotors und durch Histondeacetylierung statt. Die His-
tondeacetylierung fuhrt zu einer kompakten und transkriptionsaktiven Struktur
[66]. Diese zwei Vorgange sind laut Wischnewski et al. 2006 verantwortlich fur
die Mechanismen der Stilllegung der MAGE-A-Antigene nach der Embryonal-
entwicklung. Der Vorgang der Methylierung lauft folgendermaf3en ab. Methyl
CpG Bindungsproteine kdnnen Histondeacetylase veranlassen DNA zu methy-
lieren. Die zwei grof3en MAGE-A1 Promotoren haben Ets Bindungsseiten, wel-
che CpG Dinucleotide enthalten. CpG sind in Tumorzellen demethyliert, die
MAGE-A1 exprimieren, methyliert dagegen sind sie in denen, die das Gen nicht
exprimieren. Die Methylierung dieses Genes verhindert CpG Bindung von
Tranksriptionsfaktoren [67] und somit die Tumorgenese.

-23 -



1.2.3 Funktionen der MAGE-A-Antigene wahrend der Tumorge-

nese

Tumoren entstehen aus einzelnen Zellen durch klonale Proliferation. Die Zellen
erfahren irreversible genetische Verdnderung, deren Akkumulation zur Entar-
tung der Zelle fuhrt [68]. Die Bildung dieser anormalen Zellen steigt mit dem
Alter. Die Karzinogene verlauft meist tUber viele Jahre hinweg unbeobachtet, bis
die Auswirkungen sichtbar werden [69]. Es entstehen Mutationen in der DNA
und Aberrationen in den Chromosomen des Zellkernes.

Die menschliche Tumorentstehung ist oft mit einer DNA-Hypomethylierung der
Gene verbunden [67], ebenso werden die tumorassoziierten MAGE-A-Antigene
in vielen Karzinomen beobachtet [70]. Die verschiedenen MAGE-A-Antigene

wirken sich unterschiedlich férdernd auf die Tumorgenese aus.

Eine Untersuchung von Alan M. Gillespie und Robert E. Coleman 1999 zeigt,
dass diese Prozesse der MAGE-Al-Antigene durch Demethylierung des Pro-
motors und durch Histon-Deacetylierung nicht erst bei invasiven Vorgangen,
sondern durchaus schon in den Vorlauferlasionen stattfindet. Die beiden zeig-
ten in ihrer Arbeit, dass die Expression von MAGE-A1 in einer Vielfalt von po-
tenziell pramalignen epithelialen Ovarialkarzinomen vorkommt, was darauf hin-
deutet, dass die MAGE-Antigene auch schon bei Vorlauferlasionen im Mund

enthalten sein kénnen [65].

Fur das MAGE-A1 Protein wurde der Bindungspartner SKIP (ski interacting pro-
tein) gefunden [71]. SKIP kann Proteine miteinander interagieren lassen, die
sowohl aktivierend, als auch hemmend auf die Transkription wirken. MAGE-A1

inhibitiert die Expression von Genen, die zur Differenzierung notwendig sind.

Die MAGE-A2 und -A6 Antigene wurden dagegen mit einer Bindung an p53 und
p73 in Verbindung gebracht. Durch diese Bindung kdnnen sie deren Funktion
beeintrachtigen, das Zellwachstum steigern und die Apoptose verringern [72,
73].

=24 -



MAGE-A4 hingegen bindet an das Tumorprotein Gankyrin, welches einen des-
tabilisierenden Effekt auf pRB hat. Durch die Bindung von Gankyrin an pRB
findet folgender Prozess statt: Die DNA Synthese wird angeregt und es kommt
zu einem ungeplanten Eintritt von pRB in den Zellzyklus [74]. AuRerdem hemmt
es die Apoptose durch den Abbau von p53 [75].

Das MAGE-A11 kann die Androgen-Rezeptor Funktion erh6hen [76]. Eine Bin-
dung eines androgenen Hormons lost normalerweise eine Kaskade von Interak-
tionen aus. In einer normalen Prostatazelle wird ein Gleichgewicht zwischen
Apoptose und Proliferation gehalten. Die Hauptfunktion des Androgenrezeptors
ist ein DNA-gebundener Transkriptionsfaktor, der die Genexpression reguliert.

Bei einem Prostatakarzinom ist ihre Regulation gestort.

1.3 Fragestellungen

1.3.1 Erstes Ziel

Das frihe Erkennen von Prakanzerosen wird immer wichtiger. Valide Untersu-
chungen, die eine potenziell maligne Prakanzerose nachweisen, gibt es bisher
noch nicht. Hierzu wurden durchaus Ansétze gefunden, die in der klinischen
Anwendung aber noch nicht geniigend Sicherheit bieten. So sind heute als
diagnostische Hilfsmittel Toluidinblau, 5-Aminolévulinsdure, Autofluoreszenz
und die Burstenbiopsie, die bekannteste Methode, verwendbar. Jedoch ist nach
einer ausfuhrlichen klinischen Untersuchung meist immer noch die Skalpell-
biopsie der Goldstandard fiir die histopatholgische Begutachtung [77]. Hierbei
soll diese Untersuchung ansetzten. Ziel ist es, zu zeigen, ab welchem Stadium
der benignen/malignen Transformation der Mundschleimhaut es moglich ist,
MAGE-A-Antigene nachzuweisen und damit auch dem Pathologen die Méglich-
keit zu geben, maligne Transformationen sensitiver und spezifischer zu detek-
tieren [46].
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1.3.2 Zweites Ziel

Ein weiteres Ziel meiner Doktorarbeit ist es, durch die MAGE-A-Antigene
schwierige Untersuchungsstellen, wie die Randzonen der Carcinoma in situ und
der Dysplasien eindeutig darzustellen und somit eine sichere Grenze zwischen
gesunder und erkrankter Mundschleimhaut ziehen zu kdnnen. Dies ist sowohl
fir die Uberlebensrate als auch fiir die Rezidivrate eine wichtige Entscheidung,
da immer in gentigendem Abstand von ca. 0,5mm zum erkrankten Rand exzi-
diert werden muss. Der Abstand variiert nach dem Schweregrad der Erkran-
kung. In der dieser Arbeit zu Grunde liegenden Untersuchung versuchen wir mit
den MAGE-A-Antigenen, die nur in malignen Zellen exprimiert werden, das ein-
fache Erkennen zwischen maligner und benigner Schleimhaut auch bei noch
sehr geringgradigen Dysplasien zu ermdglichen. Besonders interessant sind
diese Bereiche durch die Feldkanzerisierung, welche bei Tabak- und Alkohol-
konsum vermehrt im oberen Verdauungstrakt auftreten und o6fters zu Rezidiven

durch das Belassen abnormer Zellen fuhren.
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2 Material und Methoden

2.1 Patienten

Die Formalin fixierten Patientenbiopsien wurden mit Hilfe des Suchsystems
.Pascal” retrospektiv in den Computern der Pathologie Wirzburg zuféllig aus-
gewahlt. Dabei wurden Patienten mit verschiedenen Prakanzerosen im Mund-
Kopf-Hals-Bereich ausgewahlt. Im Speziellen sind dies die Krankheiten Lichen
ruber planus, Leukoplakie ohne Dysplasien, Leukoplakien mit Dysplasien, Epu-
lis, Ulzera, Zahnsacken, follikulare Zysten, Dysplasien und Carcinomata in situ.
Auch Kombinationen aus beiden Erkrankungen waren moglich. Dabei stamm-
ten die Praparate aus der Mundhohle (Gaumen, Wange, Lippe, Mundboden,
Zunge), sowie dem Larynx (Kommissuren, Stimmlippen). Alter und Geschlecht

der Probanden wurden dabei durch Zufall bestimmit.

Anhand dieser Befundtexte konnten die entsprechend nummerierten Paraffin-
blocke in den Archiven der Pathologie gefunden werden. Zusatzlich wurden die
schon teilweise vorhandenen HE-gefarbten Praparate fur spater angestrebte
Vergleiche herausgesucht, zum Teil auch spater eigens dafir angefertigt. Die
Befundtexte wurden verschiedenen Gruppen zugeordnet. Insgesamt wurden
dabei 210 Patienten untersucht, wobei manche Proben aus mehreren getrenn-
ten Bereichen stammen konnten. So kann von einem Patienten Material aus
der Zunge und zusatzlich aus dem Larynx stammen, jedoch unterschiedliche
Diagnosen haben.

Die Gruppeneinteilung war wie folgt:
Gruppe 1: Zahnsackchen/follikulare Zyste

13 Patienten, davon 5 Manner und 8 Frauen.

Durchschnittsalter betragt 14 Jahre.
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Gruppe 2:Ulzera

25 Patienten, davon 16 Manner und 9 Frauen.

Das Durchschnittsalter betragt 67 Jahre.

Die Befundtexte enthalten folgende Diagnosen: schorfbedeckte Ulzeration, mit

chronisch/granulierter Entztindung, floride Ulzeration.

Gruppe 3:Epulis

26 Patienten, davon 11 Manner und 15 Frauen.

Das Durchschnittsalter betragt 47,2Jahre.

Die Befundtexte enthalten folgende Diagnosen: Epulis granulomatosa
(=Uberschissiges Granulationsgewebe), Epulis gigantocellularis (Riesenzelle-
pulis, mehrkernige Zellen mit resorptiven Eigenschaften) und Epulis fibromatosa
(enthalt kollagenreiches Bindegewebe).

In einigen Diagnosetexten sind zusatzlich Ulzerationen enthalten.

Gruppe 4: Lichen planus

26 Patienten, davon 13 Manner und 13 Frauen.

Das Durchschnittsalter betragt 55,6 Jahre.

Die Befundtexte enthalten folgende Diagnosen: Lichen ruber planus, Hyperpa-
rakeratose, Plattenepithelhyperplasie, chronische Entziindung, Interface Aktivi-
tat.

Gruppe 5: Leukoplakie ohne Dysplasie

32 Patienten, davon 19 Manner und 13 Frauen.

Das Durchschnittsalter betragt 57,1 Jahre.

Die Befundtexte enthalten folgende Diagnosen: Leukoplakie ohne Dysplasie,
bei einigen Patienten sind zusatzliche Befunde im Diagnosetext erhalten. Zum
Beispiel Parakeratose (=Verhornungsstorung, Zellkerne bis in die oberste
Schicht erhalten), Akanthose (=Verbreiterung der Stachelzellschicht Str. spino-

sum der Haut), Entziindung, verrucose Leukoplakie.
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Gruppe 6: Leukoplakie mit Dysplasie

24 Patienten, davon 14 Manner und 10 Frauen.

Das Durchschnittsalter betragt 61,7 Jahre.

Die Befundtexte enthalten folgende Diagnosen: Leukoplakie mit Dysplasie, Pa-
rakeratose, Hyperkeratose (verstarkte Verhornung des Plattenepithels der
Haut), verrucose/erosive Leukoplakie, zellulare Atypien. Die Dysplasien werden

hierbei in verschiedene Grade eingeteilt.

Gruppe 7: Dysplasie

26 Patienten, davon 16 Manner und 10 Frauen.

Das Durchschnittsalter betragt 63 Jahre.

Die Befundtexte enthalten folgende Diagnosen: Hyperplasie (Vergrof3erung des
Gewebes durch Zellteilung), verrucdse Dysplasie, Candida Besiedlung.

Die Dysplasien werden hierbei in verschiedene Grade eingeteilt, d.h. es gibt
geringe (Grad I), mafige (Grad II) und schwere (Grad III) Dysplasien. Diese
Grade geben den Differenzierungsgrad der Dysplasie wieder, was bedeutet, je
niedriger der Grad, desto besser ist die Dysplasie differenziert (siehe Einlei-
tung).

Gruppe 8 : Carcinomata in situ

38 Patienten, davon 30 Manner und 8 Frauen.

Das Durchschnittsalter betragt 66,8 Jahre.

Die Befundtexte enthalten folgende Diagnosen: Carcinom in situ, schwere
Dysplasien, manchmal herdférmiger, kleiner Ubergang in ein invasives PE-

Karzinom, Ulzera.

2.2 Datenschutz

Dem entnommenen Material der Patienten wird im Eingang in der Pathologie
jeweils eine Nummer zugeordnet. Durch diese Nummer ist der Datenschutz

auch wahrend meiner Untersuchungen gewahrleistet.
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2.3 Gerate und Chemikalien

2.3.1 Gerate

Schlittenmikrotom

Silanisierte und unsilanisierte Objekttrager
Zellulosepapier

Eindeckmaschine

Elektromikroskop

2.3.2 Chemikalien und Instrumente

EDTA-Puffer aus:

e TrisEDTAph9

e Aqua 11

e EDTA 1,49¢g

e Tris 12,119
Destilliertes Wasser
Xylol
Alkohol in verschiedenen Prozentzahlen (100%, 90%, 80%,
70%)
Wasserbad
Puffer PBS aus:

e 72g NaCl

e 14,89 Na;HPO,

o 4,39 KH,PO,
Priméarantikorper MAGE-A57B (von Prof. Giulio C. Spagnoli,
Onkologische Chirurgie, Institut chirurgische Forschung und
Klinikkmanagement, Universitatsklinik Basel, 4031 Basel,
Schweiz zur Verfigung gestellt).
Nachweissystem von der Firma DakoCytomation Inc., 6392 Via
Real, Carpinteria, California, 93013, USA
Von Advance tm HRP
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- Advance HRP Link (2ter AK): sekundarer Anti-Maus und Anti-
Kaninchen in Tris HCL Puffer mit Stabilisierungsprotein und an-
timikrobiellen Stoff

- Advance tm HRP Enzym (3ter AK): mit Meerrettichperoxidase
polymerisierte AK in Tris HCL Puffer mit Stabilisierungsprotei-
nen und antimikrobiellen Wirkstoff

- DAB: Dako Dab+Chromosom Mischung

- Puffer 200m| DAB 4ml

- Puffer 200ml DAB 2ml

- Hamatoxylin 1:5 verdiinnt

- Verdinnungslésung

2.4 Studienbeschreibung

Die Paraffinblécke wurden auf einer (—20°C) kalter Eisplatte vorgekihlt. Daraus
wurden die 3um dicken Schnitte mit Hilfe des Schlittenmikrotoms angefertigt. Im
Anschluss an dieses Verfahren wurden die Schnitte ins Kaltwasserbad getaucht
und dort auf silanisierte Objekttrager aufgezogen (fur zusétzlich angefertigte HE
Schnitte wurden unbeschichtete Objekttrager verwendet). Danach wurden die
Schnitte im Warmwasserbad (ca. 65°C) faltenfrei aufgezogen. Sie trockneten in
Standern und wurden mittels ,Tupftechnik® abgetupft. Bei Anwendung dieser
Technik wird mit einem Zellulosetuch das Wasser zwischen Objekttrager und
Paraffinmaterial aufgesogen, allerdings ist dies nur auf silanisierten Tragern
notwendig, da hier oft die Gefahr des Abschwimmen der Schnitte besteht. Nach
dieser Vorbereitung wurden die Schnitte Gber Nacht getrocknet, bevor mit der

Farbung begonnen wurde.

2.4.1 Farbeprotokoll

Im ersten Schritt erfolgte die Entparaffinierung der Schnitte. Dies geschah in-
dem die entnommenen Proben 25min in Xylol eingelegt wurden und danach
durch eine absteigende Alkoholreihe gezogen wurden, bis jeweils keine Schlie-

ren mehr auftraten (2x100%, 2x90%, 2x 80%, 2x70%). Falls dennoch Schlieren
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auftraten, musste der Schnitt 5min im Alkohol stehen gelassen werden. Durch
die zweifache Verwendung von jeweils der gleichen Alkoholprozentzahl soll ei-
ne Vermischung durch den vorigen Prozentanteil des Alkohols méglichst gering
gehalten werden. AnschlielRend wurden die Schnitte gut mit destilliertem Was-
ser gespult. Nach dem Einsortieren der Schnitte in EDTA Puffer mit PH 9.0,
wurden diese fir 4 min auf maximale Leistung, bei ca. 900W in der Mikrowelle
gekocht, wobei hier alle paar Minuten der Pufferstand im Gefal3 kontrolliert wur-
de um die Gefahr des Austrocknens der Schnitte zu verhindern. Anschlie3end
wurde das Gefald mit Inhalt sofort fir weitere 10min bei 180 Watt gekdchelt,
dabei wurde abermals haufig der Pufferstand kontrolliert. Nach erfolgter Spu-
lung mit destilliertem Wasser wurden die Objekttrager in das Shandon System
mit Coverplates Uberfuhrt (von der Anatomical Pathology International 93
Chedvik Road Asthma, Runcorn). Dieses System lasst zwischen dem Objekt-
trdger und dem Coverplate eine Losungsmenge von 100ul zu. Das Reagenz
bleibt solange in der Liicke zwischen Schnitt und Coverplate, bis von oben eine
neue LAsung nachgelegt wird. Durch den Druck verlasst die alte Losung das
Coverplate und das neue Reagenz kann auf den Schnitt einwirken.

Farbung:

Es wurden immer 100ul Reagenz pro Schnitt verwendet. Zuerst wurde fir den
Testlauf 5 min Puffer in die Coverplates gefillt. Dieser Test dient dazu, even-
tuell vorhandene Luftblasen zwischen Objekttrager und Coverplate zu entde-
cken, da sonst die folgenden Reagenzien zu schnell durch die Coverplates lau-
fen wirden. Nach diesem Kontrollgang wurde der Primarantikkérper MAGE-A
57B 1:100 verdiinnt mit 100ul pro Coverplate pipettiert. Dieser musste fur eine
Stunde belassen werden, danach wurde jeder Schnitt 2x5 min mit Puffer gewa-
schen. Jetzt wurden 100ul des 2ten Antikdrper pipettiert und fir 20 min belas-
sen, hinterher 2x5min mit Puffer gewaschen, bevor anschlieRend der 3te Anti-
korper, je 100ul, fur 30min belassen, danach 2x5 min mit Puffer gewaschen
wurde. Als Farbereagenz wurde fur 10 min DAB pipettiert, dieses wurde an-
schlieRend ebenfalls 2x5 min mit Puffer abgewaschen. Nun konnten die Objekt-

trdger aus den Coverplates heraus, in Stander einsortiert werden, um mit der
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Nachbereitung der Schnitte beginnen zu kdnnen. Hier wurden sie 3 min gegen-
gefarbt mit Hamatoxylin und fir die Farbereaktion 10 min mit Leitungswasser
gewaschen. Hinterher wurden sie in Alkohol getaucht, konnten 25min im Brut-
schrank trocknen, oder durch eine aufsteigende Alkoholreihe gezogen werden
und anschlieRend mit dem Eindeckautomat eingedeckt werden.

2.5 Auswertung

2.5.1 Hard und Software

Fur die Literaturibersicht wurde End-Note verwendet, die Statistik wurde mit
Hilfe des Lehrstuhles fur Mathematik und Statistik an der Universitat Wrzburg
(Leitung Prof. Dr. Michael Falk) mit SAPS 15.0.1 ausgewertet.

2.5.2 HE-Farbungen

Die HE-Farbung stellt eine Standardfarbung in der histopathologischen Unter-
suchung dar. Hamalaun farbt alle basophilen Strukturen blau (insbesondere
Zellkerne mit der enthaltenden DNA und das raue Endoplasmatische Retiku-
lum). Alle eosinophilen Strukturen, sowie die Plasmaproteine werden rot ge-
farbt.

2.5.3 Die MAGE-A-Antikdrper Farbung

Der Antikorper fur die immunhistochemische Férbung ist ein muriner monoklo-
naler Antikérper. Dieser bindet an spezifische Oberflachenproteine und entfaltet
seine Wirkung je nach Oberflachenprotein [78]. Der Antikdrper 57B reagiert ge-
gen eine grolRere Gruppe MAGE-A-Antigene und ihren Untergruppen. Es wurde
inzwischen herausgefunden, dass der monoklonale Antikérper 57B nicht gegen
alle MAGE Gruppen wirksam ist, sondern hauptsachlich gegen MAGE-Gen-Al,
-A3, -A4, -A6, -Al12 [59], wobei sich verschiedenen Studien hier hinsichtlich z.B.
MAGE-A2 unterscheiden [79, 80]. Er ist nicht gegen MAGE -A8, -A9, -A10, -
A1l wirksam [81]. Es zeigte sich jedoch auch, dass der Antikdrper 57B eine der
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starksten Farbereaktionen im Verhdltnis zu anderen, wie MA 454 (MAGE-A1)
oder ES121 (NY-ESO-1)zeigt [53]. Er prasentiert ein geringeres Farbeverhal-
ten, als z.B. CT7 [82].

Bei positiver Farbung farben sich die Zellkerne braun und das restliche Gewebe
lila/blassblau. Bei negativen Ergebnissen farbt sich das komplette Gewebe Ii-
la/blassblau.

Die fertigen Praparate wurden mit Hilfe des Lichtmikroskops untersucht (Stan-
dard 20 von Zeiss), ausgewertet und in den VergroRerungen (40fach, 100fach,
200fach) fotodokumentiert. Die direkte Beurteilung im Vergleich erfolgte nach

Digitalisierung der Fotos mit Hilfe des Score Indexes.

Der Antikorper wurde freundlicherweise von Prof. Giulio C. Spagnoli (onkologi-
sche Chirurgie, Institut far chirurgische Forschung und Klinikmanagement, Uni-
versitatsklinik Basel, 4031 Basel, Schweiz) zur Verfigung gestellt. Zur Zichtung
wurden rekombinante MAGE-A3-Antigene verwendet, in diesen immunhistolo-
gischen Schnitten erkennt der Antikérper die Antigene aus dem gesamten Pra-

parat, sowohl im Zellkern, als auch im Zytoplasma einer Zelle [83].

2.5.3.1 Methoden der Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ist eine Methode zur Identifizierung zellularer Bestand-
teile oder Gewebebestandteile mittels Antigen-Antikdrper Reaktion. Hierbei gibt
es zwei verschiedene Methoden, die indirekte und die direkte. Die Farbungen
wurden mit der indirekten 3-Schritt Methode durchgefiihrt. Bei dieser Methode
bindet ein unkonjungierter Primarantikdrper an das Antigen. Es folgt ein zweiter
enzymmarkierter Antikdrper, welcher gegen das Fc-Fragment des ersten ge-
richtet ist. Wenn der erste Antikdrper aus der Maus ist, darf der zweite nur aus
einem anderen Tier, wie zum Beispiel Kaninchen stammen. Ein dritter Antikor-
per folgt, welcher enzymgekoppelt ist (siehe Abbildung 9). Danach kommt das

Substrat ,Chromogenreaktion®. Diese Methode ist um ein vielfaches empfindli-
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cher, als die 2-Schritt Methode oder die direkte Methode, da mehr Enzymmole-
kile zum Gewebsantigen gelangen, es folgt eine starkere Farbintensitat. Aller-

dings besteht hier eine hohere Gefahr der Kreuzreaktion [84].

Tertiarantikorper, enzymgekoppelt,
(Anti-Kaninchen,z B. Ziege)

Sekundarantikérper enzymgekoppelt,
(Anti-Maus,z B. Kaninchen)

Priméarantikérper(Maus)

Abbildung 9: indirekte 3-Schritt-Methode

2.5.4 Auszéhlung der gefarbten Zellen mittels Score-
Beurteilung

Die Praparate wurden mit Hilfe eines Scores beurteilt. Der Score wurde nach
einem Schema von Remmele, in einer Modifikation von seiner ersten Score
Beurteilung von 1986 durchgefihrt [85]. Diese Beurteilung gab den geringsten
InterObserverVariation (=beste Ubereinstimmung der Resultate) einzelner Un-
tersuchungen. Der Score setzt sich aus zwei Parametern zusammen. Aus Sl,
was die Starke der Farbung angibt und aus PP, was den prozentual gefarbten
Anteil des Praparates angibt. Aus diesen zwei Parametern ergibt sich der im-

munreaktive Score durch Multiplikation.
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(1) Sl wird in 4 Stufen unterteilt:
Stufe 0: negativ
Stufe 1: schwach positiv
Stufe 2: maRig positiv
Stufe 3: stark positiv

(2) PP wird in 5 Stufen eingeteilt
Stufe 0: negativ
Stufe 1: <10%positive Zellen
Stufe 2: 10-50% positive Zellen
Stufe 3: 51-80% positive Zellen
Stufe 4: >80% positive Zellen

IRS ergibt sich aus SI multipliziert mit PP.
Die IRS Skala kann die Werte 0,1,2,3,4,6,8,9,12 annehmen.

2.6 Angaben zur Statistik

Die Untersuchung der Lasionsréander wurde mit Hilfe von 5 Pathologen durch-
gefiihrt. Diese bewerteten die Lasionsrander zwischen gesunder und erkrankter
Mundschleimhaut auf einer Skala von ,minus zwei“ bis ,plus zwei“. ,Minus zwei“
bedeutet hierbei, dass die herkdmmliche Farbung mit HE bessere Resultate
bringt. Das Ergebnis ,Null“ sagt aus, dass die HE-Farbung und die MAGE-
Farbung gleich gut sind und ,Plus Zwei“ heil3t, dass die MAGE-Farbung we-

sentlich besser ist (siehe Tabelle 3).

HE und MAGE
HE viel HE gleich gut zu MAGE MAGE viel
besser besser beurteilen besser |besser
-2 -1 0 1 2

Tabelle 3: Bewertungsbogen fur die Pathologen
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Diese Ergebnisse wurden mit Hilfe des Wilcoxon-signed-Rank und mit dem

Kruskal-Wallis-Test ausgewertet.

Der Kruskal-Wallis-Test ist ein nicht-parametischer, statistischer Test, bei dem
iIm Rahmen einer Varianzanalyse verglichen wird, ob sich unabhangige Grup-
pen hinsichtlich einer skalierten Variable unterscheiden. Mit dem Kruskal-
Wallis-Test wurden die verschiedenen Dysplasiegrade 1/ 11 / 111 getrennt auf ihre

Signifikanz geprift.

Der Wilcoxon-signed-Rank Test ist ein nicht-parametischer Test. Dieser dient
dazu, signifikante starke Abweichungen der Angaben der Pathologen unterei-
nander zu vergleichen. Dieser kann zwei gepaarte Stichproben, oder auch meh-

rere, wie in diesem Fall, auf ihre Gleichheit prufen.

Diese Untersuchung wurde zweimal durchgefihrt. In der ersten Untersuchung
war es den Pathologen moglich, dass ganze Préaparat zu betrachten und eigene
Ubergangsbereiche zwischen gesundem und erkranktem Gewebe zu identifizie-
ren. Im zweiten Durchlauf wurde ihnen ein photographierter Bereich vorgelegt,
in dem der Ubergang benigne/maligne Schleimhaut genau festlegt war. Dies
wurde mit Hilfe einer PowerPoint Prasentation prasentiert (Die Prasentation
befindet sich im Anhang). Fur diese beiden Durchgénge wurden jeweils diesel-
ben Praparate verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Positivkontrolle

Als Positivkontrolle dienten Préaparate aus der Plazenta, dem Hoden und ein
invasives Karzinom aus der Wange. Diese zeigten alle deutliche Reaktionen mit
dem Antikérper, wie auch schon vergangene Untersuchungen beweisen konn-
ten [86]. Die Ansicht einer solchen Positivkontrolle ist in Abbildung 10 darges-
tellt.

Abbildung 10: Expression von MAGE-A-Antigenen in normalen Zellen und einem invasiven

Karzinom
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3.2 MAGE-A in oralen Schleimhautlasionen

3.2.1 Zahnsackchen/ Zysten

Von den 13 Praparaten konnte bei keinem ein Antigennachweis erbracht wer-
den. Abbildung 11 zeigt eine HE-Farbung ohne MAGE-A-Antigennachweis ei-

ner nicht gefarbten follikularen Zyste in zwei verschiedenen VergréRerungen.

- BRI

Abbildung 11: nicht gefarbte follikulare Zyste (Nr.03 22096), 100x VergroéRerung (A), 200x (B)
mit Antikorper MAGE 57B

3.2.2 Ulzera

Von den 25 Untersuchungen erbrachte kein Praparat einen Antigennachweis.
Abbildung 12 zeigt eine HE-Farbung ohne MAGE-A-Antigennachweis eines

nicht gefarbten Ulcus in zwei verschiedenen Vergrof3erungen.
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Abbildung 12: nicht gefarbtes Ulcus (Nr.08 11345), 100x VergrofRerung (A), 200x (B) mit Anti-
koérper MAGE 57B

3.2.3 Epulis

Von den 26 untersuchten Praparaten zeigte keines einen Nachweis fir die
MAGE-A-Antigene. Die Praparate stellten sich somit als reine HE-Farbung dar.
Abbildung 13 zeigt eine nicht angefarbte Epulis granulomatosa in zwei ver-
schiedenen VergrolZerungen.

Abbildung 13: nicht gefarbte Epulis granulomatosa (Nr. 06 24776), 100x Vergro3erung (A),
200x (B) mit Antikdrper MAGE 57B
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3.2.4 Lichen planus

Keines der 26 Praparate zeigte einen Antigennachweis. Abbildung 14 zeigt eine
HE-Farbung ohne MAGE-A-Antigennachweis eines Lichen planus in zwei ver-
schiedenen VergrofRerungen.
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Abbildung 14: nicht angefarbter Lichen planus (Nr.08 1629), 100x VergréRerung (A), 200x (B)
mit Antikdrper MAGE 57B

3.2.5 Leukoplakie ohne Dysplasie

Es wurden 33 Praparate untersucht, die, von einer Ausnahme abgesehen, kei-
nen Nachweis fur die gesuchten Antigene zeigten. Laut Befundtext handelte es
sich bei diesem Fall um eine Leukoplakie ohne Dysplasie des Gaumens mit
erosiver Entziindung. Abbildung 15 zeigt eine HE-Farbung einer Leukoplakie

ohne MAGE-A-Antigennachweis in zwei verschiedenen Vergrof3erungen.
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Abbildung 15: nicht gefarbte Leukoplakie (Nr. 07 10026.2), 100x Vergrof3erung (A), 200x (B)
mit Antikdrper MAGE 57B

3.2.6 Leukoplakie mit Dysplasie

Bei der Leukoplakie mit Dysplasie zeigten sich 8 von 24 untersuchten Prapara-
ten positiv, d.h. 33,33% und 66,67% negativ. Hier wurde der geringste Durch-
schnittsscore der drei gefarbten pramalignen Erkrankungen mit 2,4 erreicht.
Abbildung 16 zeigt eine immunhistochemische Farbung einer Leukoplakie mit
Dysplasie.

Abbildung 16: Leu+Dys (Nr. 06 7589.2), 100x Vergrof3erung (A), 200x (B) braune Epithelfar-
bung der Dysplasie mit Antikérper MAGE 57B
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3.2.7 Dysplasie

Bei der Dysplasie wurden 26 Falle untersucht, dabei waren 65,38% positiv, d.h.
17 Praparate zeigten einen positiven, 9 Stuck einen negativen Score. Betrach-
tet man den Score in Abhangigkeit vom Grading, dann kann man keine Korrela-
tion zwischen diesen beiden Parametern feststellen, PP und Sl hingegen zei-
gen eine Korrelation, was bedeutet, dass mit wachsender Prozentzahl der
Dysplasiefarbung, die Farbung auch intensivierter wird. Der Durchschnittsscore
liegt bei 3,2 und somit etwas niedriger, als bei den Carcinomata in situ. Die Far-
bereaktion wird in Abbildung 17 sichtbar.

Abbildung 17: Dys (Nr. 05 703), 100x VergréRerung (A), 200x (B) braune Epithelfarbung der
Dysplasie mit Antikrper MAGE 57B

3.2.8 Carcinomata in situ

Bei den 38 Praparaten mit dem Befundtext Carcinoma in situ waren 23/38 bei
den Untersuchungen positiv gefarbt, was bedeutet, dass 60,53% eine Féarbung
zeigten, und 39,47% negativ waren. Der Durchschnittsscore liegt bei 3,8. Die

Abbildung 18 zeigt die Farbungen eines Carcinom in situ.
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Abbildung 18: Cis (Nr. 04 7931), 100x VergréRerung (A), 200x (B) braune Epithelfarbung mit
Antikdrper MAGE 57B

3.2.9 Grading im Vergleich

3.2.9.1 Grading im Verhéaltnis zu Anfarbequote

In folgendem Diagramm (Abbildung 19) ist dargestellt, dass die prozentual hau-
figste Farbung beim Grad 2 und 3 liegt. Die HOohe der Entdifferenzierung ist
nicht linear mit der prozentualen Anfarbung korreliert. Bei Grad I ist die gering-
ste Abfarbung zu finden und bei Grad II und III die héchste.

Aus Tabelle 4 ist zudem ersichtlich, wie grol3 die Gruppengrdél3en der verschie-
denen Gradings sind und das insgesamt deutlich mehr Praparate von Méannern
untersucht wurden. Das Alter steigt mit dem Differenzierungsgrad III auf

67Lebensjahre an.

-44 -



70%

60%

50%

Abhangigkeit des Grading zur prozentualen

Anfarbung des Praparates

—

e 40%
M)
o
& 30%
20%
10%
0%
1 3
Grading
Abbildung 19: Grading in Relation zur prozentualen Anfarbung
Patienten Grad Score Manner Frauen Alter positive
34 1 2,46 19 12 64 41,90%
16 2 3,56 9 7 57,2 62,50%
42 3 3,69 33 9 67,23 59,50%

3.2.9.2 Grading im Verhaltnis zum Score

Das Grading im Verhdltnis zum Score verdeutlicht, dass der Score beim gut
differenzierten Gewebe des Grades I sehr gering ist. Den stérksten Score fin-

den wir bei Grad III mit 3,7 Punkten und den kleinsten bei Grad I mit 2,4 Punk-

Tabelle 4: prozentuale Anfarbung zum Grading

ten (siehe Tabelle 4 und Abbildung 20).
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Abbildung 20: Grading in Relation zum Score

3.3 Beurteilung der Resektionsrander

Bei der Beurteilung der Resektionsgrenzen stellte sich heraus, dass sich die
Ubergange von erkranktem zu gesundem Gewebe sehr gut darstellen lassen
und die Grenze zwischen den verschiedenen Geweben eindeutig sichtbar wird.
Zur Veranschaulichung dienen Abbildung 21 A und B, ein Carcinom in situ. Hier
wird das MAGE 57B gefarbte Praparat mit einem HE gefarbtem Préparat vergli-
chen. Dabei lasst sich erkennen, dass auf dem MAGE 57B gefarbten Préparat
die Grenze zwischen benigner und maligner Schleimhaut eindeutig sichtbar
wird. Ebenso bei der Abbildung 22, einer Dysplasie, und der Abbildung 23, ei-
ner Dysplasie mit Leukoplakie. Sowohl bei der Dysplasie, bei der Dysplasie in
Verbindung mit der Leukoplakie und dem Carcinom in situ sind gut sichtbare
Grenzen zwischen benigner und maligner Schleimhaut erkenntlich. Auch konn-

te man bei jedem der Dyplasiegrade I-11I zu diesem Ergebnis gelangen.
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Abbildung 21: Vergleich der Farbemethoden eines Cis (Nr. 04 1124): (A) 100x VergrofRerung
mit Antikérper 57B: Das Carcinom ist durch den MAGE-A-Antikdrper 57B gefarbt. Es ist eine
deutliche Abgrenzung zur regularen Epithelschichtung im gesunden, HE-geférbten Praparat
sichtbar. (B) 100 x VergroRerung der HE-Farbung. Der Pfeil markiert die Grenze zwischen dem

Carcinom in situ mit aufgehobener Zellschichtung und dem reguléren Epithel.

Abbildung 22: Vergleich der Farbemethoden bei einer Dysplasie Grad III (Nr. 08 6173): (A)
100x VergrolRerung mit Antikérper 57B. Die Dysplasie Grad III ist durch den MAGE-A-
Antikdrper 57B gefarbt, man erkennt dysplastische Bereiche mit Basalzellhyperplasien, unge-
richteter Zellschichtung und verminderter Zelladhasion. In der Vergréf3erung sind versprengten
Zellen im subepithelialen Bereich sichtbar. (B) 100x VergrofRerung der HE-Farbung. Der Pfeil

markiert den Ubergang der Dysplasie in regulares Epithel mit Entziindungszellen.
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Abbildung 23: Vergleich der Farbemethoden einer Leu+ Dys (Nr. 06 7589.2): (A) 100x Vergro-
Berung mit Antikérper 57B. Eine deutliche Grenze zwischen der Dysplasie Grad 1I (durch
MAGE-A-Antikdrper 57B gefarbt) und der reguléaren Epithelschichtung (HE-gefarbt) ist erkenn-
bar. (B) 100x VergroRerung der HE-Farbung. Der Pfeil markiert den Ubergang der leicht-

maRigen Dysplasie in das regulér geschichtete Epithel.

3.3.1 Ergebnisse der Inter observer Untersuchung

Es wurden 9 Dysplasien mit Grad III, 4 Dysplasien mit Grad II und 5 Dysplasien
mit Grad I untersucht. Bei der Untersuchung der Resektionsrander mit der Inter
observer Untersuchung kam folgendes Ergebnis zustande. Die HE-Farbung
wurde einmal als ,viel besser” bewertet. Die HE Farbung wurde von 22 Unter-
suchern als ,besser” gewertet, wahrend die ,neutrale“ Beurteilung 34mal erfolg-
te. Die MAGE-Farbung wurde 28-mal als ,besser‘ angegeben und die MAGE-
Farbung wurde 2-mal mit ,viel besser” bewertet. Dies bedeutet, dass im Schnitt,
bei Beachtung der Wertung von -2 bis +2, 6fters positive Ergebnisse fur die
MAGE-Farbung angegeben wurden (die Prasentation, die es zu beurteilen galt,

befindet sich im Anhang).

3.3.2 Ergebnisse der Untersuchung mit den Praparaten

Es wurden in dieser Untersuchung ebenso 9 Dysplasien mit Grad III, 4 Dyspla-
sien des Grades II und 5 Dysplasien vom Grad I untersucht. Diese Methode

wurde insgesamt weniger effektiv als die vorhergehende Untersuchung einges-
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tuft. Das HE Praparat als ,viel besser” wurde von keinem Untersucher ausge-
wahlt, das HE Praparat als ,besser” wurde 30 mal bewertet, als ,neutral® wur-
den die Praparate 34 mal bewertet. 29 mal wurde die MAGE-Farbung als ,bes-

ser” beurteilt und 2 mal als ,viel besser”.

3.4 Ergebnisse der statistischen Analyse

3.4.1 Ergebnisse des Wilcoxon Test fur die Untersuchung der

Fotos

Es qilt die Hypothese zu beweisen: ,Die MAGE-A-Antikorper-Farbung ist besser
als die HE-Farbung fur die Darstellung der Randbereiche zwischen benigner
und maligner Schleimhaut®. Eine statistische Signifikanz wird angenommen,

wenn p auf dem Niveau < 0,05 liegt.

Dysplasie Grad I
Es zeigt sich keine Signifikanz fir die Dysplasie des Grades I, da p>0,8624

(siehe Tabelle5). Das heil3t, die neue Methode wurde hier weder als ,besser”

noch ,schlechter” klassifiziert.

Test for
Location:
MUO0=0
Test Statistic pValue
Student's T 0.177618 Pr>|t| 0.8599
Sign M 0.5 Pr>= |M| 36526
Signed
Rank S 6 Pr>=|S| 0.8624

Tabelle 5: statistische Analyse des Dysplasiegrades I mit dem Wilcoxon Test

Dysplasie Grad II
Es zeigte sich eine Signifikanz bei der Untersuchung mit den Fotos der Dyspla-
sie Grad II da p<0,0458 (siehe Tabelle 6), d.h. die neue Methode wurde hier als

besser klassifiziert.
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Test for
Location:
MU==0
Test Statistic pValue
Student's T 2318153 Pr>|t| 0.0297
Sign M 4 Pr>=|M| 0.0768
Signed
Rank S 38 Pr>=|S| 0.0458

Tabelle 6: statistische Analyse des Dysplasiegrades II mit dem Wilcoxon Test

Dysplasie Grad III

Es zeigte sich keine Signifikanz bei der Dysplasie vom Grad III, da p=1(siehe
Tabelle 7).

Test for
Location:
MU==0
Test Statistic pValue
Student's T -0,27085 Pr>|t| 0.7894
Sign M -0,5 Pr>=|M| 1
Signed
Rank S -3,5 Pr>=|S| 1

Tabelle 7: statistische Analyse des Dysplasiegrades III mit dem Wilcoxon Test

3.4.2 Ergebnisse des Wilcoxon Test fur die Fotos aller drei
Dysplasiegrade zusammen

Es konnte kein signifikantes Ergebnis fir alle Dysplasien zusammengefasst

nachgewiesen werden, da p=0,2194 (siehe Tabelle 8).
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Test for
Location:
MU==0
Test Statistic pValue
Student's T 1,234575 Pr>|t| 0,2203
Sign M 4 Pr>=|M| 0,30409
Signed
Rank S 129 Pr>=|S| 0,2194

Tabelle 8: statistische Analyse fiir alle drei Dysplasiegrade mit dem Wilcoxon Test

3.4.3 Ergebnisse des Kruskal Wallis bei den Fotos

Der Kruskal Wallis Test dient dazu, zu beurteilen, ob es sehr starke Abwei-
chungen innerhalb der verschiedenen Bewertungen untereinander gegeben
hat. Da p=0,1469 gab es keine starken Abweichungen/Meinungen der Patholo-

gen untereinander (siehe Tabelle 9).

Kruskal-

Wallis Test

Chi Square 3,8365
DF 2
Pr>Chi-

Squae 0,1469

Tabelle 9: statistische Analyse fiir die Abweichung der Bewertungen mit dem Kruskal Wallis
Test

3.4.4 Ergebnisse des Wilcoxon Test fir die Praparate der drei

verschiedenen Gradings getrennt

Dysplasie Grad I
Kein signifikantes Ergebnis fir die Dysplasie vom Grad I, da p21 (siehe Tabelle
10).

-51 -



Test for

Location:

MU==

Test Statistic pValue

Student's |T 0|Pr>|t|

Sign M -0,5|Pr>= |M|

Signed

Rank S 0| Pr>=|S]| 1

Dysplasie Grad II

Tabelle 10: statistische Analyse des Dysplasiegrades I mit dem Wilcoxon Test

Kein signifikantes Ergebnis fur die Dysplasie mit Grad II, da p>0,2101 (siehe
Tabelle 11).

Test for
Location:
MU==0
Test Statistic pValue
Student's T 1,540658 Pr>|t| 0,1365
Sign M 3 Pr>= |M| 0,2101
Signed
Rank S 25,5 Pr>=|S| 0,2101

Dysplasie Grad III

Tabelle 11: statistische Analyse des Dysplasiegrades II mit dem Wilcoxon Test

Keine Signifikanz bei der Dysplasie des Grades III zu sehen, da p=1,00 (siehe
Tabelle 12).

Test for
Location:
MU==0
Test Statistic pValue
Student's T 0,236743 Pr>|t| 0,8154
Sign M 0 Pr>=|M| 1
Signed
Rank S 3,5 Pr>=|S| 1
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Tabelle 12: statistische Analyse des Dysplasiegrades III mit dem Wilcoxon Test




3.4.5 Ergebnisse des Wilcoxon Test fir die Praparate aller drei

Grading zusammen

Auch bei der Zusammenfassung aller drei Gradings konnte keine Signifikanz fir
die neue Farbemethode im Randbereich nachgewiesen werden, da p=0,3806
(siehe Tabelle 13).

Test for
Location:
MU==0
Test Statistic pValue
Student's T 0,880818 Pr>|t| 0,3808
Sign M 2,5 Pr>=|M| 0,5966
Signed
Rank S 98,5 Pr>=|S| 0,3806

Tabelle 13: statistische Analyse fiir alle drei Dysplasiegrade mit dem Wilcoxon Test

3.4.6 Ergebnisse des Kruskal Wallis Test fir die Praparate

Es wurden keine signifikanten Abweichungen der Untersucher untereinander
festgestellt, da p=0,45 (siehe Tabelle 14).

Kruskal-
Wallis Test
Chi Square 1,5906
DF 2
Pr>Chi-
Squae 0,4515

Tabelle 14: statistische Analyse fur die Abweichung der Bewertungen mit dem Kruskal Wallis
Test
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4 Diskussion

4.1 MAGE-A-Antigene in oralen Schleimhautla-
sionen im Vergleich mit anderen Autoren

Der erste Untersuchungsteil der experimentellen retrospektiven Studie befasst
sich mit dem Nachweis von MAGE-A-Antigenen in gutartigen, pramalignen und
malignen Veranderungen der Mundschleimhaut. Die Unterscheidung zwischen
diesen Stadien, die klinisch oft schwierig ist, gilt es zu verbessern. In den
durchgefuihrten Untersuchungen reagierte nur 1/128 der gutartigen Verande-
rungen positiv auf die MAGE-A-Antigene. Bei der positiven Veranderung han-
delt es sich um eine Leukoplakie ohne Dysplasie mit erosiver Entzindung. Bei
den dbrigen Erkrankungen der Leukoplakien, dem Lichen, der Epulitiden, der
Ulzera und den Zahnsackchen konnten keine MAGE-A-Antigene nachgewiesen
werden. Dies zeigt eine hohe Spezifitat von fast 100% fur die immunhistoche-
mische Farbung mit MAGE-A-Antigenen zur Unterscheidung zwischen benigner
und maligner veranderter Mundschleimhaut. Die malignen Veranderungen zeig-
ten in dieser Untersuchung eine Sensitivitdt zwischen 33% und 65% und eine
Spezifitat von 100%. Lee et al. (1996) machten die bisher einzige Studie, die
sich auch auf gutartige Veranderungen in der Mundschleimhaut bezog. Er ver-
wendete als Nachweismethode die PCR-Analyse und die Southern-Blot-
Hybridisierung. Diese Methoden weisen die MAGE-A-Antigene weitaus sensiti-
ver als die Immunhistochemie mit mAb-57B nach (siehe Kapitel 4.1.2 Sensitiv-
tat). Er fand hierbei heraus, dass sich keine MAGE-A-Antigene in der gutartig
verdnderten Mundschleimhaut befinden und untersuchte dabei 10 verschiede-
nen Lasionen, unter anderem die Ulzera, die Hyperplasie und die Keratose.
Dagegen entdeckte er in einer untersuchten Dysplasie die MAGE-A-Antigene -
2, -3, -4, -6 [87]. Lee et al. gelangten somit zu dem gleichen Ergebnis, wie diese
Studie, dass in gutartig veranderten Lasionen keine MAGE-A-Antigene expri-
miert werden und diese bei pramalignen Prozessen und malignen Tumoren auf-

treten.
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Diese Unterscheidung zwischen gutartiger und bdsartiger Verdnderung des
Plattenepithels wurde schon frih im Bereich der Haut entdeckt. Luftl M. et al.
haben 2004 in einer Studie feststellen kénnen, dass man mit dem Antikorper
mAb-57B zwischen gutartigen Navi und bdsartigen Melanomen unterscheiden
kann. Allerdings lag die Sensitivitdt mit nur 29% der 38 gefarbten Melanome
wesentlich niedriger, als die Sensitivitat von 33-65% in dieser Studie [88]. Bei
Klaus J. Busam et al. im Jahre 2000, ebenfalls eine Untersuchung der Haut,
stellte sich jedoch kein einziger priméares Melanom in situ als positive Farbung
dar. Bei seinem Experiment farbten sich nur 26% der invasiven Karzinome und
25% der Hautmetastasen [89]. Aubry Florence et al. haben 2001 immunhisto-
chemische Farbungen mit dem Antikérper mAb-57B zum Auftreten von MAGE-
A4 in Seminomen durchgefuhrt. Er nahm an, dass der Antikrper mAb-57B
hauptséchlich gegen MAGE-A4 gerichtet ist [81]. Hierbei stellte sich bei den
Carcinomata in situ meist nur eine Teilfarbung des erkrankten Gewebes dar.
Vier Falle der Carcinomata in situ waren bei Florence eindeutig positiv, 9 so-
wohl positiv als auch negativ und 2 eindeutig negativ [90]. Dies ware allerdings
auch durch die Experimente von Landry zu erklaren. Er fand heraus, dass der
Antikoper 57B hauptsachlich Tumoren anfarbt, die gegen das Antigen-MAGE-
A4 gerichtet sind und bei Tumoren mit wenig MAGE-A4-Antigen auch nur eine

schwache Farbung eintritt [81].

Zudem gilt es weiterhin, die prozentuale Anfarbung eines Tumorgebietes zu
verbessern, um die genaue Ausdehnung des Gewebes zu erkennen. Scalan et
al. zeigten auch auf, dass durch den Antikérper nicht das gesamte Tumorgewe-
be angefarbt wird. Er sagt dass 5-50% der Zellen positiv fur MAGE-A-
Expression in 25-33% der MAGE positiven Tumoren sind. Auch in der hier
durchgefuhrten Studie ergibt sich eine relativ grof3e Spanne, die jedoch bis zu
90% des Tumors anfarbt. Dieser Spanne wird durch den PP-Index Ausdruck
verliehen (siehe auch Material und Methoden Kapitel 2). Diese prozentuale An-
farbung des Tumorgebietes kénnte durch Kombination mit anderen Antikdrpern
verbessert werden, die auf weitere C/T Antigene spezialisiert sind. So z.B. auf

NY-ESO-1, diese stellen ebenfalls eine Untergruppe der C/T-Antigene dar [91].
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Die Ergebnisse sind also je nach Lokalisation des Tumors sehr unterschiedlich.
AulRerdem muss eine Analyse der Subgruppen vorgenommen werden, um z.B.
die MAGE-A4 Expressionsstarke zu bestimmen. Zudem findet sich bisher nur
eine vergleichende Studie fur die oralen Bereiche. Aber auch die Ergebnisse an
der Haut zeigen, dass die MAGE-A-Antigene gut zur Differenzierung zwischen

benignen und malignen Tumoren geeignet sind.

4.1.1 Korrelation der MAGE-A-Antigene mit dem Grading

In der Gruppe Leukoplakie mit Dysplasie liegt die prozentuale Anfarbung bei
33,3%. Hier sind die Dysplasien meist nur gering bis maRig (Grading I-II) und
zeigen dadurch kein so hohes Entartungsrisiko wie die Dysplasie vom Grad III.
Bei der reinen Dysplasiegruppe (ohne Leukoplakie) liegt die positive prozentua-
le Anfarbung hoher (bei 65,3%). Die Carcinomata in situ liegen bei 56,1%. Im
Gesamten lasst sich sagen, je schlechter der Tumor differenziert ist, umso ho-
her ist die Farbequote des Schnittes. Muller-Richter et al. haben 2009 in diesen
Zusammenhang in einer Studie nachgewiesen, dass umso mehr MAGE-A-
Antigene exprimiert werden, umso schlechter der Tumor differenziert ist
(G1=50%; G2=45%; G3=83%) [92]. David L.A. Figueiredo et al. zeigten 2005
bei der Untersuchung der Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinome mit der PCR-
Analyse ebenfalls einen anderen Zusammenhang mit klinischen Parameter. Es
wurden umso mehr MAGE-A-Antigene im Tumor exprimiert, je hoher die T-
Klassifikation und somit die Gro3e des Tumors war. Er konnte allerdings keinen
Zusammenhang zwischen MAGE-A-Antigenexpression und Tumordifferenzie-
rungsgrad feststellen [93]. Auch Ries et al. fanden 2008 in einer anderen Unter-
suchung keinen Zusammenhang zwischen der Expression der MAGE-A-
Antigene, klinischen Parametern (TNM-Klassifikation), sowie dem Differenzie-
rungsgrad [62, 93]. Sowohl Ries et al. als auch Figueiredo et al. haben dabei
mit der PCR-Analyse gearbeitet. Muller-Richter et al. dagegen verwendeten die
Immunhistochemie, deshalb lassen sich seine Ergebnisse besser mit denen
dieser Untersuchung vergleichen. Ein Grund fur den fehlenden Zusammenhang

zwischen Score und Entdifferenzierung kénnte mit der Verwendung der PCR-
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Analyse zusammenhé&ngen. Auch waren die Untersuchungen flr die Expression
der MAGE-A-Antigene mit dieser PCR-Analyse nicht quantitativ. Daher kann
nicht beurteilt werden, ob die Expression in den einzelnen Versuchen als nied-
rig oder hoch einzustufen ist oder ob das Antigen nur von einem Teil der Zellen

exprimiert werden kann.

4.1.2 Sensitivitat im Vergleich mit anderen Autoren

Die Sensitivitat schwankte je nach Untersuchungsgruppe stark. So zeigte die
Leukoplakie mit der Dysplasie die geringste Sensitivtat mit nur 33%, fur die kli-
nische Anwendung ein nicht ausreichendes Ergebnis. Die Sensitivitat konnte
bei anderen Studien durch das Nutzen der PCR-Analyse um einiges erhoht
werden. Hier werden Sensitivitdten von bis zu 85% erreicht, wie es Ries in ver-
gangenen Studien mit oralen Plattenepithelkarzinomen zeigte [62, 94]. In einer
Studie von Miuller-Richter et al. 2009 wurden orale Plattenepithelkarzinome im-
munhistochemisch untersucht, hierbei farbten sich insgesamt 55% der Patien-
tenproben [92]. Miller-Richter et al. konnten 2007 nachweisen, dass eine hohe
positive Real-Time-PCR nicht unbedingt mit einer hohen Anzahl an Quantitati-
ver Real-Time-PCR verbunden sein muss, ebenso nicht mit einer hohen Anzahl
immunhistochemisch gefarbter Praparate [54]. Die PCR-Analyse ist hochsensi-
tiv. Die Nachteile der PCR-Analyse sind die hohe Rate falsch positiver Ergeb-
nisse und die kostenintensive lange Untersuchungsdauer. Zudem weist die Im-
munhistochemie den Vorteil auf, dass zusatzlich noch anhand der Morphologie

das Ergebnis tberpruft werden kann.

4.1.3 Expression der Antigene

Wir haben fir pramaligne Lasionen eine hohe Spezifitdt von 99,22%, da es nur

eine falsch positive Reaktion einer Leukoplakie gab. Fur benigne und maligne

Lasionen weist die Untersuchung eine Spezifitdt von 100% nach. Fir diese po-

sitive Reaktion der Leukoplakie kénnen verschiedene Griinde eine Rolle spie-

len. Zum Beispiel kdnnte sie bei der morphologischen Beurteilung noch keine

sichtbare Dysplasie nachweisen, jedoch schon gewisse Veréanderungen der
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MAGE-A-Antigene aufweisen, um diese schwache Farbung zu erzeugen. Eine
unterschiedlich starke Vertretung von MAGE-A-Antigenen in oralen Plattenepi-
thelkarzinomen wurde ebenfalls nachgewiesen. So ist MAGE-A4 das haufigste
Antigen, diesem folgt -A3 und danach ist -A12 anzutreffen [62]. Die MAGE-A-
Antigene, die nicht vom mAb-57B erkannt werden sind MAGE -A8, -A9, -A10,
[95] und -Al1 [81]. Hierbei zeigten sich auch Ahnlichkeiten zu dem Verhalten
der Tumoren des Ovars. So wurde bei einer Studie durch Yamada 1995 auch
eine unterschiedliche Haufigkeit der Expression der verschiedenen Antigene je
nach Tumor festgestellt. Zusatzlich stellte er fest, dass in benignen Tumorer-
krankungen des Ovars die MAGE-A-Antigene nicht vorkommen [96]. Andere
Studien zeigen ebenfalls, dass in gutartigen Veradnderungen im Kopf-Hals-
Bereich die MAGE-A-Antigene nicht erkannt werden. So zeigt Lee KD. auf,
dass A3 nicht in gutartigen Veréanderung vorkommt, jedoch zu 45% in Platten-
epithelkarzinomen [97]. MAGE-A3 stellt das Antigen dar, gegen das zuerst
mAb-57B entwickelt wurde. Jedoch stellte sich nach mehreren Studien heraus,
dass dieser Antikorper hauptsachlich gegen MAGE-A4 wirksam ist, neben den
Genen -Al, -A3, -A6, -Al12 [79, 80].

Scanlan MJ. et al. haben 2002 festgestellt, dass die C/T-Antigene je nach Tu-
mor und Lokalisation unterschiedlich stark vertreten sind. So fanden sie in einer
retrospektiven Analyse heraus, dass Melanome generell die hdochste Frequenz
der C/T-Antigene haben, gefolgt von Sarkomen, Lungenkarzinomen, Mamma-
karzinomen, Prostatakarzinomen und anderen epithelialen Karzinomen. Kolon-
karzinom, Nierenkarzinom und hamatopoetische Malignome haben die gering-
ste Anzahl von C/T-Antigenen. Dies hangt mit dem Auftreten von Primértumo-
ren und Metastasen der Malignome zusammen, womit nun interessant ware,
auch im Mundhéhlenbereich eine differenzierte Untersuchung von priméaren
Tumoren und Rezidiven durchzufihren [98]. Eura et al. haben 1995 mittels
PCR-Analyse feststellen kénnen, dass die Farbung zwischen 11% und 58%
liegt, je nach Tumorlokalisation und gefarbtem Antigen [99]. Dies bedeutet,
dass z.B. MAGE-A1 hauptséachlich im Oropharynx, Hypopharynx und dem Si-

nus maxillaris lokalisiert waren weniger in der Zunge, dem Larynx und der
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Mundhohle. MAGE-A4 war bei seiner Untersuchung in allen untersuchten Ge-
bieten schwach vertreten, au3er im Oropharynx und Hypopharynx. Im Gegen-
satz zu den Experimenten von Landry et al. im Jahre 2000. Sie fanden in ihrer
Untersuchung heraus, dass der Antikdrper mAb-57B hauptsachlich gegen das
Antigen MAGE-A4 gerichtet ist. Landry fuhrte diese Analyse an Melanomen,
nicht kleinzelligen Lungenkarzinomen und Mammakarzinomen durch. Diese
Unterschiede in der Untersuchung von Landry und Eura zeigen ebenfalls, dass
die Expression der MAGE-A-Antigene von ihrer Lokalisation abhangig ist. Auch
Martin Bolli et al. haben 2002 nachgewiesen, dass bei der gleichen Krankheit
und Untersuchung, so zum Beispiel bei dem Plattenepithelkarzinom, die Lokali-
sation fur das Ergebnis entscheidend ist. Er fand heraus, dass sich hier der La-
rynx am wenigsten mit nur 22,7%, die Vulva mit 24,3% und die Haut mit 36%
farbten. Am Besten lassen sich, wie auch schon in vergangenen Untersuchun-
gen bewiesen, das Plattenepithelkarzinom der Lunge (50%) und der Harnblase
(48,1%) anfarben [100]. Andere Autoren, so Milller-Richter et al. konnten keinen
Zusammenhang zwischen der Lokalisation des Tumors und der Expression der
MAGE-A-Antigene nachweisen [92]. Jedoch kdénnte man in einer weiteren Un-
tersuchung mit umfangreicheren Gruppengréf3en noch zuséatzlich die Expressi-
on der Gene nach der Lokalisation (z.B. Larynx und Sinus maxillaris) getrennt
werden, um diesen Einfluss zu beriicksichtigen oder entsprechend auszu-

schlieRen.

4.1.4 Perspektiven des MAGE-A-Antigennachweises

Der MAGE-A-Antigennachweis weist viele Perspektiven auf und bietet Potenzi-
al. In Spermatogonien befinden sich C/T-Antigene. Spermatogonien besitzen
Stammzelleigenschaften. Diese Verbindung von C/T-Antigenen und Stammzel-
len legt die Vermutung nahe, dass C/T-Antigene als Marker fir Tumorstamm-
zellen nutzlich sind [101]. Diese Annahme wird durch die Theorie von John Be-
ard von 1902 unterstutzt. Sie beschaftigt sich mit dem Zusammenhang von
Tumorzellen und Trophoblasten. Tumorzellen unterscheiden sich kaum von den

Trophoblasten. Trophoblasten kénne sich zu verschiedenen Gewebearten ent-
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wickeln und finden sich auch in geschadigten Gewebeanteilen des Erwachse-
nen. Die Trophoblastensynthese wird normalerweise durch die Entwicklung von
Pankreasenzymen im Embryo gestoppt. Dieser Mechanismus fehlt bei der Ent-
wicklung von Tumoren [102]. Auch die MAGE-A-Antigene sind auf die Keimzel-

len beschrankt und finden sich sonst nur durch Reaktivierung in Tumorzellen.

Ein weiteres Konzept zur Tumorentstehung stellte Alfred Knudson am Beispiel
des Retinoblastoms im Jahr 1971 auf. Bis heute gilt seine ,two hit theory® als
Zentrum der Pathogenese bei der Tumorentstehung. Die Theorie besagt, dass
zwei aufeinanderfolgende Mutationen der Allele von Tumorsuppressorgenen
zur Transformation nétig sind, da diese zur Inaktivierung beider funktionellen
Kopien fuhrt. Der erste Treffer fuhrt zu einer Zerstérung des ersten Allels, dies
kann entweder durch ein heriditdren Faktor oder durch eine Mutation von soma-
tischen Zellen statt finden. Der zweite Treffer zerstort das zweite Allel mit Hete-
rozygotieverlust (LOH) und Transformation zum Retinoblastom. Die MAGE-
Antigene stehen im engen Zusammenhang zu den Tumorsuppressorgenen und
stehen somit in Verbindung zur ,two hit theory“. So bindet MAGE-A4 an das
Tumorprotein Gankyrin, was einen destabilisierenden Effekt auf pRB hat [74].
Das Protein Retinoblastom kann somit die Weitergabe einer mutierten DNA im
Zellzyklus nicht verhindern. Auch die Gene MAGE-A2 und -A6 gehen eine Bin-

dung mit einem weiteren Tumorsuppressor p53 und p73 ein [72, 73].

Als weiterer Prozess flur die Tumorprogression und Metastasierung gilt die ek-
todermale-mesenchymale Transition (EMT). Thiery JP fand heraus, dass die
EMT zur Entwicklung eines invasiven Carcinoms aus einem Carcinom in situ
fuhrt und zum Einbruch in Lymph-und Blutgefal3e. Fir die Entstehung von Me-
tastasen ware der umgekehrte Prozess, die mesenchymale-ektodermale Tran-
sition verantwortlich [103]. Bei der EMT verschwinden epitheliale Muster und es
entsteht ein fibroblastendhnliches Erscheinungsbild. Einer dieser epithelialen
Marker ist E-Cadherin, ein Tumorsuppressorgen, welches fir die Zelladh&sion
und Signaltransduktion zustandig ist. Dieses Tumorsuppressorgen verschwin-

det vermehrt bei oralen Plattenepithelkarzinomen. Da ein Zusammenhang zwi-
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schen den MAGE-A-Antigenen und den Tumorsuppressorgenen besteht, ist ein
Zusammenhang zwischen der EMT und dem Auftreten der MAGE-A-Antigene
wahrscheinlich. Die verschiedenen C/T-Antigene, einschliel3lich SSX und NY-
ESO befinden sich in undifferenzierten mesenchymalen Stammzellen [104].
Wenn also Tumorstammzellen Vorstufen zu metastasierenden Zellen sind,
dann misste ein therapeutischer Angriff gegen die Gene, die die epithelial-
mesenchymalen Transition verursachen, so z.B. gegen die C/T-Antigene statt

finden.

Fur den MAGE-A-Antigennachweis stehen verschiedene Perspektiven zur
Diagnose und Therapie zur Verfigung. Da die immunhistochemische Untersu-
chung mit dem Antikorper mADb-57B nicht die erforderliche Sensitivitat fur die
klinische Anwendung liefert, ware eine denkbare diagnostische Perspektive,
diese Methode mit einer anderen zu kombinieren. So kdnnte die Immunhisto-
chemie mit mAb-57B, die die Expression der MAGE-A-Antigene zeigt, mit der
Birstenbiopsie verbunden werden. Bei der Untersuchung von Driemel et al.
2008 ist die Burstenbiopsie als alleinige Methode zu ungenau, da nur in 80%
der Falle die richtige Diagnose gestellt werden konnte. Eine Ergédnzung beider
Methoden kénnte zum Ausschluss von falsch positiven (wie bei der Birsten-
biopsie) und falsch negativen Préaparaten fuhren [45]. P. Metzler et al. haben
2002 in einer Fallstudie zwei Methoden miteinander verbunden und dadurch in
einem sehr frihen Stadium ein Plattenepithelkarzinom feststellen konnen. Er
verband die Burstenbiopsie mit der hochsensitiven PCR-Analyse auf MAGE-A-
Antigene. Diese fuhrten zusammen zum korrekten Ergebnis [105]. Durch das
Verbinden dieser Methoden konnte die Sensitivitat und Spezifitat erhéht werden
und eine frihere Diagnose maligner Prozesse gestellt werden.

Auch bietet der MAGE-A-Antigennachweis verschiedene Mdglichkeiten fir die
Therapie von Tumorpatienten. Eine Idee ist eine Immuntherapie mit den MAGE-
A-Antigenen. Es wird vielfach auf die Moglichkeit hingewiesen, dass die MAGE-
A-Antigene ein potenzielles Ziel fur Vakzinierung darstellen kénnten [60]. Basie-

rend auf der Immunogenitat von Tumorpatienten und dem ausdrticklichem Vor-
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kommen der C/T-Antigene in Tumorzellen sowie der Méglichkeit humorale und
zellulare Immunantworten auszulésen stellen die C/T-Antigene ein potenzielles
Target fur die Vakzinierung dar. Der Erfolg eines Antigen-spezifischen Impfstof-
fes hangt von vielen verschiedenen Faktoren ab. Das geeignete spezielle Ziel-
Antigen unterscheidet sich je nach Tumorlokalisation und Art oder es kénnen
mehrere dieser Gene beinhaltet sein, was polyvalente Impfstoffe férdern wiirde.
Ein weiterer Faktor ist die Impfstrategie. Atanackovic et al. haben 2008 hierzu
Versuche mit rekombinierten Proteinen als Impfstoff durchgeftihrt. Dieser |6ste
vor allem im Zusammenhang mit einem weiteren Proteinverstarker AS02B eine
starke Antwort von CD4+ und CD8+ Zellen aus [98, 106]. Die Studien zielen
einerseits darauf ab, die Vakzinierung als zusatzliche BehandlungsmalRnahme,
anstelle von Chemotherapie oder Strahlentherapie, zu sehen und somit die
starken Nebenwirkungen der bisherigen Nachbehandlungen zu reduzieren. An-
derseits versuchen sie den Tumor durch Impfung direkt ohne Vorbehandlung zu
reduzieren [107]. Dem Immunsystem wird schon lange eine Bedeutung in der
Tumorbekampfung beigemessen. Die Tumoren zeigen Proteinstrukturen auf
ihrer Zelloberflache, die dann von dem Immunsystem erkannt werden. Aller-
dings treten diese Proteine meist in zu geringer Anzahl und sehr heterogen auf,
was es dem Immunsystem erschwert, diese zu eliminieren. Einige Autoren ha-
ben versucht, die Peptidanzahl auf Tumoren zu erhdéhen, um sie somit dem
Immunsystem leichter kenntlich zu machen. Dies kénnte durch Aktivierung der
MAGE-A-Antigene geschehen. Sie werden unter anderem durch die DNA-
Demethylierung aktiviert [64]. Die DNA-Demethylierung findet durch das Enzym
5-aza-2-deoxycytidine(DAC) statt. Diese Aktivierung kann jedoch nur in Tumor-
zellen stattfinden nicht in priméren Fibroblasten [108]. Adair et al. erhdhten
2008 die Anzahl der exprimierten C/T-Antigene in Tumorzellen vom Ovar durch
Zugabe von DAC. Nur das MAGE-Antigen-A2 liel3 sich hierbei nicht verstarken.
Die Expression der Klasse I MHC Molekile durch Zellen konnte so ebenfalls
erhoht werden [109].

Auch finden erste Ansatze zur Immunsierung mit dendritischen Zellen statt. So

wurde in einzelnen Fallen, zum Beispiel an primaren Melanomen im Osophagus
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gezeigt, dass eine zuséatzliche Behandlung des Tumors mit monozytisch abge-
leiteten Zellen und Epitopen von MAGE-A-Peptiden eine verbesserte Prognose

fur die Uberlebensrate zeigt [110].

Zusatzlich kbnnte man weitere Ansétze untersuchen, die genauer auf das Ver-
halten der MAGE-A-Antigene eingehen. Die MAGE-A-Antigene, die normaler-
weise nur in Keimzellen und in Tumoren vorkommen und viel Ahnlichkeit mit
dem Verhalten der Trophoblasten zeigen [102] kénnen eventuell besonders
strahlensensibel sein. Eine der Eigenschaften von Tumorzellen ist ihre schnelle-
re Reduplikationszahl und ihr empfindlicher Stoffwechsel im Vergleich zur ge-
sunden Zelle, aus der sie hervorgehen. Die bei der Bestrahlung verwendete
ionisierende Strahlung wirkt sich besonders auf schnell teilende Zellen aus. Die
Schadigung betrifft dabei die DNA. Es finden Doppelstrang- und Einzelstrang-
briiche statt, die letztendlich zur Apoptose der Zelle fihren. Gerade Keimzellen
lassen sich schon ab <0,5 Gy durch Bestrahlung schadigen. Dies kdnnte auch
fur die MAGE-A-Antigene zutreffen [111, 112].

4.2 Zweite Fragestellung

4.2.1 Beurteilung der Resektionsrander

Im zweiten Teil der Experimente wird die Untersuchung der Randbereiche von
Prakanzerosen und Carcinomata in situ durchgefihrt. Diese ist ganz besonders
im Bereich der Mundhoéhle wichtig, da hier durch das Einwirken verschiedener
Noxen eine Feldkanzerisierung stattfinden kann. In meinen Ergebnissen zeigte
sich, dass sich bei vielen Praparaten der Ubergang zwischen gesunder und
erkrankter Schleimhaut sehr viel deutlicher mit dem Antikorper mAb-57B als mit
einer reinen HE-Farbung darstellen lasst. Wichtig ist, dass gutartige Tumoren
meist einen guten Ubergang zwischen benigner und maligner Schleimhaut er-
kennen lassen, da sie ein expansives, verdrangendes Wachstum haben im Ge-
gensatz zum invasiven Wachstum der Karzinome. Deshalb ist diese MAGE-A-

Antigen-Farbung hier besonders aussagekraftig.
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4.2.2 Vergleich mit anderen Autoren und anderen Markern

Slaughter et al. pragte im Jahr 1953 den Begriff der Feldkanzerisierung [22].
Hierbei liegt eine flachenhafte Schadigung der Mundschleimhaut vor, die sich
dann in ein PEC verwandelt. Bei positiver Farbung und geniigend Exzisionsab-
stand zur gesunden Mundschleimhaut ist in den immunhistochemischen Prapa-
raten eine eindeutige Grenze zwischen benigner und maligner Mundschleim-
haut sichtbar. Dabei ist die bisher mangelnde Sensitivitat wie bei den Farbun-
gen der Tumoren insgesamt nicht zu vergessen. Auch Figueiredo et al. fanden
2005 in 58% der untersuchten Plattenepithelkarzinome der Mundhéhle, des
Larynx und des Pharynx MAGE-A-Antigene im Klinisch und pathologisch ge-
sund erscheinenden Rand [93]. Durch die tbliche HE-Farbung nicht sichtbare
verbliebende MAGE-A-Antigene konnen eventuell zu schnelleren Rezidiven

fuhren.

Andere Marker, die spezifisch zur Unterscheidung zwischen Tumorzelle zur
gesunden Zelle vorhanden sind, waren zum Beispiel die Panzytokeratinen Anti-
korper AE1/AE3. Diese richten sich gegen verschiedene Zytokeratinfilamente
(Antigen Zytokeratin 1-19) [113]. Sie werden von allen Epithelzellen gebildet
und bilden das Zytoskelett. Durch das Auftreten verschiedener Zytokeratinarten
lasst sich gesundes Epithel vom Tumorgewebe differenzieren. Durch die Kom-
bination von zwei monoklonalen Antikdrpern (AE1/AE3) ermoglicht sich beson-
ders die Anfarbung verschiedener Zytokeratine. Einzelne Studien zu Verande-
rungen der Mundschleimhaut wurden hierzu schon immunhistochemisch durch-
gefuhrt und eine Abhangigkeit dieses Antikorpers zur Entwicklung der Zellen
konnte festgestellt werden [114]. Weitere Epithelzellmarker sind Anti-epitheliale-
Membran-Antigene. EMA ist ein Oberflachenglykoprotein, welches in Karzino-
men stark exprimiert ist. Beer et al. fanden 2000 heraus, dass EMA eine hohe
Sensitivitat mit 22/23 Plattenepithelkarzinomen der Haut zeigte [115]. Ber-EP-4
(monoklonaler Antikdrper gegen epitheliale Antigene) zeigte bei dieser Untersu-
chung eine Sensitivitdt von 100% bei Basalzellkarzinomen, jedoch keine Far-
bung der Plattenepithelkarzinome. Andere Ergebnisse zeigen eine Zunahme

des EMA und CEA mit Zunahme des Dysplasiegrades in der Mundschleimhaut
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[116]. Diese Ergebnisse zeigen, dass neben den MAGE-A-Antigenen mit der
Transformation des Epithels auch andere Antigene verstarkt exprimiert werden.
Eine Kombination von verschiedenen Antikérpern zur Erhéhung der Spezifitat
ware denkbar. So z.B. MAGE-A-Antigene mit Panzytokeratin AE1/AE3 oder mit
EMA.

Der Kernpunkt ist, dass der Pathologe das Karzinom in toto mit dysplasiefreien
Randbereichen sieht, jedoch verbliebene MAGE—-A—Antigene nachweisbar sind

und diese die Entwicklung eines Rezidivs fordern.

Weitere genauere Untersuchung zur Expression der MAGE-A-Antigene in Ent-
fernung zum Tumorgebiet sind wiinschenswert, um so die Prognose der Patien-
ten verbessern zu kénnen und entsprechende Behandlungsmafinahmen einzu-

leiten.

4.2.3 Diskussion der Statistischen Ergebnisse

Bei dem Test 1 mit den Fotos fir die Dysplasie des Grades II zeigt sich ein sig-
nifikantes Ergebnis, was bedeutet, dass sich hier die MAGE-A-Antigenfarbung
besser zur Erkennung des Randbereiches eignet, als die HE-Farbung. Bei der
Dysplasie des Grades I und III gilt das Ergebnis, dass weder die MAGE-A-
Antigene noch die HE-Farbung besser geeignet ist. Hier konnte keine Signifi-
kanz fur die untersuchten Bereiche festgestellt werden. Eine Signifikanz ist aber
nicht grundséatzlich auszuschliel3en, da die Untersuchungsgruppen klein waren.
GrolRere Fallzahlen wirden auch hinsichtlich des einen signifikanten Ergebnis-
ses mit der kleinsten Gruppengré3e (vier Dysplasien des Grades II) zuverlassi-

gere Ergebnisse liefern.

Die Untersuchung 1 mit den Fotos wurde von den Pathologen selbst als unzu-
reichend eingestuft wurde, da der Ubergang von krankem in gesundes Gewebe
schwer per Foto darzustellen war und sie durch den vorgegebenen Bereich

nicht die Moglichkeit hatten, das gesamte Préaparat zu begutachten und weitere
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Ubergangsstellen zu beurteilen. Von Vorteil hierbei ist jedoch, dass auch jeder
Pathologe die gleiche Randlasion zu beurteilen hat und nicht verschiedene Stel-
len innerhalb des Praparates beurteilt werden mussten, wie das in der Untersu-
chung 2 der Fall war, daher auch die insgesamt positivere Bewertung der Pa-
thologen bei diesem Test.

Bei der Untersuchung 2 mit den Préaparaten war es den Pathologen mdéglich,
das ganze Praparat zu betrachten. Hier wurden die Praparate schlechter be-
wertet. Bei diesem Test gab es kein signifikantes Ergebnis, da p>0,05. Ein
Grund fir das negativere Ergebnis ist, dass in einigen Carcinomata in situ (vor
allem dem Dysplasiegrad III) auch invasive Anteile im Praparat zu finden sind.
Diese invasiven Teile sind bei der Randbeurteilung mit im Betrachtungsfeld,
lassen sich nicht eindeutig gegen gesundes Gewebe abgrenzen und verfal-

schen somit das Ergebnis der reinen Dysplasie.

4.2.4 Perspektiven der Randuntersuchung

Die Randbereiche eines Tumors bieten vielfaltige Mdglichkeiten fur die Diag-
nostik und Therapie von pramalignen und malignen L&sionen der Mund-
schleimhaut. In der Routinediagnostik wird das angrenzende gesunde Gewebe
vom Pathologen morphologisch begutachtet und bewertet. Dadurch kbnnen erst
deutlich entartete Zellen erkannt werden. Es gilt verbessert und vermehrt nach-
zuweisen, wie weit sich die MAGE-A-Antigene im Abstand zum exzidierten Tu-
mor in gesunder Schleimhaut aufhalten, um somit eine bessere Prognose fur
den Patienten stellen zu kdnnen. Auch missen weiter histopathologische M6g-
lichkeiten gefunden werden, um genauer die maligne veranderte Schleimhaut
zu erkennen und somit dem Kliniker eindeutiger mitteilen zu kénnen, wie weit
exzidiert werden muss. Andere Ansatze zur Genexpression im angrenzenden
Tumor stehen bereits zur Verfigung. So stellten Brennan et al. 1995 eine Stu-
die zur Genexpression von Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich von
p53 auf. P53 ist ein Marker, der bei Uber 50% der oralen PEC mutiert ist [117].

P53 bt in der gesunden Zelle seine Funktion als ,Wachter des Genoms* im
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Zellzyklus beim Ubertritt der G1-Phase in die S-Phase aus. Es verhindert die
Weitergabe eines genetischen Schadens an die Tochterzelle [118]. Bei einer
Mutation wird der Schaden weitergegeben, das Tumorwachstum beginnt. Bren-
nan et al. konnten nachweisen, dass sich in 53% (13/25) des histologisch nega-
tiv beurteilten Randgewebe neoplastische Zellen befanden, wovon spéater dann
auch 5 Stick ein Rezidiv erlitten. Dagegen war in den p53 freien Zellen (12/25)
kein einziges Rezidiv zu beobachten [119]. Dies wurde durch Patridge et al.
ebenso belegt [120] und lasst darauf schliel3en, dass in den Resektionsrandern,
die in der morphologische Begutachtung tumorfrei scheinen, durchaus schon
Veranderungen stattfinden, die vermehrt zu einem Rezidiv fihren kénnen. Die-

se gilt es in ihrem Ausmalf zu erkennen und zu eliminieren.
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5 Zusammenfassung

Hintergrund: Laut des WHO cancer reportes erkrankten 2008 weltweit rund
12,4 Millionen Menschen an Tumoren und 7,6 Millionen verstarben an deren
Folgen. Laut des RKI lagen die Erkrankungsféalle der Mundhdhle und des Ra-
chenraums im Jahr 2006 fur Méanner bei 7.930, bei Frauen hingegen bei 2.930.
Das orale Plattenepithelkarziom entwickelt sich dabei haufig aus Prékanzero-
sen. Trotz den frihdiagnostischen Méglichkeiten werden pramaligne Lasionen
oft zu spéat erkannt. Der Kliniker und der Pathologe sehen das Carcinom in toto
entfernt, vorhandene MAGE-A-Antigene konnen jedoch die Prognose ver-
schlechtern. Die MAGE-A-Antigene sind Tumorantigene in malignen transfor-
mierten Zellen. Physiologischerweise sind sie im Hoden, in der Plazenta und in
fetalen Stammzellen zu finden. Diese Antigene kdnnen zur Frihdiagnose und
Unterscheidung zwischen benigner, pramaligner und maligner Schleimhaut ei-
nen entscheidenden Beitrag leisten. Ein Ziel dieser Studie war es zwischen be-
nigner, pramaligner und maligner Schleimhaut mit Hilfe der MAGE-A-Antigene
zu differenzieren. Ein weiterer Ansatz betrifft die Feldkanzerisierung, die unter
anderem in der Mundhdhle durch die Noxen wie Tabak und Alkohol statt findet.
Ziel hierbei war eine genaue Unterscheidung an den Randbereichen zwischen

benigner und maligner Schleimhaut mit Hilfe der MAGE—A-Antigene.

Material und Methoden

Als Material dienten retrospektiv gesuchte formalin-fixierte Biopsien von oralem
Gewebe. Diese wurden zufallig ausgewahlt. Die Praparate wurden verschiede-
nen Gruppen zugeordnet: 13 Zysten, 25 Ulzera, 26 Epulitiden, 26 Lichen ruber,
33 Leukoplakien ohne Dysplasien, 24 Leukoplakien mit einer Dysplasie, 38
Carcinomata in situ. Diese Lasionen wurden immunhistochemisch mit dem An-
tikdrper mADb-57B angefarbt, anschlieRend mikroskopisch untersucht, fotogra-
phisch dokumentiert und ausgewertet. Zusatzlich wurden die gefarbten Prapa-

rate auf ihr Farbeverhalten speziell im Randbereich mit Hilfe von Pathologen
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untersucht, bewertet und anschlieRend statistisch mit dem Kruskal-Wallis-Test

und dem Wilcoxon Test ausgewertet.

Ergebnisse

Von den gutartigen Veranderungen der Mundschleimhaut gab es nur ein falsch
positiv gefarbtes Ergebnis. Alle anderen Veradnderungen von Zahnséckchen,
Ulzera, Epulitiden, Lichen ruber und Leukoplakien ohne Dysplasien zeigten kei-
ne Reaktion mit dem Antikorper. Die Leukoplakie mit Dysplasie zeigte ein Far-
beverhalten von 33,3%, die Dysplasien von 65,4%, die Carcinomata in situ von
60,1%. Bei der statistischen Untersuchung des Farbeverhaltens im Randbe-
reich konnte ein signifikantes Ergebnis bei der Dysplasie vom Grad II gefunden
werden. Bei den weiteren statistischen Untersuchungen zeigte sich kein signifi-
kantes Ergebnis fur die drei Dysplasiegrade zusammen oder die Dysplasie vom
Grad I und III.

Schlussfolgerung

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die MAGE-A-Antigene nicht in benig-
nen Mundschleimhautveréanderungen (Epulis, Zysten, Lichen ruber, Leukopla-
kien) mit der immunhistochemischen Farbemethode gefunden werden konnten.
Der Nachweis der MAGE-A-Antigene bei malignen Veranderungen (Dysplasien,
Carcinomata in situ) schwankt zwischen 33% und 65%. Es gab nur eine falsch
positive Farbung, was bedeutet, dass die Antigene fast eine Spezifitdt von
100% erreichen. Somit stellen diese Antigene ein bedeutsames Mittel in der
Unterscheidung zwischen benigner und maligner Veranderung dar. Fiur die
Randuntersuchung der Praparate konnte kein durchgehend signifikantes Er-
gebnis festgestellt werden. So wurde nur bei der Dysplasie vom Grad II signifi-
kant nachgewiesen, dass in der MAGE-A-Antigen Farbung der Randbereich
besser zu beurteilen ist, als in der HE Farbung. Fiur die Dysplasien des Grades
I und III, sowie fur alle drei Grade zusammen kann keine Aussage getroffen
werden, ob die MAGE-Antikérperfarbung oder die HE-Farbung die Réander der
Lasionen besser darstellen.

Teilergebnisse dieser Arbeit wurden bereits publiziert [121].
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9 Anhang

Prasentation fur die Untersuchung der Lasionsrander

Untersuchung der L&sionsrander

Ziel dieser Untersuchung ist es herauszufinden, ob sich die L&sionsrander von
Vorlauferlasionen , wie Dysplasien und Carcinoma in situ, mit einer immunhistochemischen
Untersuchung( MAGE-Farbung) besser darstellen lassen als mit der normalen HE-Férbung.

Aufgabe: Bitte beurteilen Sie auf einer Skala von —2 (HE-Préparat ist besser) bis +2(MAGE-
Préparat ist besser) in welchem der HE-gefarbten oder MAGE-gefarbten Bildern sie den
Ubergang von benigner zu maligner Mundschleimhaut besser erkennen kénnen. Tragen sie
dies in die beigelegte Excel Tabelle ein.

Vielen Dank fiir ihre Mitarbeit!
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