Aus dem

Department fur Pathologie und Neuropathologie Tubingen
Allgemeine und Molekulare Pathologie

und Pathologische Anatomie

Die differenzierte squamése intraepitheliale Neoplasie (dSIN)
im Mundraum und Oropharynx Morphologische und
immunhistochemische Merkmale
zur Abgrenzung von anderen dysplastischen
Epithelveranderungen

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Zahnheilkunde

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard-Karls-Universitat
zu Tubingen

vorgelegt von
Morsch, Melanie Desire Beatrix

2026



Dekanin: Professorin Dr. S. Y. Brucker

1. Berichterstatter: Privatdozent Dr. U. Vogel
2. Berichterstatter: Professor Dr. R. M. Zimmerer

Tag der Disputation: 10.04.2026



Meiner Familie



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
INNARSVEIZEICANIS ... I
ADKUrZUNGSVEIZEICNNIS .....iiiiiieceeeeee e aeaeeeees v
ADBDIIUNGSVEIZEICNNIS ... V
TabelleNVErzZEeICNNIS. ... VIl
T BINIEIUNG . e 1
1.1 Histologie des Epithels im Mundraum und Oropharynx ............cccccc..... 2
1.1.1 Verhorntes mehrschichtiges Plattenepithel ..............cccccccins 3
1.1.2 Unverhorntes mehrschichtiges Plattenepithel ................................ 6

1.2  Dysplasien und prakanzerdse Lasionen der Epithelien im Mundraum

8] aTo I @] o] o] 0 T= 1 Y/ o b PR 9
1.2.1 Einteilungnach WHO ..., 9
1.2.2 Dysplasieeinteilung nach Ljubljana .............cccccoooiiiiiiins 18
1.2.3 Dysplasieeinteilung nach Arsenic und Kurrer.............ccccceeeeeennns 18

1.3  Plattenepithelkarzinome im Mundraum und Oropharynx .................... 21
1.3.1 TP53 Mutation und Expression von p53 ........cccccccevmmeennennnnnnnnnnn. 24
1.3.2 HPV-assoziierte dysplastische Veranderungen .............cccccceeeenn. 25

1.4  Definition und histologische Merkmale der differenzierten squamosen

intraepithelialen Neoplasie............ciiiiiiiiiiii e e 27
1.5  Fragestellung und Zielsetzung............ccccoiiiiiiiiiiiieee 33
2 Material und Methoden .........cooiiiiiiiii e 34
21 Patientenrecherche..............ooo i 34
2.2 Auswahl der studienrelevanten Gewebeareale.................cccoocieenne 37
2.3 Herstellung der Tissue MicroArrays (TMAS)......cccoovvveiiiieiiiiiiiiicecee, 38
2.4 Schneiden der TMAS ..o s 42



Inhaltsverzeichnis

2.5  Standardfarbung — Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung......................... 43
2.6  Immunhistochemische Farbungen (IHC)..........ccccoeiiii 45
2.7  Aufnahme und Auswertungsmethodik der TMAS ..........cccccviiiieeeennnn. 49
3 ErQEDNISSE .. 53
3.1 Morphologische Einteilung.........oooooiiiiiiiii 55
3.1.1 Differenzierte squamaose intraepitheliale Neoplasie...................... 57
3.1.2 Pleomorphe Dysplasi€.........cccccoeeeeieei e 59
3.1.3 Verrukdse Dysplasi€.......ccooooeeiiiiiiiiiiiceccce e, 60
3.1.4 Gemischte DySPIasi€.........ooouiiiiiiiiiee e 62
3.1.5 Basaloide DySplasi€ ..........cooevieiiiiiiieieeeeee e 63
3.1.6 Gemischt - verrukdse Dysplasi€............uuvveeiveieeieeeeeeenans 66

3.2  Expression der immunhistochemischen Marker bei den verschiedenen

DySPIaSi@fOrMEN ... e 68
3.21 013 RSP RR 69
3.2.2 03 SR 74
3.2.3 O] 1 R SRSSTSST 76
3.24 (O 1 SRR TR 79
3.25 MIB=T et e e ereeeenes 82

3.3 Effektivitat der TMAs mit einem 1 mm, 2 mm und 5 mm

StANZAUICNMESSEN ... e 85
N I 11 (U 1] Lo o SR 88
4.1 Morphologische Einteilung der Dysplasie............cccciiieeiiiiiniiiiiee 88

4.2  Anwendung immunhistochemischer Marker fur die Einteilung der

[T o F= 1 = PP EETP 92

4.3  Aussagekraft der Markerprofile...........ooeviivviviiiiieiiii e 97



5

Inhaltsverzeichnis
44  Kombination der morphologischen und immunhistochemischen

Merkmale zur Einteilung der Dysplasie..........cccuueeiiiiiiiiiii e

4.5 EffektiVITAt Aer TIMAS ... e e e

ZUSammMENTASSUNG .....coiiiiiiiii et

QUEIIBNVEIZEICINIS ..o e e

Erklarung zum Eigenanteil................uueeiieiiiiiieie i e

Danksagung



Abkurzungsverzeichnis
Abkurzungsverzeichnis

BZA - Basazellatypie

CA - Karzinom

CIN - cervikale intraepitheliale Neoplasie

CIS - Carcinoma in situ (engl. fur nicht invasives Karzinom)
CK - Cytokeratin

DAB - Diaminobenzidin

DNA - Desoxyribonukleinsaure

dSIN - differenzierte squamose intraepitheliale Neoplasie
dVIN - differenzierte vulvare intraepitheliale Neoplasie

HE - Hamatoxylin-Eosin

HPV - Humaner Papillomavirus

HPVOED - humane Papillomaviren assoziierte orale Epitheldysplasie
HRP - Horseradish peroxidase (Meerrettichperoxidase)
IHC - Immunhistochemie

Lnc-RNA - long non-coding RNA (engl. fur lange nicht-kodierende
Ribonukleinsaure)

OED - orale Epitheldysplasie

OPMD - oral potentionally malignant disorder (engl. fur orale potenziell maligne
Veranderung)

OSCC - oral squamous cell carcinoma (engl. fur orales Plattenepithelkarzinom)
PAS - Perjodsaure-Schiff

PLECA - Plattenepithelkarzinom

pRB - Retinoblastom-Protein

PVL - proliferative verrukdse Leukoplakie

SCC - squamous cell carcinoma (engl. fir Plattenepithelkarzinom)

SIN - squamése intraepitheliale Neoplasie

STS - Schnitttransfertsystem

TMA - Tissue Microarray



Abbildungsverzeichnis
uVIN - usual type vulvar intraepithelial neoplasia (engl. fir gewdhnliche vulvare
intraepitheliale Neoplasie)

VC - verrukoses Karzinom
VIN - vulvare intraepitheliale Neoplasie

WHO - World Health Organisation (engl. fur Weltgesundheitsorganisation)

Abbildungsverzeichnis
Abb. 1 Mehrschichtig verhorntes Plattenepithel mit Bindegewebe der Lippe und

des harten GaumEeNS ... 6
Abb. 2 Mehrschichtig unverhorntes Plattenepithel beispielhaft an Lippe und
ZungenoberflACNE ..o 8
Abb. 3 Histologische Beispiele milder oraler Epitheldysplasie und moderater

oraler Epitheldysplasie .............ooo e 15
Abb. 4 Histologisches Beispiel einer schweren oralen Epitheldysplasie ........... 15
Abb. 5 Beispiel einer proliferativen verrukdsen Leukoplakie .................eeveeeeee... 17
Abb. 6 Beispiele fur OED nach Arsenic und Kurrer (2013)........ccccoeeeiiiiieeeennnee. 20
Abb. 7 Subtypen des oralen Plattenepithelkarzinoms .............ccccccviiiviininennnn. 23

Abb. 8 Beispiele flir Formen des niedrigmalignen Plattenepithelkarzinoms......23
Abb. 9 Differenzierte intraepitheliale Neoplasie (dSIN) beispielhaft an gingivalem
Plattenepithel..........ooooeiiiiieeeeeeeeeeee e e s 31
Abb. 10 Beispiel einer dSIN mit invasivem Karzinom am Zungenrand ............. 31

Abb. 11 Pleomorphe Dysplasie: Ubergang von physiologischem Epithel in

neoplastisches EPIthel......... ... e 32
Abb. 12 Formblatt fUr Platzhalter.............cccveiieii e 35
Abb. 13 Herstellung der paraffinierten Agar-Akzeptorblocke fur die TMAs ....... 39
Abb. 14 Material und Verlauf der Bestlickung der TMAS.........ccccccvvivivvnnnnennnnn. 41
Abb. 15 Beispiel der HE-Farbung an regelhaftem mehrschichtigen unverhorntem
Plattenepithel vom Zungenrand ... 44
Abb. 16 Exemplarische p53-IHC-FArbung ..........coeuvviiiiiiiiiiiiiieecieees 46
Abb. 17 Exemplarische p16-IHC-FArbung ...........oevviiiiiiiiiiiiiiieeaaes 46

\



Abbildungsverzeichnis

Abb. 18 Exemplarische MIB-1-IHC-FArbung............cuuveviiiiiiiiiieiieiiiines 47
Abb. 19 Exemplarische CK17-IHC-Farbung ..o, 47
Abb. 20 Exemplarische CK13-IHC-FArbung ... 48
Abb. 21 Verteilung der Diagnosen der 224 Patientenprofile............cccvvvvveeeeee... 54
Abb. 22 Beispielhafte morphologische Einteilung der Dysplasieformen............ 57
Abb. 23 Beispiel einer verrukdsen dSIN in HE, p53, Ck13 und CK17............... 58
Abb. 24 Beispiel einer pleomorphen Dysplasie neben einer dSIN .................... 60

Abb. 25 Verrukose Dysplasie beispielhaft am Plattenepithel der Gingiva......... 61
Abb. 26 Beispiel einer verrukdse Dysplasie mit Basalzellatypie (BZA) gegenuber
einer einfachen verruk0sen Dysplasie ... 62
Abb. 27 Beispiele der gemischten Dysplasie mit verschiedenen morphologischen
=T 0 =1 1T o 63
Abb. 28 Beispiele einer basaloiden Dysplasie/SIN anhand unterschiedlicher
Gewebeproben aus dem OropharynX ...........ccooecccieiiieee e 65
Abb. 29 Basaloides invasives Plattenepithelkarzinom mit einer gemischten
Dysplasie im angrenzen Oberflachenepithel...............ooeeeieeiiiiiiiiiiiiiiiis 66
Abb. 30 Beispiel einer gemischt-verrukdsen Dysplasie...........ccccccuvvvvvevvnnnnnnnnnn. 67
Abb. 31 Zusammenstellung der HE-Farbung und der IHC-Farbungen anhand
einer Gewebeprobe ... 69

Abb. 32 Anteil von p53 Ausfall und p53 Uberexpression von 121 p53 reaktiven

D Y25 o] F= TS =] o] o 1= o S 71
Abb. 33 Doppelmutation VON P53 ........oeeiiiieeeeeeeeeeeeeee s 71
Abb. 34 Exemplarische p53 Uberexpression mit Ubergang in einen p53 wild type
in Zusammenschau mit p16, CK13, CK17 und MIB-1 IHC ..............cccoiiiinnnne. 72
Abb. 35 Beispiel einer pleomorphen Dysplasie in HE-Farbung, p16 und p53 IHC
............................................................................................................................ 73
Abb. 36 Beispiel einer verrukdsen dSIN ...........ooovviiiiiiiiiiieiiee e 74
Abb. 37 Sonderfall einer kraftigen nukledren p16 Expression und einer p53
Uberexpression derselben Gewebeprobe...............ccccvcvveveeeeeeeeeeeeeeeeene, 75
Abb. 38 HPV-assoziierte, basaloide Dysplasie in p16 IHC...............oovvvveeeeeeeee. 76

VI



) Tabellenverzeichnis
Abb. 39 Verlauf CK13 Expression zu Ausfall im Ubergang von regehlaftem

Epithel Zu einer dSIN.........ooo e 78
Abb. 40 CK13 normgerechte Expression in regelhaftem Plattenepithel neben
atypischem Expressionsmuterin einer dSIN ..............cccoeo e, 79

Abb. 41 Beispielhafte CK 17 Expression am Ubergang von dysplastishem

Plattenepithel einer dSIN in regelhaftes Epithel..............ovvveiiiiiiiiiiiiiiiii, 81
Abb. 42 Ausfall der CK17 in HPV-assoziierter, p16 positiver, Dysplasie........... 81
Abb. 43 Ergebnisse MIB-1 Expression nach Diagnosen .............ccccccvvvvvevnennnnn. 82
Abb. 44 MIB-1 Expression am Beispiel einer verrukdsen Dysplasie.................. 83
Abb. 45 Beispielhafte MIB-1 Expression in einem verrukdsen Karzinom.......... 84
Abb. 46 Paraffinschnitt des TMA 1mm-01 in HE-Farbung.........c..cccooiiiinennn. 86
Abb. 47 Paraffinschnitt des TMA 2mm-04 in HE-Farbung.........c..cccooiiiiieennnn. 87
Abb. 48 Paraffinschnitt des TMA 5mm-03 in HE-Farbung...........ccccccocvnnnnnnnne. 87
Abb. 49 Klassifikation der squmdsen intraepithelialen Neoplasie und Algorithmus
zur Einteilung und Therapie nach Novack et al. (2023b)...........cevvvevevvvevirennnen. 100
Tabellenverzeichnis

Tabelle 1 “Diagnosekriterien fur epitheliale Dysplasien“ nach WHO 2017 ........ 13
Tabelle 2 Modifikationen der Diagnosekriterien fir die orale Epitheldysplasie

NACH WHO 2023 ...ttt e e e e e e e s e e e e e e aeeeeeeeeeeannnnnaees 13
Tabelle 3 ,Gradeinteilung fur die epitheliale Dysplasie nach WHO 2017¢......... 14
Tabelle 4 Merkmale der OED nach Arsenic und Kurrer (2013)........ccovvvvveeeen... 20
Tabelle 5 Zusammenfassung der histologischen Merkmale einer dSIN............ 27

Tabelle 6 Kriterien und Auswertungskurzel der ersten Nachbegutachtung in HE

zur Diagnosesicherung nach WHO-Kriterien, 2017. .....cooovvvvviiiiiiiiiie 35
Tabelle 7 Durchfihrung der HE-FArbung...........coccooiiiiiiii e 43
Tabelle 8 Auswertungskurzel der immunhistochemischen Farbungen ............. 51
Tabelle 9 Einteilung der Dysplasie nach Immunprofilen nach Morsch .............. 52

VI



Tabellenverzeichnis
Tabelle 10 Anzahl der ausgewerteten Patientenfalle und Verteilung der

Diagnosen nach LokaliSation ... 53
Tabelle 11 Ergebnisse der CK13 Expression nach Diagnose.............cccccccee..... 77
Tabelle 12 Ergebnisse der CK17 nach Diagnosen ..........cccccccoeeeeieiiiiiiciiiiieenee, 80
Tabelle 13 Ergebnisse Auswertung MIB-1 nach Diagnosen ...........cccccvvvvunnnnnn. 84

Tabelle 14 Korrelation der WHO-Klassifikation der OED (2023) mit den

morphologischen und immunhistochemischen Diagnosen der OED nach Morsch

VI



Einleitung

1 Einleitung

Plattenepithelkarzinome im Mundraum und Oropharynx sind weltweit die
sechsthaufigsten Tumore (Warnakulasuriya, 2009). Im Mundraum machen sie
Uber 90 % der malignen Tumore aus (Sloan et al., 2017). Eine sorgfaltige
klinische Diagnostik ist essenziell, da Vorstufen des Karzinoms durch visuelle
Kontrolle und Palpation der Mundschleimhaut erkannt werden. Frihzeitige
Erkennung dieser potenziell malignen oralen Veranderungen (OPMD) sowie
bestehender aggressiver Plattenepithelkarzinome ist notwendig, da der Zeitpunkt
der Erstdiagnose den Therapieverlauf und die Prognose bestimmt (Brandizzi et
al., 2008). Die klinische Diagnose und die Therapie richten sich nach der
aktuellen S3-Leitlinie ,Diagnostik und Therapie des Mundhdhlenkarzinoms® der
Deutschen Krebsgesellschaft (Deutsche Krebsgesellschaft, 2021). Zur
Sicherung der Diagnose ist eine histopathologische Untersuchung einer Biopsie
aus verdachtigem Gewebe unabdingbar (Mashberg and Samit, 1995), denn nur
diese ermdglicht es eine z.B. aufgrund einer Infektion, einer Uberbeanspruchung
oder einer allergischen Reaktion reaktiv veranderte Schleimhaut von einer
neoplastischen Schleimhaut zu unterscheiden (Fitzpatrick et al., 2019). Da die
histopathologische Untersuchung durchaus einer gewissen Inter- und sogar
Intraobserver-Variabilitat unterliegt (Reibel et al., 2017, Warnakulasuriya et al.,
2008), ist fur eine korrekte Diagnosestellung eine moglichst klare, gut
anwendbare und damit gut reproduzierbare Einteilung insbesondere hinsichtlich
der prakanzerdsen Lasionen notwendig, die aktuell nicht verfugbar ist (Odell et
al., 2021).

Die histopathologischen Typen der oralen Plattenepithelkarzinome sind durch die
WHO gut beschrieben. Solange jedoch orale epitheliale Dysplasien (OED) wie
z.B. die proliferative verrukdse Leukoplakie auf einer klinisch-pathologischen
Definition beruhen, ist eine sichere Diagnosestellung insbesondere bei frihen
Formen oftmals unmoglich. Ferner ist laut WHO die Graduierung der OED

umstritten und weltweit uneinheitlich (Muller and Tilakaratne, 2022). In den
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bestehenden Einteilungen der OED (WHO, Ljubljana) ist die low-grade

Dysplasie/squamdse intraepitheliale Neoplasie | (SIN 1) mit einem geringen
Entartungsrisiko verknupft (Cho and Song, 2018, Reibel et al., 2017). Finden sich
architektonische Epithelveranderungen neben zellularen Atypien, kann laut WHO
die SIN hochgestuft werden, auch wenn die Veranderungen nur im unteren Drittel
des Epithels vorhanden sind (Muller and Tilakaratne, 2022, Muller et al., 2023).
Am Plattenepithel der Vulva wird durch die WHO der morphologisch und
atiologisch definierten Subtyp einer differenzierten vulvaren intraepithelialen
Neoplasie (dVIN) beschrieben (Young, 2014, WHO, 2020, Ayala and Fatehi,
2023), welche mit einem erhohten Risiko der Proliferation in ein
Plattenepithelkarzinom korreliert (Reyes and Cooper, 2014, Ackermann et al.,
2018, Jin and Liang, 2019, Dasgupta et al., 2018). Eine eigene Bezeichnung fur
diese Art der Dysplasie ist in der aktuellen WHO-Einteilung der OEDs trotz der
ahnlichen morphologischen Merkmale der hochgestuften SIN nicht vorgesehen
(Brouns et al., 2023).

1.1 Histologie des Epithels im Mundraum und Oropharynx

Die Schleimhaut im Mundraum und Oropharynx ist ahnlich zur Haut eine
Schutzbarriere vor mechanischen, chemischen und mikrobiellen Reizen. Sie
tragt ein hochgradig differenziertes, mehrschichtiges Plattenepithel, das
vorwiegend unverhornt, aber je nach Lokalisation und mechanischer
Beanspruchung auch verhornt auftreten kann (Winning and Townsend, 2000).
Die aus unverhorntem Plattenepithel bestehende Schleimhaut am weichen
Gaumen, der Zungenunterseite, dem Mundboden, den Alveolarfortsatzen, dem
Oropharynx, dem Mundvorhof mit Planum buccale und Lippeninnenseite ist
standig befeuchtet (Lullmann-Rauch and Asan, 2024a). Die mastikatorische
Mundschleimhaut besteht aus verhorntem Plattenepithel, da die Beanspruchung
an dem harten Gaumen und der Gingiva durch das Zerkleinern der Nahrung
hoéher ist. Ebenfalls verhornt liegt die spezialisierte Mundschleimhaut vor, die mit

speziellen  Strukturen, den  Papillen, u.a. zustandig far die
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Geschmackswahrnehmung, nur auf dem Zungenricken auftritt (Winning and

Townsend, 2000).

Allgemein bestehen mehrschichtige Plattenepithelien aus mehreren Zelllagen
(>10), die in vier Schichten unterteilt werden kdnnen und dem Reifungsfortschritt
der Plattenepithelzellen. Von der Basalmembran ausgehend sind folgende
Schichten aufsteigend zur Oberflache unterteilbar: Stratum basale, Stratum
parabasale oder Stratum spinosum, Stratum intermedium (unverhorntes Epithel)
oder Stratum granulosum (verhorntes Epithel), Stratum superficiale (unverhornt)
oder Stratum corneum (verhornt) (Lallmann-Rauch and Asan, 2024a).

1.1.1 Verhorntes mehrschichtiges Plattenepithel

Um den Anforderungen an die hohe mechanische Belastung zu entsprechen, ist
das verhornte mehrschichtige Plattenepithel durch Hemidesmosomen mit der
Basalmembran fest verankert (Lullmann-Rauch and Asan, 2024b). Die
Basalmembran lasst sich in drei Kompartimente einteilen: Lamina lucida, Lamina
densa reich an Kollagen Typ IV und Lamina fibroretikularis mit dichten retikularen
Kollagenfibrillen Typ lll und Mikrofibrillen (Lullmann-Rauch and Asan, 2024Db).
Weitere wichtige Bestandteile der Membran wie Adhasionsmolekile (z.B.
Integrine), Glykoproteine (Laminin und Fibronektin), Nidogen und Proteoglykane
(wie Perlecan und Syndecan) werden von den Epithelzellen und
Bindegewebszellen exprimiert, um die starke Barrierefunktion der Basalmembran
zum Schutz des mukdsen und submukdsen Gewebes zu gewahrleisten (Ulfig,
2019). Die darunterliegende Lamina propria enthalt einige Fibrozyten,
Blutgefale, Nerven und Drusen und versorgt das avaskulare Epithel mit

Nahrstoffen (Junqueira and Carneiro, 2005).

Das Stratum basale sitzt direkt auf der Basalmembran und besteht aus einer

Lage saulenformiger oder kubischer Keratinozyten mit kleinen, kraftig gefarbten

Zellleibern. Diese Zellen stellen Progenitorzellen (Stammzellen) dar und sind

fahig, sich zu teilen, um zum einen die proliferativen Eigenschaften und die DNA

des Epithels durch die Produktion von Stammzellen zu erhalten
3
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(Stammzellkompartiment) und zum anderen die Anzahl der Zellen zu erhéhen,

die nach anschlieRenden weiteren Mitosen (Proliferationskompartiment) letztlich
ausdifferenzieren (Differenzierungskompartiment) (Squier and Kremer, 2001). Im
Stratum basale ist die Kern-Plasma-Relation zugunsten des Zellkerns
verschoben als Hinweis auf die Unreife der Zellen und ihre Fahigkeit zur Mitose.
Diese Stammzellen exprimieren bereits Proteine wie Cytokeratin 5 und 14 (CK5,
CK14), die als Intermediarfilamente zum epithelialen Zytoskelett gehoéren
(Winning and Townsend, 2000).

Das Stratum spinosum besteht aus mehreren Zelllagen grélierer, polygonaler
Keratinozyten, die mehr Keratinfilamente enthalten. Je nach Lokalisation in der
Mundhdhle werden unterschiedliche Zytokeratine exprimiert, um die spezifischen
Anforderungen an das jeweilige Zytoskelett zu erfillen. Im gingivalen Epithel
sowie dem des harten Gaumens sind Keratine CK1, CK2 und CK10 prasent. Im
Saumepithel der Zahne werden CK8, CK13, CK16, CK18 und CK19 exprimiert
(Dale et al., 1990, Mackenzie et al., 1991, Collin et al., 1992). Die Keratinozyten
sind untereinander mit vielen Desmosomen verbunden, welche histologisch als
stachelartige Interzellularbricken sichtbar sind und dieser Zellschicht ihren
Namen geben (Moll et al., 2016).

Die folgende relativ schmale Epithelschicht wird durch den hohen Gehalt an
basischer Keratohyalingranula in den Keratinozyten - als Kornchen in der
Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung histologisch sichtbar - als Stratum granulosum
bezeichnet (LUllmann-Rauch and Asan, 2024a). Als Funktion der Granula wird
der Erhalt der Barrierefunktion der daruberliegenden Zellschicht durch
Verschmelzung mit der Keratinozytenmembran und Freigeben ihres Inhaltes
(Proteine wie Profilaggrin und Loricrin) in den Interzellularraum beschrieben
(Winning and Townsend, 2000, Candi et al., 2005, Brown and McLean, 2012).
Der Ubergang zur obersten Zellschicht, dem Stratum corneum, ist flieBend. Die
Zellen flachen nach oben ab, die Keratinflamente verdichten sich, nur noch
einzelne Desmosomen und keine Zellorganellen sind mehr vorhanden. Sind noch

pyknotische Zellkerne in den flachen Zellen nachweisbar, spricht man von einer
4
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Parakeratose, sind keine mehr vorhanden von einer Orthokeratose (Lesch et al.,

1989). Auf der Epitheloberflache liegende Zellen schilfern ab (Lullmann-Rauch
and Asan, 2024a). Abb. 1 zeigt regelhaftes mehrschichtig verhorntes
Plattenepithel am Beispiel der Lippe (A, B) und am harten Gaumen (C, D).

Ausgehend von der Basalmembran verblasst das Zytoplasma in der HE-Farbung
zunehmend im Verlauf des Epithels, da sich das in den Plattenepithelzellen
vermehrt gespeicherte Glykogen nicht mittels Standardfarbung anfarben lasst. In
der PAS-Farbung ist das Bild gegenteilig, da im Stratum basale kein Glykogen
vorhanden ist und erst in den folgenden Schichten die Konzentration von
Glykogen zunimmt. So lasst sich mit der PAS-Farbung durch den ansteigenden
Glykogengehalt die regelhafte Differenzierung der Plattenepithelzellen beweisen
(LGllmann-Rauch and Asan, 2024a). Ein Fehlen dieser Glykogenzunahme |asst
auf eine fehlerhafte Differenzierung und zumeist auf eine Dysplasie schliel3en
(Gale and Zidar, 2009).
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Abb. 1 Mehrschichtig verhorntes Plattenepithel mit Bindegewebe der Lippe und des harten Gaumens
(Skalierung = 20 ym). A Haut von der Lippe; diinne Epidermis und breite unterliegende Dermis. B Lippenrot;
lange Bindegewebepapillen mit zahlreichen, oberflachlichen Kapillaren, die die klinisch sichtbare Rotfarbung
bedingen. C Harter Gaumen; dickeres Epithel und ausgedehntere bindegewebige Papillen und dichtes
Bindegewebe mit festem Band zum Periost. D Harter Gaumen von postero-lateral, Ansatzstelle der Lamina
propria an fibrése Submukosa mit Speicheldriisen und Fett (nicht sichtbar): (i) Stratum basale; (ii) Stratum
spinosum; (iii) Stratum granulosum; (iv) Stratum corneum. Adaptiert nach ,Oral mucosal embryology and
histology*, Figure 3 (Winning and Townsend, 2000).

1.1.2 Unverhorntes mehrschichtiges Plattenepithel

Das unverhornte Plattenepithel ist seinen Anforderungen entsprechend - wie z.B.
beim Sprechen oder bei Bewegungen beim Kauen - elastischer und flexibler Gber
die Lamina propria an die Submukosa gebunden als das verhornte
Plattenepithel. Durch die starke Basalmembran schutzt es die unter ihr liegenden
Gewebsanteile vor dem Austrocknen und dem Eindringen potenziell schadlicher
Agenzien aus der Umgebung (Squier and Kremer, 2001). Der Aufbau des
Stratum basale ahnelt dennoch dem des verhornten Plattenepithels der

mastikatorischen Schleimhaut (Lullmann-Rauch and Asan, 2024a). Zusatzlich zu
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den Basalkeratinen CK5 und CK14 exprimieren die Basalzellen des

unverhornten Plattenepithels allerdings auch CK19 (Su et al., 1996). Das Stratum
spinosum unterscheidet sich ebenso kaum von dem des verhornten
Plattenepithels. Die Zellen werden ebenfalls groRRer, verandern ihre Form zu
polygonalen Zellleibern, bilden aber etwas weniger Desmosomen, jedoch
vermehrt Keratinfilamente, und exprimieren vorwiegend CK4 und CK13
(Tomakidi et al., 1998).

Anschlief3end folgen das Stratum intermedium und das Stratum superficiale, in
dem die Zellen abflachen und der Anteil an Keratinfilamenten nochmals deutlich
zunimmt. Allerdings sind die Keratinfilamente nicht wie im verhornten Epithel zu
Filamentblindeln aggregiert, da keine Keratohyalingranula vorhanden ist. Im
Stratum superficiale verdicken sich die Zellmembranen und die Zellen behalten
ihre Zellkerne und Zellorganellen. Im Gegensatz zu den Keratinozyten des
verhornten Plattenepithels mit ihren starken desmosomalen Zellverbindungen
und Bundeln von Keratinfilamenten sind die Keratinozyten im unverhornten
Plattenepithel schwacher miteinander verbunden, haben nur kurze interzellulare
Lipid-Lamellen und machen das Epithel damit permeabler (Squier and Kremer,
2001). Die Charakteristika des regelhaften mehrschichtig unverhornten
Plattenepithel sind in Abb. 2 beispielhaft anhand der Lippenschleimhaut (2 A) und
der Zungenoberflache (2 B) dargestelit.
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Abb. 2 Mehrschichtig unverhorntes Plattenepithel beispielhaft an Lippe und Zungenoberflache
(Skalierung = 20um). A Lippenschleimhaut in Verbindung mit Submukosa, Fett und Speicheldrisen (nicht
sichtbar). B Ventrale Zungenoberflaiche Epithel und Bindegewebe. Adaptiert nach ,Oral mucosal
embryology and histology“,Figure 4 (Winning and Townsend, 2000).
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1.2 Dysplasien und prakanzerose Lasionen der Epithelien im

Mundraum und Oropharynx

Die Mundhohle erstreckt sich vom feuchten Lippenrot bis zum Ubergang von
hartem zu weichem Gaumen bzw. zu den Papillae vallatae auf der Oberseite der
Zunge. Der Oropharynx wird vom weichen Gaumen, Zungengrund und der
Oberseite des Zungenbeins (Vallecula epiglottica) begrenzt (Mahul B. Amin,
2016). Wichtig ist diese Unterscheidung hinsichtlich des Stagings der malignen
Tumoren nach der WHO Kilassifikation der Kopf- und Halstumoren (Bishop et al.,
2023).

Folgende pathologische Veranderungen der Mundschleimhaut und der
oropharyngealen Schleimhaut sind bekannt: Entwicklungsbedingte Anomalien,
infektids bedingte Veranderungen, entzindlich oder immunologisch bedingte
nicht-infektiose Veranderungen, benigne epitheliale Tumoren und Prozesse,
andere nicht-neoplastische Anomalien, potenziell maligne und dysplastische
Veranderungen/prakanzerose Lasionen, orale Plattenzellkarzinome,
oropharyngeale Plattenepithelkarzinome, Speicheldrisentumoren und
Speicheldrisenanomalien, Bindegewebstumoren und
Bindegewebsveranderungen sowie andere Tumoren, wie beispielsweise
Melanome (Cardesa, 2017, Gnepp and Bishop, 2020, Neville et al., 2023, Reibel
et al., 2017).

Fur die vorliegende Arbeit sind dysplastische Epithelveranderungen,
prakanzerdse Veranderungen in Mundraum und Oropharynx sowie orale und
oropharyngeale Plattenepithelkarzinome relevant. Andere pathologische

Veranderungen werden in diesem Rahmen nicht erlautert.

1.2.1 Einteilung nach WHO

Die WHO-KIlassifikation der Kopf- und Halstumoren ist eine weltweit gangige und
relevante Einteilung (Muller and Tilakaratne, 2022). Die aktuelle 5. Edition aus

2023 unterscheidet Tumoren des Mundraums und des Oropharynx, wobei sich
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diese Unterscheidung nur auf die Plattenepithelkarzinome und hamartomatosen

Polypen bezieht. Die Ubrigen pathologischen Veranderungen und OPMDs
werden in der WHO Kilassifikation gemeinsam im Kapitel iber den Mundraum

besprochen (Bishop et al., 2023).

1.2.1.1 Orale potenziell maligne Veranderungen (OPMD)

Potenziell maligne Veranderungen der Mundschleimhaut und — wenn auch nicht
explizit im OPMD-Begriff erfasst - auch der oropharyngealen Schleimhaut sind
zumeist klinisch sichtbare Schleimhautveranderungen, die ein unterschiedliches
kanzeroses Entartungsrisiko aufweisen. Folgende OPMDs werden in der WHO-
Klassifikation der Kopf-/Halstumoren von 2017 unterschieden: Orale epitheliale
Dysplasie (OED), mit humanen Papillomaviren (HPV)-assoziierte Dysplasie,
lichenoide Lasionen, Leukoplakie, Erythroplakie, Erythroleukoplakie, orale
submukose Fibrose, Dyskeratosis congenita, Keratose durch rauchfreien Tabak,
palatinale Lasion durch reverse smoking, chronische Candidose, Lichen planus,
diskoider Lupus erythematodes, Syphilis-induzierte Glottitis, aktinische Keratose
(Lippe), proliferative verrukdse Leukoplakie und nicht-neoplastische Lasionen
(Reibel et al., 2017).

Generell sind Manner haufiger betroffen als Frauen (Muller et al., 2023). Die
Leukoplakie ist weltweit mit 2-3 % der OPMDs am haufigsten vertreten (Petti,
2003). Die Erythroplakie ist eher eine seltene Veranderung, die nur 0,02-0,83 %
der OPMDs ausmachen (Reichart and Philipsen, 2005). Andere oben genannte
OPMDs koénnen haufiger vertreten sein, weisen aber ein geringeres
Entartungsrisiko auf und werden daher weniger dokumentiert. Die OPMDs haben
eine unterschiedliche und meist unbekannte Atiologie, wobei die Leukoplakie oft
durch Tabak- und/oder Alkoholkonsum (Napier and Speight, 2008) und die orale
submukoése Fibrose durch den Konsum der Betelnuss entstehen (Tilakaratne et
al., 2006). Die Veranderungen konnen sich in der gesamten Mundhdhle
manifestieren; allerdings findet man die Erythroplakie am ehesten am weichen
Gaumen, am Mundboden und/oder der Wangeninnenseite (Reichart and

Philipsen, 2005). OPMDs, die an lateralen/ventralen Zungen und Mundboden
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auftreten, sind eher mit einem erhohten Entartungsrisiko verbunden (Muller et al.,

2023).

Die Leukoplakie ist klinisch definiert als weiRe Plaque, die homogen oder
inhomogen mit nodularen, verrukdsen oder roten Anteilen (Erythroleukoplakie)
auftreten kann. Die Erythroplakie zeigt sich klinisch in Form von roten
Schleimhautarealen. Die OPMDs konnen mit oder ohne Dysplasien auftreten. Da
OPMDs mit Dysplasien aber ein deutlich hoheres malignes Entartungsrisiko
aufweisen, ist die Dysplasie einer der wichtigsten prognostischen Faktoren
(Reibel et al., 2017). Weitere wichtige prognostische Faktoren sind klinische
Parameter wie die Lokalisation der Lasion, die Grolie, die Symmetrie und die
Homogenitat oder Inhomogenitat hinsichtlich Farbe und Oberflache (Napier and
Speight, 2008). Die Leukoplakie, die Erythroplakie und die Erythroleukoplakie
stellen die risikoreichsten OPMDs dar (Reibel et al., 2017).

1.2.1.2 Orale epitheliale Dysplasie (OED) / Squamése intraepitheliale Neoplasie
(SIN)
Die OED ist durch Veradnderungen im Aufbau und der Zellstruktur des
Epithelgewebes definiert und wird meist durch genetische Veranderungen
verursacht (Pitiyage et al., 2009). Laut WHO wird die orale Epitheldysplasie in
drei Schweregrade abhangig von ihrer Ausdehnung in den Epitheldritteln
eingeteilt (Reibel et al., 2017). Die Kriterien fur zellulare Atypien und
architektonische Atypien sind in Tabelle 1 aus der WHO-Klassifikation von 2017
(Reibel et al., 2017) und die Uberarbeiteten Kriterien von 2022 in Tabelle 2 (Muller
and Tilakaratne, 2022) aufgefuhrt. Eine leichte Dysplasie lasst sich definieren
durch eine auf das basale Drittel beschrankte zytologische Atypien oder
architektonische Atypien, eine mittelschwere Dysplasie durch eine Ausdehnung
der Atypien bis auf das mittlere Drittel und eine schwere Dysplasie durch eine
Ausdehnung der Atypien bis in das obere Drittel definieren (Reibel et al., 2017).
In der 5. Edition der WHO-KIlassifikation der Kopf-Hals-Tumoren von 2023 wird
allerdings darauf hingewiesen, dass auch auf das basale Epitheldrittel

beschrankte zytologische Atypien eine schwere Dysplasie darstellen kénnen
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(Muller et al., 2023). Abb. 3 A zeigt regelhaftes Plattenepithel im Vergleich zu

einer milden Dysplasie (3 B) und einer moderaten Dysplasie (3 C). Als schwerste
Dysplasie gilt das Carcinoma in situ (CIS), welches alle Drittel des Epithels betrifft
(Abb. 4).

Kritisch zu sehen ist, dass die Einstufung der Dysplasie schlecht reproduzierbar
und somit die prognostische Aussage sehr variabel ist. Einige Studien zeigen
einen guten prognostischen Wert, andere hingegen schlechte Ergebnisse. Eine
Uberpriifung der Ergebnisse durch eine weitere Pathologin oder einen weiteren
Pathologen oder durch mehrere Pathologen und Pathologinnen kann die
diagnostische Zuverlassigkeit erhohen (Reibel et al., 2017, Muller et al., 2023).
Aufgrund dieser hohen Interobserver-Variabilitat bei der dreiteiligen
Dysplasieeinteilung wird von einigen Autoren eine zweiteilige Einteilung (Binares-
System) favorisiert (Reibel et al., 2017), welche bereits bei den Lasionen des
Larynx Anwendung findet (Gale et al., 2017). Dieses System ist jedoch fur orale
Epitheldysplasien, insbesondere  im  Hinblick auf das maligne
Transformationsrisiko, noch nicht validiert (Muller et al., 2023). Tabelle 3 stellt
eine Gegenuberstellung des binaren Systems und der Gradeinteilung der WHO
dar (Reibel et al., 2017).

Obwohl das Vorhandensein einer Dysplasie mit der Entwicklung von
Plattenepithelkarzinomen korreliert, entwickeln sich die meisten oralen
Epitheldysplasien nie zu Karzinomen (Reibel et al., 2017). Eine Meta-Analyse
von Lasionen mit OED ergab eine Transformationsrate in ein Karzinom von 12
% (Mehanna et al., 2009). Generell gilt: Je weiter die Dysplasie fortgeschritten
ist, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit, dass sich ein Plattenepithelkarzinom
entwickelt. Die 15-Jahres-Malignitatsrate bei leichter, mittlerer und schwerer
Dysplasie (nach dem traditionellen Drei-Grad-System) betragt etwa 6 %, 18 %
bzw. 39 %. Eine Dysplasie stellt einen Hinweis auf ein Langzeitrisiko zur
malignen Entartung dar (Reibel et al., 2017). Laut Reibel et al. bedingt die geringe

Reproduzierbarkeit der derzeitigen Diagnosekriterien die in einigen Studien
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festgestellte sehr unterschiedliche Korrelation zwischen Dysplasie und

Karzinomentstehung (Reibel et al., 2017).

Tabelle 1 “Diagnosekriterien fiir epitheliale Dysplasien“ nach WHO 2017 (Original aus WHO
Classification of Head and Neck Tumors: Tumors of the Oral Cavity and Mobile Tongue. Seite 113, Table

4.03 iReibeI et al., 2017i ins Deutsche Ubersetzt.

Irregulare Epithelschichtung Abnorme Variationen der KerngrofRe
Verlust der Basalzellpolaritat Abnorme Variationen der Kernform
Tropfenformige Reteleisten Abnorme Variation der ZellgréRe
Erhdhte Anzahl mitotischer Zellen Abnorme Variation der Zellform

Abnormale Anzahl mitotischer Zellen Erhdhte Kern-Zytoplasma-Relation

in superfiziellen Schichten

Vorzeitige Keratinisierung in Atypische Mitosefiguren

einzelnen Zellen

Keratinperlen in Reteleisten Erhéhte Anzahl und Grélke von
Nucleoli

Verlust des Zusammenhalts der Hyperchromasie

Epithelzellen

Tabelle 2 Modifikationen der Diagnosekriterien fiir die orale Epitheldysplasie nach WHO 2023”

adaptiert nach iMuIIer and Tilakaratne, 2022i

Irregulare epitheliale Schichtung Abnorme Variation der Kerngrof3e
Verlust der Basalzellpolaritat Abnorme Variation der Kernform
Tropfenformige Reteleisten Abnorme Variation der Zellgréflie

Erhdhte Anzahl von Mitosefiguren Abnorme Variation der Zellform
(verschoben Zu zytologischen

Merkmalen)

Abnorm oberflachliche mitotische Erhdhte Kern-Zytoplasma-Relation
Figuren (jetzt: Mitosen hoch im

Epithel)
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Vorzeitige Keratinisierung einzelner
Zellen (jetzt: Generalisierte vorzeitige
Keratinisierung)
Keratinperlen innerhalb der
Reteleisten

Verlust der epithelialen Zellkohasion
Verandertes Keratinmuster fur orale
Unterregionen

Verrukdse oder papillare Architektur
Ausbreitung der Veranderungen
entlang kleiner Drisengange

Scharf

Veranderungen

begrenzte = Rander zu

Mehrere unterschiedliche
Dysplasiemuster
Multifokale oder diskontinuierliche
Lasionen

Erweiterte proliferative Zone

Basalzell-Cluster/-Nester

Atypische Mitosefiguren

Erhohte Anzahl
Nukleoli

Hyperchromasie

und GrofRe der

Einzelzell-Keratinisierung

Apoptotische Mitosen

Vergrolierte Zellkerne

Tabelle 3 ,,Gradeinteilung fiir die epitheliale Dysplasie nach WHO 2017 (Original aus WHO
Classification of Head and Neck Tumours, Seite 113,Table 4.04; 2017)(Reibel et al., 2017).

Milde Dysplasie
Moderate Dysplasie

Schwere Dysplasie

Low-grade Dysplasie

High-grade Dysplasie
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Abb. 3 Histologische Beispiele milder oraler Epitheldysplasie und moderater oraler Epitheldysplasie
A Hyperkeratose mit normaler Architektur und Zytologie. B Milde Dysplasie: Fehlen von Basalzellpolaritat,
abnorme Variationen in Kerngroen und -formen, Hyperchromasie, erhdhte Anzahl von Mitosen. Die
Veranderungen sind begrenzt auf das basale Drittel des Epithels. C Moderate Dysplasie: tranenférmige
Reteleisten, maRig abnorme Variationen in KerngréRen und -formen, Hyperchromasie, erhdhte Kern-
Zytoplasma-Relation, atypische Mitosen im basalen/parabasalen Bereich. Die Veranderungen erstrecken
sich bis zum mittleren Epitheldrittel. Adaptiert nach WHO Classification of Head and Neck Tumours, Seite
114, Figure 4.05; 2017 (Reibel et al., 2017).

Abb. 4 Histologisches Beispiel einer schweren oralen Epitheldysplasie A Verlust des Zusammenhaltes
der Epithelzellen, Verlust der Epithelzellpolaritdt, abnorme Variationen der KerngréRen und -formen,
deutliche abnorme Variationen der Zellformen. Die Veranderungen erstrecken sich bis zum oberen
Epitheldrittel. B Verlust der Basalzellpolaritat, Verlust der Epitheldifferenzierung und des
Zellzusammenhaltes. Erhéhte Anzahl an Mitosen, erhéhte abnorme Variationen der Kern- und Zellmerkmale
Uber die gesamte Epithelhdhe, wodurch die schwere Dysplasie (Carcinoma in situ) charakterisiert wird.
Adaptiert nach WHO Classification of Head and Neck Tumours, Seite 114, Fig. 4.06; 2017 (Reibel et al.,
2017).

1.2.1.3 Proliferative verrukdse Leukoplakie (PVL)

Nach der WHO gilt die PVL als eine aggressive Form der OPMDs, da sie
multifokal und progressiv wachst (Warnakulasuriya et al., 2007). Die PVL weist
eine hohe Rezidiv- und Transformationsrate auf, wonach etwa 70 % zu invasiven
Karzinomen werden (Abadie et al., 2015). Gillenwater et al. beschreiben die PVL
als eine klinisch-pathologische Diagnose, welche mehrere Stadien aufweist, die
jedoch nicht zwingend in einer festen Reihenfolge auftreten missen (Gillenwater
et al., 2014):
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Stadium 1: Einzelne flache weilde (hyperkeratinisierte) Plaques werden/sind

sichtbar.
Stadium 2: Diese Plaques wachsen diffus in die Breite und multifokal.

Stadium 3: Weitere langsame horizontale Ausbreitung und
exophytisches/verrukdses Wachstum mit rotlichen Arealen.

Stadium 4 Transformation in ein verrukoses Karzinom oder

Plattenepithelkarzinom.

FUr eine gesicherte Diagnose und die Einschatzung einer malignen
Transformation ist die Korrelation der klinischen Stadien mit der histologischen
Untersuchung essenziell. Histologisch sind bei einer PVL Hyperkeratosen
dargestellt mit und ohne Dysplasie und ein bandférmiges, lymphohistiozytares
Infiltrat unterhalb der Basalmembran erkennbar. Abb. 5 zeigt Beispiele einer PVL
dar. Erkennbar sind die ausgepragte Hyperkeratose und das imposante
lymphozytare Infiltrat unterhalb der Basalmembran. Dadurch kann in frihen
Stadien der PVL eine Verwechslung mit Lichen planus auftreten. Sobald
allerdings eine Dysplasie vorliegt, ist ein Lichen planus ausgeschlossen
(Gillenwater et al., 2014). In Abb. 5B ist eine PVL im fortgeschrittenen Stadium,
erkennbar an der verrukdsen Architektur mit ausgepragter verrukdser

Hyperplasie und Hyperkeratose.

Im Vergleich zu anderen OPMDs findet sich bei der PVL haufiger eine
Inaktivierung der Gene p74ARF und CDKNZ2A, wobei das letztgenannte fur das
Tumorsupressorprotein p16 kodiert (Kresty et al., 2008).

Die Atiologie der PVL ist bis heute ungeklart und weder mit Risikofaktoren der

anderen OPMDs noch mit viralen Infektionen assoziiert (Townsend et al., 2024).
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Abb. 5 Beispiel einer proliferativen verrukésen Leukoplakie A Warzenférmige, epitheliale
Hyperkeratose mit fokalen Bereichen von lichenoider Mukositits in einem im Frihstadium festgestellten Fall.
B Progression eines fortgeschrittenen Falles zu einer atypischen verrukésen Hyperplasie. Original aus WHO
Classification of Head and Neck Tumours, Seite 115, Fig. 4.07; 2017 (Reibel et al., 2017).

1.2.1.4 HPV-assoziierte orale epitheliale Dysplasie (HPVOED)

In der 5. Edition des von der WHO herausgegebenen Buches Uber Kopf-Hals-
Tumoren wurde die HPV-assoziierte Dysplasie als eigenstandige Entitat der
OPMDs aufgenommen. Diese tritt deutlich haufiger bei Mannern als bei Frauen
(6:1), am haufigsten in den 60er Lebensjahren und an Zungenrand, Zungenspitze
und Mundboden auf. Weniger haufig sind Wangenschleimhaut, Gaumen,
Lippenschleimhaut und Gingiva betroffen. Wahrend die Atiologie der HPVOED
durch die Infektion mit high-risk HPV-Subtypen (meist HPV 16) feststeht, ist
hingegen die Pathogenese aktuell noch unklar (Bishop et al., 2023), durfte jedoch

der Pathogenese der cervicalen intraepithelialen Neoplasie (CIN) entsprechen.

Histopathologisch unterscheiden sich die Merkmale der HPVOED von denen der
konventionellen OED. Folgende morphologische Diagnosekriterien werden fir
die HPVOED beschrieben: Epitheliale Zellen mit basaloider Morphologie und
hohem Kernanteil zum Plasma, in den oberen Zellschichten Koilozyten; Zellen in
Karyorrhexis: Zellen mit grobem Chromatin, Zellen, die der Mitose ahneln, mit
perizellularen Halo-Zone; apoptotischen Zellen mit eosinophilem Zytoplasma;
eine stark eosinophile Keratinschicht mit oder ohne Kernresten (Hyperortho-
und/oder Hyperparakeratose) auf dem Epithel (Bishop et al., 2023). Laut WHO
wird empfohlen, HPV-assoziierte Dysplasien vorerst analog zur konventionellen
OED zu klassifizieren, da noch keine spezifischen Grading-Kriterien fur die
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HPVOED definiert wurden (Bishop et al., 2023). Obwohl die HPVOED eine starke

und diffuse p16-Immunexpression zeigt, wird zur Bestatigung eine DNA- oder
RNA-in-situ-Hybridisierung fur High-Risk-HPV empfohlen, da p16 bislang nicht
als Surrogatmarker fur HPV validiert ist (Muller and Tilakaratne, 2022). In 5-15 %
der Falle entsteht aus einer HPVOED ein Plattenepithelkarzinom (PLECA)
(Hendawi et al., 2020).

1.2.2 Dysplasieeinteilung nach Ljubljana

Die Ljubljana-Klassifikation der squamdsen intraepithelialen Lasionen ist
ursprunglich fur die Graduierung der epithelialen Prakanzerosen des Larynx
eingefuhrt worden. Da diese binare Einteilung eine gute klinische Anwendbarkeit
besitzt und sich durch eine eingangige Nomenklatur auszeichnet, wird sie
mittlerweile auch fur Vorlauferlasionen der Mundhohle angewandt (Driemel et al.,
2006). Als Kriterien werden die Zellschichten nach Prasenz von Hyperplasie und
Atypie untersucht (Gale et al., 2016).

Die einfache squamdse Hyperplasie beschreibt eine benigne Vergréflerung der
Stachelzellschicht. Eine abnorme basale/parabasale Hyperplasie bezeichnet
eine benigne Basalzell- bzw. Parabasalzellhyperplasie entsprechend einer
milden Dysplasie bzw. SIN |. Als atypische Hyperplasie wird eine Hyperplasie mit
Zellatypien benannt, welche vergleichbar mit der moderaten bis schweren
Dysplasie bzw. der SIN II-lll als Risikoepithel gewertet wird. Bereits als maligne
gilt das Carcinoma in situ (entspricht dem Carcinoma in situ des WHO-
Vorschlags oder auch der Kategorie SIN Ill) (Hellquist et al., 1999). Die
letztgenannten zwei Lasionen sollten wegen stark malignem Verdacht
engmaschig beobachtet werden und stellen eine Indikation zur kompletten
Resektion dar (Driemel et al., 2006).

1.2.3 Dysplasieeinteilung nach Arsenic und Kurrer

Die Autoren Arsenic und Kurrer stellen im Jahr 2013 eine Klassifikation der oralen
und oropharyngealen Dysplasie vor, wobei sie 5 Kategorien nach

morphologischen  Kriterien  definieren. ihre Klassifikation mit den
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morphologischen Merkmalen ist in Tabelle 4 Merkmale der OED nach Arsenic

und Kurrer (2013) dargestellt. Bei der basaloiden und bei der pleomorphen
Dysplasieform ist die gesamte Epithelbreite von den dysplastischen
Veranderungen (full-thickness) erfasst, bei der mixed (gemischten), der
differenzierten und der verrukdsen Dysplasieform nur die basalnahen
Epithelanteile (non-full-thickness). Diese Unterscheidung zwischen non-full-
thickness und full-thickness beruht auf der Annahme, dass die bisher z.B. fur die
CIN postulierte Progression einer epithelialen Dysplasie, ausgehend vom
Stratum basale zum Stratum superficiale, bis auf wenige Ausnahmen (zumeist
Doppelinfektion von low-risk und high-risk HPV-Subtypen) nicht existiert (Arsenic
and Kurrer, 2013, Pinto and Crum, 2000). In Abb. 6 sind reprasentative Beispiele
der Dysplasieformen in der HE-Farbung nach Arsenic und Kurrer dargestellt.
Laut Arsenic und Kurrer bildet das bestehende System nach WHO in zu limitierter
Form das breite Spektrum der prakanzerésen Lasionen im oberen
Aerodigestivtrakt ab, da dort im Vergleich zum Genitale neben HPV noch mehr
Atiologien wie z.B. Tabakkonsum, entziindliche Entwicklungen (Lichen), Alkohol,
Kautabak, etc. in Frage kommen. Diese lassen sich nicht gut in das, analog zum
Graduierungssystem der Cervix angewandte, eindimensionale

Graduierungssystem eingliedern (Arsenic and Kurrer, 2013).

19



differentiated

verrucous

Abb. 6 Beispiele fiir OED nach Arsenic und Kurrer (2013) (Arsenic and Kurrer, 2013).
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normal

Tabelle 4 Merkmale der OED nach Arsenic und Kurrer (2013) ,Features of squamous cell carcinoma
precursor lesions“ adaptiert aus ,Differentiated dysplasia is a frequent precursor or associated lesion in
invasive squamous cell carcinoma of the oral cavity and pharynx; Tabelle 2, page 612; Arsenic, L., Kurrer,

M.O.; 2013.(Arsenic and Kurrer, 2013)

Table 2 Features of squamous cell carcinoma precursor lesions

iperficial  Compartment/epithelial layer
Basal Suprabasal Superficial Keratinization
Basaloid None Densely packed basaloid cells in all layers, with their long axis perpendicular to the epithelial surface, scant cytoplasm, hyperchromatic ovoid to None or minimal

elongated nuclei, coarse chromatin, no or indistinet nucleoli

Pleomorphic  Minimal  Pleomorphic cells, variation in internuclear spacing (i.e.. variable cytoplasm), nuclear orientation (i.e., polarity), size, shape, and membrane
thickness, chromatin coarseness, nucleolar size, shape, distribution, and number. Atypical mitoses could often be found but were not required

Mixed Distinct Similar to “pleomorphic,” discernable at low
power magnification

Differentiated  Yes Distinct clustering of ofien small basal cells,
with small nuclei, either hyperchromatic or
with open chromatin with small but distinet
nucleoli, variable nuclear atypia

Verrucous Yes No or minimal atypia

Variable, either similar to pleomorphic, “differentiated,™
“verrucous,” or regular squamous mucosa

Large cells, abundant eosinophilic cytoplasm,
distinet desmosomes, distinetly large nuclei
‘with open chromatin with distinet large nucleoli,
nuclear atypia with variable binucleation,
variation in puclear shape, membrane thickness,
chromatin structure, nucleolar size, shape,
distribution, and number. Atypical mitosis and
dyskeratosis could be found but were not required

At most minimal changes of differentiated

Variable, either similar to
differentiated, verrucous, or
regular mucosa

Often minimal changes of verrucous

Striking expansion of cells with
moderate to abundant pale
cosinophilic cytoplasm and nuclei
with irregular thin membrane with
membrane folding

Typically none or
minimal

Often present

Variable

Often present and
striking

20



Einleitung
1.3 Plattenepithelkarzinome im Mundraum und Oropharynx

Die oralen PLECA sind die sechsthaufigsten Tumoren weltweit und
reprasentieren 90 % der Malignome im Mundraum und Oropharynx (Glass,
2024). Laut WHO treten etwa 50 % der PLECAs an Zunge, Mundboden und
Gingiva auf. Die Lokalisation wird allerdings durch Risikofaktoren beeinflusst. Als
Risikofaktoren zahlen in absteigender Reihenfolge: Rauchen, abhangig von der
Menge, wobei das Risiko nach dem Aufhoren wieder sinkt; Alkoholkonsum, der
in Verbindung mit Nikotinabusus mehr als ein doppeltes Risiko ausmacht;
rauchfreier Tabak, beispielsweise die kaubare Betelnuss oder anderer Tabak,
der das Risiko durch die Zusatzstoffe erhoht; HPV insbesondere Typ 16,
Sonnenexposition, besonders auf den Sonnenterrassen wie Lippe, Stirn,
Wangen. Eine schlechte Mundhygiene wird auch mit dem oralen
Plattenepithelkarzinom (oralen squamous cell carcinoma/OSCC) in Verbindung
gebracht, gilt jedoch nicht als unabhangiger Risikofaktor fur die Entstehung eines
OSCC (Sloan et al., 2017). 2023 wurden das verrukdse Karzinom und das
Carcinoma cuniculatum in die WHO-KIlassifikation der Tumoren im Mundraum
aufgenommen, da 50-70 % der verrukdsen Karzinome und die meisten
Carcinomata cuniculata im Kopf-Hals-Bereich in der Mundhdhle diagnostiziert
wurden (Muller and Tilakaratne, 2022).

Die Karzinome treten weltweit haufiger bei Mannern (5,5/100.000) als bei Frauen
(2,5/100.000) und insbesondere in der Altersgruppe von 50-70 Jahren auf (Sloan
et al., 2017).

Das klinische Erscheinungsbild der PLECA ist aufgrund der verschiedenen
Schweregrade nicht einheitlich. Sie kénnen als nicht abstreichbare, weillliche,
erythematdse, weild-rétlich gemischte, ulzerierende oder verkrustete
Hautveranderungen sichtbar sein. Die betroffenen Areale sind meist verhartet.
Die Lasionen konnen asymptomatisch oder symptomatisch sein. Mogliche
Symptome sind je nach Stadium Unwohlsein, Schmerzen und eingeschrankte

Beweglichkeit, beispielsweise der Zunge (Sloan et al., 2017).
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Hinsichtlich der Atiologie und Pathogenese der OSCC wird auf das nachfolgende

Kapitel 1.3.1 und 1.3.2 verwiesen.

Histologisch kdnnen folgende beispielhaft dargestellte, Varianten des
Plattenepithelkarzinoms unterschieden werden: Verrukoses
Plattenepithelkarzinome, papillares Plattenepithelkarzinom, Spindelzellkarzinom,
Carcinoma cuniculatum, basaloides Plattenepithelkarzinom, akantholytisches
Plattenepithelkarzinom, adenosquamédses Karzinom, lymphoepitheliales
Karzinom (Sloan et al., 2017). Abb. 7 zeigt vier dieser Varianten (Schwarz-Furlan,
2013). Aullerdem werden die Karzinome histologisch je nach Ausreifung, d.h. der
Keratinisierung, der mitotischen Aktivitat, des zellularen und nuklearen
Pleomorphismus, des Invasionsmusters und der Wirtsreaktion in 3
Schweregrade unterteilt: Gut differenzierte G1, maRig differenzierte G2, schlecht
differenzierte G3 PLECAs. Je hoher die Differenzierung eines PLECA ist, desto
niedriger maligne wird es eingestuft. (Sloan et al., 2017). Abb. 8 zeigt diese
niedrigmalignen Formen des PLECA (Schwarz-Furlan, 2013).
Immunhistologische Farbungen (z.B. AE1/AE3, CK5/6, p63, p40) kdnnen
hilfreich sein, schlecht differenzierte neoplastische Zellen als Karzinome zu
identifizieren  (insbesondere  beim  Spindelzellkarzinom und kleinen
Speicheldrisenkarzinome) (Muller et al., 2019). In Plattenepithelkarzinomen ist
die immunhistochemische CK13 Farbung in Verbindung mit CK5, CK7, CKS,
CK18 und CK19 etabliert (Wils et al., 2020). Beim Vorliegen eines PLECA ist ein
Ausfall oder allenfalls eine schwache Expression von CK13 festzustellen. Wils et
al. geben im Hinblick auf dysplastische Veranderungen am vulvaren
Plattenepithel an, dass ein Ausfall von CK13 im Zusammenhang mit einer
dysplastischen Epithelveranderung ein hoheres malignes Entartungsrisiko birgt
(Wils et al., 2020).
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Abb. 7 Subtypen des oralen Plattenepithelkarzinoms A Konventionelles, verhornendes
Plattenepithelkarzinom. B Basaloides Plattenepithelkarzinom. C Spindelzellkarzinom. D Akantholytisches
Plattenepithelkarzinom. (Vergr. 400x) (Schwarz-Furlan, 2013).

Abb. 8 Beispiele fiir Formen des niedrigmalignen Plattenepithelkarzinoms A Verrukdses Karzinom
(Ackermann Tumor) - Ubersicht 12x B Verrukdses Karzinom (sog. Ackerman-Tumor) — Detail (100x). C und
D Carcinoma cuniculatum (25x/100xAtiologie und Pathogenese dysplastischer Verdnderungen und
Karzinome des Mundraumes und des Oropharynx (Schwarz-Furlan, 2013).
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1.3.1 TP53 Mutation und Expression von p53

Das TP53-Gen ist das am haufigsten mutierte Gen bei menschlichen
Tumorerkrankungen. Es liegt auf dem kurzen Arm von Chromosom 17 (17p13.1)
und codiert den Tumorsuppressor p53. Das 393 Aminosauren lange Protein p53
ist ein Transkriptionsfakor. Es reguliert unter anderem die Apoptose, DNA-
Reparaturmechanismen, DNA-Transkriptionsmechanismen und die
Genomaktivitat. Zudem spielt es eine tragende Rolle bei der Regulation des
Zellstoffwechsels, der Ferroptose, der Mikroumgebung des Tumors, der
Autophagie und weiteren Signalwegen, welche zur Tumorunterdrickung
beitragen (Levine, 2020). Eine Mutation im TP53-Gen stellt eine Pradisposition
fur eine Tumorerkrankung dar. Im Gegensatz zu der sonst bei fehlerhafter
Zelldifferenzierung einsetzenden Apoptose sind die Tumorzellen, welche eine
TP53-Mutation aufweisen, weiterhin mitotisch aktiv und breiten sich weiter aus
(Immortalisierung der Tumorzellen). Diese onkogene Eigenschaft kann zudem
beispielsweise die Invasivitat eines Karzinoms positiv beeinflussen und die
Chemo- sowie Strahlenresistenz von Tumoren erhdhen (Lane, 1992). Etwa 50 %
der Plattenepithelkarzinome im Kopf- und Halsbereich weisen eine Mutation von
TP53 auf (Poeta et al., 2007).

Der Signalweg von p53 hangt eng mit jenem des Proteins MDM2 zusammen.
Wird MDM2 durch ein stress-induziertes Signal gehemmt, verdoppelt sich die
Konzentration von p53 und die Transkription einer Reihe von Genen startet
unverzuglich. Damit werden die durch Reize entstandenen Schaden entweder
repariert oder die Apoptose wird eingeleitet (Levine, 2020). Je nach Art des
Reizes kann MDM2 stark, mafig oder schlecht an p53 gebunden werden; diese
Verbindung bestimmt die p53 induzierte Reaktion und Einleitung zahlreicher
weiterer Signalwege. Das Zusammenspiel mehrerer Reize |16st diese Antwort aus
(Hu et al., 2012).

Obwohl in Uber 67 % der Falle eine Expression von p53 in

Plattenepithelkarzinomen (squamous cell carcinomas/SCCs) detektiert werden
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kann, besteht laut Ara et al. kein zwingender Zusammenhang zu einer TP53 Gen-

Mutation (Ara et al., 2014). Daher liegt die Vermutung nahe, dass eine
posttranskriptionale Inaktivierung von p53 beispielsweise durch Viren oder
Bakterien stattfinden muss (Scheffner et al., 1990, Wei et al., 2010, Werness et
al., 1990, Scarth et al., 2021). Singh, R.D. et al. kommen zu dem Schluss, dass
eine Analyse des TP53-Mutationsstatus in Tumorgewebe im friihen Stadium ein
wichtiger prognostischer Faktor sein kann (Singh et al., 2016). Laut Odell et al.
fuhren TP53-Mutationen zu frihen Veranderungen in dysplastischen Lasionen
(Odell et al., 2021).

1.3.2 HPV-assoziierte dysplastische Veranderungen

HPV kénnen beim Menschen zu persistierenden Infektionen flihren. Die rund 200
HPV-Typen werden in 5 Gattungen (Genera) eingeteilt. Man unterscheidet a, B,
Y, M, v HPV. a-HPV und B-HPV sind dabei am meisten erforscht, da sie den
grofdten Teil der onkogenen HPV darstellen (Bernard et al., 2010). Im Kopf-Hals-
Bereich sind es a-HPV, die das grote onkogene Potenzial innehaben. Es
werden high-risk (HR) und low-risk (LR) HPV-Typen unterschieden. HR-HPV-
Typen sind etwa HPV 16 und HPV 18, wobei HPV 16 hauptsachlich im
Oropharynx, am Zungengrund und an den Tonsillenkrypten zu malignen
Lasionen fuhrt (Chaturvedi et al., 2013). Zu LR-HPV zahlen HPV 6 und HPV 11,

da sie benigne Lasionen verursachen (Tomai¢, 2016).

a-HPV dringt durch Mikrolasionen in die Mukosa ein und wandert zu seinem
Hauptziel - den Keratinozyten. Da die Viren keine eigene
Reproduktionsmaschinerie besitzen, sind die Basalzellen und Parabasalzellen
mit hoher Differenzierungskapazitat die Hauptwirtszellen der Viren, wodurch sich
das basaloide Muster in HPV-assoziierten Dysplasien erklart (Ganti et al., 2015,
Doorbar et al., 2012). Die Virus-RNA wird in das Wirtsgenom integriert und die
Onkoproteine exprimiert. Besonders wichtig fir die Replikation sind die Proteine
E6 und E7, da sie eine zellulare Unsterblichkeit induzieren (E6) und die

Zellteilung unkontrollierbar (E7) vorantreiben. Damit fordern besonders diese
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beiden Onkoproteine das Tumorwachstum (Androphy et al., 1987, Smotkin and

Wettstein, 1986). Die Proteine sind nur gemeinsam funktionell aktiv fir die
Tumorentwicklung (Riley et al., 2003).

Damit die mutierten Zellen der p53-induzierten Apoptose entgehen kénnen, kann
E6 mit dem Tumorsuppressor p53 interagieren (Honda et al., 1997). E6 nimmt
den Platz der MDM2-Ligase ein, die sonst die Aktivitat von p53 reguliert. Damit
wird MDM2 komplett inaktiv in der Signalkaskade und p53 wird inaktiv oder
abgebaut (Hengstermann et al., 2001, Pim et al., 1994). So kann EG6 in die p53-
Transaktivation eingreifen und die Aktivitdt sogar ohne Proteasomen
unterdricken (Thomas and Chiang, 2005). E6 kann weitere Schutzmechanismen
des Korpers umgehen, indem es den Apoptoseregulator BAK unterdriickt und die
Expression des Apoptose-hemmenden Proteins Survivin stimuliert (Borbély A et
al., 2006, Krajewski et al., 1996).

Das Onkoprotein E7 ist durch seine posttranskriptionelle Regulation mithilfe des
Proteasoms und der Phosphorylierung in der Lage, mit vielen Substraten
Wechselwirkungen einzugehen. Damit greift E7 in den Zellzyklus ein und flhrt zu
einer  Steigerung der  Proliferation, einer  Destabilisierung  von
Transkriptionskomplexen, einer Umgestaltung des Chromatins sowie einer
Degradierung des als Tumorsuppressor wirkenden Retinoblastom-Proteins
(pRB) (Tomaic, 2016).

Pradilektionsstellen fir HPV-assoziierte Dysplasien im Mund-Rachen-Raum sind
Epithelien mit folgenden Merkmalen: Eine Fragmentierung der Epithelbarriere
durch infiltrierende Lymphozyten; eine basaloide Differenzierung des
Plattenepithels, wobei basaloide Zellen eine HPV-Infektion erleichtern; eine
Immunprivilegierung, die die Beseitigung des Virus verhindert; eine geringere
Polarisierung des Epithels ohne oberflachliche Ausreifung. Diese Faktoren

erhohen die Wahrscheinlichkeit einer anhaltenden Infektion (Tomai¢, 2016).
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1.4 Definition und histologische Merkmale der differenzierten

squamosen intraepithelialen Neoplasie

Die dSIN beschreibt ein abnormales Plattenepithel, welches im Bereich des
Stratum basale und parabasale atypische Epithelzellen aufweist, welche in den
hoheren Epithelschichten ausreifen (Wasserman et al., 2016). Die dSIN wird in
den gangigen Graduierungssystemen (z.B. WHO) im Kopf-Hals-Bereich nicht als
eigene Entitdt genannt. Erst in der 3. Edition der WHO-Klassifikation (2005)
wurde die Veranderung einer dSIN beschrieben, jedoch wird sie bis zur aktuellen
5. WHO-KIlassifikationen von 2023 nicht als solche bezeichnet (Odell et al., 2021,
Muller and Tilakaratne, 2022). Daher besteht die differenzierte Form der
Dysplasie als dysplastische Veranderung, aber nicht als eigene
Klassifizierungseinheit (Li et al., 2021). In der WHO wird eine Art differenzierte

Dysplasieform von Muller et al. wie folgt beschrieben:

“Cytological atypia confined to the basal third may be sufficient for a
diagnosis of severe dysplasia, depending on individual features
present, particularly bulbous rete processes, budding and
disorganization of basal cells, and marked pleomorphism* (Muller et
al., 2023).

Die histologischen Merkmale der dSIN sind wie von Arsenic & Kurrer, 2013, Odell
et al., 2021, Reibel et al., 2017 und Paliga, 2014 beschrieben anerkannt und in
Tabelle 5 zusammengefasst (Paliga and Mai, 2014, Arsenic and Kurrer, 2013,
Odell et al., 2021, Reibel et al., 2017). Abb. 9 zeigt ein Beispiel einer dSIN an
gingivalem,  retromolarem  Plattenepithel mit den  beschriebenen

morphologischen Merkmalen. Abb. 10 stellt eine dSIN neben einem PLECA dar.

Tabelle 5 Zusammenfassung der histologischen Merkmale einer dSIN

Hyperkeratose Haufig vorhandene Hyperkeratose

mit Ortho- oder Parakeratose.
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Zellulare Differenzierung

Kernmerkmale in der basalen und

parabasalen Zellschicht

Minimale zytologische Atypien in

den Oberflachenschichten

Verlust der normalen

architektonischen Anordnung

Fehlen des HPV-zytopathischen
Effekts

28

Sehr gute squamése
Zelldifferenzierung mit erhaltener
oder fehlender Keratinisierung
oberhalb der Parabasalzellschicht;
abnorme Proliferation und
Hyperplasie.
Vergrofierte, hyperchromatische
Zellkerne; variable Anzahl an
Zellkernen; erhohtes Kern-
Zytoplasma-Verhaltnis; prominente
Nukleoli.

Zytologische Atypien meist starker in
den unteren Epithelschichten,
Oberflachenzellen kdnnen leichte
Anomalien zeigen, wie vergrolerte
Zellgrofie und unregelmalige
Zellgrenzen.
Desorganisation der normalen
Architektur, eine gewisse epitheliale
Stratifikation bleibt jedoch erhalten,
architektonische Verzerrung mit
unregelmafiger Zellanordnung,
,Cubblestone-Appearance” (Paliga,
2014).

Kein HPV-nachweisbarer
zytopathischer Effekt: keine
Koilocyten mit Hyperchromasie und

unregelmaligen Kernmembranen
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Akanthose Haufiges Auftreten einer Akanthose,

welche auf die Zunahme der
Epithelzellen aufgrund der
Hyperplasie der basalen und
parabasalen Zellen hinweist.
Mitotische Aktivitat Erhdhte Mitosefiguren, besonders in
den basalen und parabasalen
Schichten, weniger in den
oberflachlicheren Schichten.
Basalzellschicht-Anomalien Basalzellen mit hyperchromatischen
oder offenen Kernen; zahlreiche
kleine Nukleoli; erhohte mitotische
Aktivitat; Bildung von Zellnestern von
3-5 Zellen maglich.
Kein signifikantes entzindliches dSIN zeigt in der Regel kein
Infiltrat signifikantes entzindliches Infiltrat im
Stroma im Gegensatz zu anderen
Dysplasieformen
Reteleisten Elongierte und anastomosierte

Reteleisten

Die gleichen Merkmale wurden auch fur die dVIN von Reutter 2016, von Van den
Eiden 2013 und von Jin 2019 ausfiuhrlich beschrieben. Dort wurde die dVIN
bereits als mittel- bis schwerwiegende Dysplasie eingestuft (Reyes and Cooper,
2014), obwohl sie sich meist nur auf die basalen und parabasalen Schichten
beschrankt. Das Entartungsrisiko der dVIN ist im Gegensatz zu den HPV- oder
entzindlich bedingten VIN I bis VIN Il erhéht (Jin and Liang, 2019).
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dVIN hat eine HPV-unabhangige Pathogenese (Thompson et al., 2022). Jin und

Liang beschreiben, dass in 80 % der dVINs eine TP53-Mutation vorliegt (Jin and
Liang, 2019). Daher ist p53 ein guter Marker, um die Diagnose einer dVIN zu
unterstitzen, wenn es in der basalen Zellschicht GUberexprimiert wird. Ein Ausfall
von p53 kann auch ein Hinweis auf eine Mutation im TP53-Gen sein, jedoch kann
dieser auch in benignen Epithelveranderungen wie Lichen sclerosus, Lichen
simplex chronicus oder im normalen Epithel auftreten (Thompson et al., 2022).
Parra-Herran et al. wiesen 2022 anhand der dVI nach, dass bei einer
Uberexpression von p53 eine Mutation von TP53 vorliegt (Parra-Herran et al.,
2022). Singh, Leen et al. stellten ebenfalls an der dVIN fest, dass ein Ausfall von
p53 ebenfalls eine Mutation von TP53 nahelegt (Singh et al., 2015) Zum gleichen
Ergebnis kamen auch Dasgupta et al. (Dasgupta et al., 2018) Um eine dSIN von
diesen benignen Veranderungen abzugrenzen, ist es somit wichtig, das Ergebnis
der p53-Immunhistologie mit der HE-Morphologie zu korrelieren. Bei
zweifelhafter Beurteilung der Expression von p53 erscheint auch eine
molekularpathologische Mutationsanalyse von TP53 noétig. Als weiterer
maoglicher Marker kénnte hier CK17 in Frage kommen, welcher eine spezifische
Reaktivitat bei dVIN (93 %, oft vollschichtig oder suprabasal) zeigt und sich
deutlich von der HPV-abhangigen usual VIN (uVIN; keine Expression von CK17)
unterscheidet. Lichen sklerosus und Lichen simplex chronicus zeigen ebenfalls
eine Expression von CK17, jedoch nur in der oberen Epithelhalfte (Jin and Liang,
2019). Ob diese Expression von CK17 auch auf die dSIN zutrifft, muss noch
geklart werden.

Die pleomorphe Dysplasie konnte eine Weiterentwicklung der dSIN mit
Ubergreifen der dysplastischen Zellen von der Basal- und Parabasalzellschicht
auf die oberen Epithelschichten darstellen. Sie erstreckt sich histologisch somit
Uber das gesamte Epithel (alle Epitheldrittel); die Gbrigen Merkmale sind gleich
denen der dSIN. Abb. 11 zeigt regelhaftes Plattenepithel neben einer
pleomorphen Epitheldysplasie am Beispiel von Plattenepithel vom Zungenrand
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aus der vorliegenden Studie. Daran ist erkennbar, dass die Merkmale dieser

Dysplasie denen der dSIN aus Abb. 9 dhneln.

Abb. 9 Differenzierte intraepitheliale Neoplasie (dSIN) beispielhaft an gingivalem Plattenepithel aus
dem TMA 5mm-03U Core 5-3, HE, 20-fache VergréRerung. Ubergang von physiologischem Plattenepithel
in die dSIN (%); rechts: Plattenepithel mit regelhafter Epithelschichtung mit kleinen Basalzellen und
Basalzellkernen. Links: dSIN mit atypischen Basalzellen in Nestern oder einzeln liegend (=) mit groRen,
atypisch geformten Zellkernen, im oberen Epitheldrittel (¢) regelhafte Ausreifung mit Parakeratose; kein
lymphozytares Infiltrat unter der Basalmembran.

Abb. 10 Beispiel einer dSIN mit invasivem Karzinom am Zungenrand A Atypische Basalzellen mit
variabler Anzahl an Zellkernen, viel Zytoplasma und prominenten Nucleoli. B Desorganisation und
architektonische Verzerrung des Epithels. C Odem und Akanthose. D Invasion von hochdifferenzierten,

31



Einleitung
squamdsen Turmozellen ins subepitheliale Stroma. E Lymphozytares Infiltrat bei Tumorinvasion und
Epitheldysplasie. F Desmosomen. Aus dem TMA 5mm-03U Core 1-1, HE, 20-fache VergroRerung.

Abb. 11 Pleomorphe Dysplasie: Ubergang von physiologischem Epithel in neoplastisches Epithel
Zungenrand: a Palisadenartige Anordnung der kleinen Basalzellen. b Ortho-/Parakeratose. A Atypische
vergroRerte Basalzellen mit grofen Zellkernen, atypischer Kern-Plasma-Relation, Desorganisation, grof3e
parabasale Zellen mit viel eosinophilem Zytoplasma, ,cubblestone-appearance”. B Hornperlen/Dyskeratose
innerhalb des Stratum granulosum. C Polymorphe Zellen in allen Epithelschichten. Aus dem TMA 5mm-26
Core 7-1, HE, 5-fache VergréfRerung.

32



Einleitung

1.5 Fragestellung und Zielsetzung
Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Frage, ob analog zur Vulva
histologisch eine differenzierte squamdse intraepitheliale Neoplasie (dSIN) von
anderen Formen der squamaosen intraepithelialen Neoplasie (SIN) abzugrenzen
ist. Dafur sollen morphologische Merkmale einer maoglichen dSIN ermittelt
werden, welche die dSIN eindeutig von anderen dysplastischen Veranderungen

des Epithels im Mundraum und Oropharynx abgrenzen.

Neben den morphologischen Kriterien sollen immunhistochemische Marker (p16,
MIB1, p53, CK13, CK17) untersucht werden, welche z.T. bei der Vulva zur
Charakterisierung der dSIN eingesetzt werden koénnen und damit die

Reproduzierbarkeit der Diagnose erhdhen.

Ziel der Arbeit ist es zu beweisen, dass die dSIN eine eigene Entitat der
prakanzerdsen Lasionen im Mundraum und Oropharynx vergleichbar zur dVIN
darstellt und durch einen immunhistochemisch zu bestimmenden Marker
eindeutig und damit ohne Inter- und Intraobserver-Variabilitat diagnostiziert

werden kann.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenrecherche

Aus der Patientendatei des Informationssystems PAS.NET (Nexus AG,
Krankenhausinformationssysteme, Medizin Software, Villingen-Schwenningen,
Deutschland) des Institutes fur Pathologie wurden mit Hilfe der Suchbegriffe
wIIN“ OR "squamose intraepitheliale neoplasie" OR "squamous intraepithelial
neoplasia” AND NOT "cervix" AND NOT "vulva™ im Zeitraum 1998 bis 2018 Falle
mit einer SIN oder dSIN herausgesucht. Bei der Enthahme der zugehorigen
Paraffinblocke und Schnitte aus dem Block- und Schnittarchiv des Institutes fur
Pathologie wurden als Platzhalter kleine Zettel (FB-HIS-029, Abb. 12) eingelegt,
welche die Fallnummer, die Blocknummer, die Studienverantwortlichen, den
Studiennamen und das Datum enthielten. Die 1050 routinemallig befundeten
Falle wurden digital aus dem PAS.NET in eine Excel-Tabelle (Excel 365,
Microsoft, Redmont, Washington, USA) exportiert und nach Materialart und -
herkunft sortiert. Zur Vollstandigkeit wurden alle im PAS.NET vorhandenen
Befunde der jeweiligen Patientinnen und Patienten anhand der routinemafig
erstellten kritischen Berichte gepruft und ggf. in der Excel-Liste erganzt, wenn die
Materialart und -herkunft in Kombination mit dem Befund in die Studie passte.
Dadurch wurde die Auswahl der Befunde bis zum Jahr 2020 erweitert. Die
Befunde vor dem Jahr 2003 wurden aus der Studie herausgenommen, da sie
teilweise nicht oder nicht ausreichend digitalisiert waren. Die Objekttrager der
verbliebenen 986 Falle wurden dem Schnittarchiv des Institutes fir Pathologie
entnommen und mithilfe eines Durchlichtmikroskops (Axioskop 40, Carl Zeiss
GmbH, Oberkochen, Deutschland) hinsichtlich des Vorliegens einer
Epitheldysplasie nachbegutachtet (Tabelle 6). Nach histologischer Durchsicht
dieser 986 Falle wurden 559 Falle von 227 Patientinnen und Patienten
ausgewahlt (Nachnamen A-K und einzelne Falle der Nachnamen L-Z) und nach
der Materialherkunft aufgeteilt. Diese Uberwiegend willkirliche Patientenauswahl

wurde zur Fallbegrenzung der Studie getroffen. Das Material stammt von 91
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Patientinnen und 136 Patienten, der Altersdurchschnitt liegt bei 67 Jahren (19-

92). Proben vom Alveolarkamm, Alveolarfortsatz, Planum buccale, Caruncula
lingualis, Zungenoberseite, Zungenspitze, Zungenrand, Mundschleimhaut oder
Mundboden wurden der Mundhohle, Proben vom weichen Gaumen,
Zungengrund, Tonsillen, Uvula und vorderem Gaumenbogen dem Oropharynx
zugeordnet. Fur die Studie waren nur Befunde wie SIN I/milde Dysplasie, SIN
[I/moderate Dysplasie, SIN I[Il/CIS/schwere Dysplasie, Plattenepithelkarzinome
G1-G3 und dSIN aus den oben genannten Bereichen relevant. Metastasen
wurden nicht berlcksichtigt. Ebenfalls nicht gesondert bewertet wurde eine

mogliche Progression bei Verlaufsbiopsien.

Die Studie wurde von der Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultat der

Universitat Tubingen genehmigt (Projekthummer 542/2018B02).
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Namen /Studie/ | Namen /Studie/ |
Material / Abt. Material / Abt, |

M. Morsch; PD | M. Morsch; PD
Dr. U. Vogel Dr. U. Vogel

dSIN dSIN
K3 =
82265 82265

Nummern der Nummern der
Blcke/Schnitte: | Blocke/Schnitte:

‘ Datum: Datum:

[
i

Abb. 12 Formbilatt fiir Platzhalter FB-HIS-029 aus dem Institut fir Pathologie Tlbingen

Tabelle 6 Kriterien und Auswertungskiirzel der ersten Nachbegutachtung in HE zur
Diagnosesicherung nach WHO-Kriterien, 2017. Die Kurzel der Auswertung sind in der Tabelle
beschrieben. Einige Kirzel wurden aufgrund der unterschiedlichen Lokalisation im Epithel mehrfach
vergeben.

Ausrichtung Mitosen Hyperparakeratose Lichenoid | Verlangert |
der Zellen: (p = ja, (p =ja,
n = nein) n = nein)
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2.2 Auswahl der studienrelevanten Gewebeareale
Nunmehr wurden die mit HE oder IHC (p16, p53, MIB1) gefarbten Schnitte der
verbliebenen 559 Falle nochmals mikroskopiert, um diejenigen Areale auf dem
Schnitt zu identifizieren und mit einem Filzstift zu markieren, welche in die Tissue

Microarrays (TMAs) eingestellt werden sollten.

In einigen Fallen waren die Paraffinblocke zerfallen oder die Gewebeprobe zu
dinn, um weitere Schnitte davon anfertigen zu kénnen. Diese Falle wurden aus
der Studie genommen. Es wurden insgesamt 1722 Gewebestanzzylinder von
227 Patientinnen und Patienten aus 559 Fallen den Paraffinblocken entnommen.
Davon stammten insgesamt 1294 Gewebestanzzylinder aus der Mundhdhle, 428

Gewebestanzzylinder aus dem Oropharynx.
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2.3 Herstellung der Tissue MicroArrays (TMAs)

Die Methode der TMAs dient der kosten- und arbeitssparenden Untersuchung
von bis zu 2501 Gewebeproben durch die Anordnung von kleinen
Gewebestanzzylindern (Durchmesser: 0,3-5 mm) in einem Kkartesischen
Koordinatensystem in einem Standardparaffinblock (34,9 x 21,8 x 4 mm). Durch
die Anordnung von vielen kleinen Gewebszylindern konnen mehrere
Gewebeproben einer Patientin oder eines Patienten auf einem Objekttrager
direkt nebeneinander untersucht (parallele Analyse) und damit das Material
effizienter beurteilt werden. Mit Hilfe der TMAs lasst sich auch der bendétigte
Durchmesser einer Gewebeprobe fur eine sichere Diagnostik ermitteln. In dieser
Studie wurden TMAs mit einem Durchmesser der Gewebszylinder von 1 mm, 2

mm und 5 mm untersucht.

Werden TMAs bendtigt, die mit einer mittleren Anzahl an Proben (30-100)
bestlickt werden sollen und eine prazise Anordnung bendtigen, sollten
vorgefertigte Akzeptorparaffinblécke mit vorgebohrten oder vorgestanzten
Aufnahmeldchern genutzt werden. Als Akzeptorbldcke eignen sich insbesondere
kleine kubische paraffinierte Agarblocke (Vogel, 2014). Diese Anforderungen
stellten die in dieser Studie angefertigten TMAs mit 1 mm und 2 mm
durchmessenden Gewebecores. Als Grundlage wurden Agar-Platten aus
zweiprozentigem Agar-Agar gegossen. Diese wurden Uber eine aufsteigende
Alkohol-Verdunnungsreihe von Wasser befreit und anschlieBend uber einen
Xylol-Zwischenschritt paraffiniert (Song, 2005). Das dargestellte Verfahren hat
den Vorteil, dass beim spateren Aufschmelzen des Paraffins ein formstabiler
Block bestehen bleibt und die Gewebecores sich nicht zufallig versetzen oder
kippen. Nach dem Paraffinieren wurden die Blocke zur Aufnahme der
Gewebecores mit Stanzléchern in den vorgegebenen Groéflken von 1 mm und 2
mm - sog. Blindes - handisch mithilfe eines im Bohrstander fixierten
Multifunktionsfeinbohrers in Kombination mit einem Micro Compound Tisch (alle
Teile der Fa. Proxxon GmbH, Féhren, Germany) versehen (Vogel and

Bueltmann, 2006). Die mit 5 mm durchmessenden Gewebszylinder bestlckten
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TMAs bendtigten diese Vorarbeit nicht, da die 5 mm breiten Gewebszylinder

stabil auf einem doppelseitigen Klebeband der Firma Tesa (2,75 mm x 38 mm)
standen (Wilkens, 2003). Auf die Schnittflache der Agar-Paraffin-Blocke wurde
ebenfalls doppelseitiges Klebeband aufgebracht. Zur Stabilisierung des
Klebebandes wurde auf die verbliebene Klebeseite eine Rontgenfolie als Trager
befestigt (back-bone-Methode nach Chen (Abb. 13)) (Chen and Zhou, 2005).

Abb. 13 Herstellung der paraffinierten Agar-Akzeptorblocke fiir die TMAs A Konventionelle Herstellung
eines Agar-Gels aus Agar-Agar-Pulver und Wasser auf einer Magnetheizplatte mit einem Rihrmagneten B
Doppelseitiges Klebeband der Firma Tesa C Doppelseitiges Klebeband auf Réntgenfilm (*) D Proxxon
Multifunktionsbohrer im Bohrstand E Paraffinierter Agar-Akzeptorblock mit 2 mm Blindes. Adaptiert aus
,Overview on Techniques to Construct Tissue Arrays with Special Emphasis on Tissue Microarrays” A Fig.
9; B, C Fig. 7; D Fig. 8 (Vogel, 2014)

Die in der HE-Nachbegutachtung auf den Objekttragern markierten Stellen
wurden auf die Donorblécke Ubertragen und wahlweise mit einer 1 mm, 2 mm
oder 5 mm-Hautbiopsiestanze (Abb. 14 A) (KAI Industries Group, Japan) aus
dem Donorblock herausgestanzt. Die 1 mm und 2 mm durchmessenden
Gewebszylinder wurden nun in die vorgefertigten Blindes - leere Cores auf dem
Array - der Akzeptorblocke eingefihrt. Die 5 mm durchmessenden
Gewebszylinder wurden frei auf das doppelseitige Klebeband gestellt. Die
Lokalisation der Gewebeproben wurde in zunachst in mehreren Tabellen in
Microsoft Excel 365 erfasst. Ein sogenannter Markercore diente zur Festlegung
39



Material und Methoden
der Position 1-1 in den jeweiligen TMAs, wobei bei den 1 mm und 2 mm TMAs

ein Markercore in die Position 1-1 gesetzt wurde, bei den 5 mm TMAs zwei
Markercores neben die Position 1-1 und 1-2. Als Gewebe fur die Markercores
wurden eine Melanommetastase und Leberparenchym verwendet. Die 5 mm
TMAs wurden jeweils mit max. 7x4 Cores, die 2 mm TMAs mit max. 14x9 Cores
und der 1 mm TMA mit 371 Cores bestlckt. Zusatzlich zur Position der
Gewebeproben in den TMAs wurden die Fallnummer, die Materialherkunft und
die routinemaRige sowie die bei der Nachbegutachtung erhobene Diagnose in

den Excel-Tabellen dokumentiert.

Die Akzeptorblocke wurden zum Schmelzen in gereinigte Edelstahimodeln der
Grolke 34,87 mm x 21,78 mm gebracht. Nach dem Aufschmelzen auf einer
Warmplatte (Slee MPS/W, SLEE medical GmbH, Nieder-Olm) bei 65°C fir 10
Minuten wurden die Stahlmodeln mit 80°C heillem, flissigem Paraffin
(Ausgielistation, Slee MPS/P, SLEE medical GmbH, Nieder-Olm) aufgefulit.
Danach wurde die Stahlmodel kurzfristig auf eine Kalteplatte (-12°C) (Slee
MPS/C, SLEE medical GmbH, Nieder-Olm) gestellt, wobei mit Hilfe einer
beheizbaren Pinzette der TMA bzw. der Rontgenfilm fest auf den Boden der
Stahlmodel gedruckt wurde. Dadurch sollte eine plane Auflage der TMAs bzw.
des Rontgenfilmes erreicht werden. Nach der Verfestigung des bodennahen
Paraffins wurde eine im Kassettendrucker (Leica IPC, Printer for Tissue
Cassettes, SN 1346, Leica Microsystems CMS GmbH, Mannheim) beschriftete
Gitterkassette aus Plastik zur Identifizierung der TMAs auf die Stahimodel gelegt.
Die Stahlmodel wurde zunachst bei Raumtemperatur abgekihlt und
anschlieBend Uber Nacht in einen 4°C kalten Kuhlschrank gelegt (Liebherr
Premium, Liebherr-International-AG, Bulle, Schweiz). Dieses Verfahren der
langsamen Abkuhlung vermindert die Kiristallbildung und Spannungen im
Paraffin, die zum Splittern der Blécke und damit zur erschwerten Auswertung
fuhren konnten (Vogel, 2014).

Insgesamt wurde ein TMA mit 1Tmm, vier TMAs mit 2 mm und siebenunddreilig

TMAs mit 5 mm durchmessenden Stanzzylindern hergestellt. Die 5 mm TMAs
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wurden in sechzehn Ubersichtsblocke und einundzwanzig Mehrprobenbldocke

geteilt. Erstere dienten der Ubersicht mit jeweils einer Gewebeprobe pro Fall. Die

anderen wurden, wenn vorhanden, mit weiteren Gewebeproben des gleichen

Falls bestlickt.

Abb. 14 Material und Verlauf der Bestiickung der TMAs A (1) 5 mm durchmessende Hautbiopsiestanze;
(2) 1 mm durchmessende Gewebestanze; (3/4) 2 mm durchmessende Gewebestanzen B (1) 24 (4x6) 5 mm
durchmessende Gewebecores mit Ausgielrahmen (Kunststoff) auf doppelseitigem Klebeband; (2)
Bestlickung des auf einer Réntgenfolie (*) befestigten doppelseitigen Klebebandes (Sandwichtrager) mit 5
mm durchmessenden Gewebecores; (3) Bestlickung des Akzeptorblockes mit 2 mm durchmessenden
Gewebecores auf Sandwichtrager; (4) Gewebeparaffinblock Markergewebe Melanommetastase; (5) TMA
mit 5 mm durchmessenden Gewebecores auf beschrifteter Plastikkassette; (6) Vorgebohrter Akzeptorblock
mit bereits zahlreichen eingestellten 1 mm durchmessenden Gewebecores. C Nahaufnahme 2 mm
Akzeptorblock. D Nahaufnahme 1 mm Akzeptorblock vor dem Aufschmelzen; E (1) Stahimodel zum Gief3en
eines Paraffinblockes (2) 5 mm Gewebecores auf Sandwichtrdger mit zerkleinertem paraffiniertem
Lebergewebe zum vereinfachten Abgrenzen der in den TMA eingestellten Cores.
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2.4 Schneiden der TMAs

Die TMAs wurden nach dem vollstandigen Ausharten bei Kuhlschranktemperatur
aus den Modeln genommen, die Tragerschicht aus Klebeband und Rontgenfolie
entfernt und auf eine Kuhlplatte (Tissue Cool Plate COP20, Reichert-Jung
Optische Werke AG, Osterreich) mit -10°C gebracht. Das weitere Herabkiihlen
des Paraffins dient der besseren und vor allem langeren Schnittfahigkeit am
Mikrotom. Der zu schneidende TMA wurde in den CoolCut-Aufsatz des
Rotationsmikrotoms (Microm, Mikrotom HM 355 S) eingespannt und zur
Begradigung der Anschnittflache zuerst mit 10-15 ym Schnittvorschub gerade
geschnitten. Nach dem Anschneiden wurden die fur die Farbungen bendtigten
Dunnschnitte abhangig von der Blockqualitat (Rissbildung oder nicht) mit einer
Dicke von 2,5-3,5 pym erstellt. Die dauerhafte Kilhlung durch das CoolCut-System
verlangerte die optimale Bearbeitungsdauer des Paraffins. Die Dunnschnitte
flossen Uber ein wasserbenetztes Schnitttransfersystem (STS) in ein mit
Eiswurfeln geklhltes und mit destilliertem Wasser gefllltes Auffangbecken. Auf
der Oberflache dieses Wasserbades schwimmend konnten die Dunnschnitte auf
adhasive Objekttrager (Tomo TOM-1190, Matsunami Glass IND. LTD., Japan)
aufgezogen werden. Zum glatten Aufziehen und Strecken der Dunnschnitte
wurden diese durch Eintauchen der Objekttrager in ein auf 51°C vorgeheiztes,
mit destilliertem Wasser gefilltes Wasserbad (pfm AG Typ WB 1000) auf dessen
Oberflache aufgebracht und nach wenigen Sekunden, in denen sich das Paraffin
des Schnittes erwarmen und sich der Schnitt ausdehnen konnte, sogleich wieder
blasenfrei und mdglichst rissfrei auf den Objekttrager aufgezogen. Je Block
wurden etwa 25 Schnitte angefertigt, um die bestmoglichen Schnitte mit den
geringsten Artefakten fur Farbungen und Diagnostik zu verwenden. Nach 20
Minuten Trocknungszeit in senkrechter Position wurden die Objekttrager
handisch mit der TMA-Nummer und einer Schnitthummer versehen, um eine

Zuordnung zu ermoglichen.
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2.5 Standardfarbung — Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung

Zur Nachbegutachtung der routinemafig erstellten Schnittpraparate und zur
Markierung der fur die TMA-Erstellung relevanten Areale wurde weitestgehend
die HE-Farbung verwendet. Ferner wurde eines der neu erstellten
Schnittpraparate der TMAs nach dem im Rezepturhandbuch des
hamatologischen Labors der Abteilung Allgemeine und Molekulare Pathologie
hinterlegten Protokolls (RPH-PNP-14349-1 RPH-HAM-006) wie in Tabelle 7
beschrieben mit HE von den Mitarbeitenden des Labors gefarbt. Am Beispiel des
mehrschichtig unverhornten Plattenepithels am Zungenrand ist die HE-Farbung
in Abb. 15 dargestellt. Das vom Eosin rot gefarbte Zytoplasma und die vom

Hamatoxylin blau gefarbten Zellkerne sind typisch fir die HE-Farbung.

Tabelle 7 Durchfiihrung der HE-Farbung laut Qualitatsmanagement (QM)-Dokument RPH-PNP-14349-1

RPH-HAM-006 des Institutes fiir Patholoiie TUbinien

Wiederholungen Chemikalie Inkubationszeit
1 Xylol 15 Min.
2 100 % Alkohol 1 Min.
2 96 % Alkohol 1 Min.
2 70 % Alkohol 1 Min.
1 Aqua dest. spulen
1 Mayers — Hamatoxylin 4 Min.
1 Leitungswasser 10 Min.
1 Aqua dest. spulen
1 Eosin 2 Min.
1 70 % Alkohol wenige Sekunden
1 96 % Alkohol wenige Sekunden
2 100 % Alkohol 1 Min.
4 Xylol 1 Min.
Eindecken
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Abb. 15 Beispiel der HE-Farbung an regelhaftem mehrschichtig unverhornten Plattenepithel vom

Zungenrand aus dem TMA 2mm-01 Core 3-7, HE, 20-fache VergréRerung: A Rotes Zytoplasma (Eosin). B
Blaue Zellkerne (Hamatoxylin). Palisadenformige Anordnung der Zellen.
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2.6 Immunhistochemische Farbungen (IHC)
IHC dienen der Darstellung einer genau definierten, zumeist aus Protein
bestehenden Zielstruktur mithilfe eines Antikorpers. Damit kdonnen sie zur
Charakterisierung von Tumoren und damit in der pathohistologischen Diagnostik

eingesetzt werden.

Nach Binden des Primarantikdrpers an das Antigen wird ein Sekundarantikorper
verwendet, der an den Primarantikorper bindet und das immunhistochemische
Signal durch eine erhéhte Anzahl an Bindungsstellen fur ein Detektionssystem
verstarkt. In dieser Studie wurden die Detektionssysteme OptiView HRP Multimer
(Roche Holding AG, Basel, Schweiz) fur p16, p53, CK17, MIB-1 und iView SA-
HRP (Roche Holding AG, Basel, Schweiz) fir CK13 eingesetzt, um den
Sekundarantikorper mit mehreren Enzymen zu konjugieren und die Signalstarke
durch weitere offene Bindungsstellen zu erhohen. Das so geschaffene Polymer
mit seinen Enzymen kann nun das Chromogen Diaminobenzidin (OptiView DAB
DetectionKit, Roche Holding AG, Basel, Schweiz, fir p16, p53, CK17, MIB-1 und
iVIEW DAB DetectionKit, Roche Holding AG, Basel, Schweiz fur CK13) zu einem
kraftigen, bestandigen, unloslichen, braunen Niederschlag umsetzen, der unter
dem Mikroskop sichtbar wird. Um die zugrundeliegenden Gewebestrukturen
ebenfalls kontrastreich darzustellen, wird im Anschluss an eine

immunhistochemische Farbung eine HE-Gegenfarbung durchgefluhrt.

Die IHC-Farbungen wurden nach den geltenden Protokollen Nr. 8 fir p16, p53,
CK 17 und MIB-1 und Nr. 485 fur CK13 nach dem Qualitdtsmanagement des
Institutes fur Pathologie Tubingen im Ventana BenchMark ULTRA
Farbevollautomaten (Roche Holding AG, Basel, Schweiz) angefertigt. Es wurde

jeweils ein Objekttrager gefarbt.

Beispiele der IHC-Farbungen mit unterschiedlichen Expressionsmustern aus der
vorliegenden Studie sind in Abb. 16 (p53), Abb. 17 (p16), Abb. 18 (MIB-1), Abb.
19 (CK17) und Abb. 20 (CK13) dargestellt.

45



Material und Methoden

R B c
& - » ;
Sy 0 :
Ay, g ;
B> - N
LS ] LN
W, o 4 .
L3 .i B v -
i Tlal. ¢ S '
X - B S
447 ‘\‘ "a et g
.35 bans TR
W N AN e sy 8 | ’ :
et et o e ’ g
S NVe Q ot : , :

Abb. 16 Exemplarische p53-lHC-Farbung A Mundhdéhle. Weder Zytoplasma noch Zellkerne zeigen eine
braune Farbung im Sinne eines Ausfalls der p53. Aus dem TMA 5mm-35u Core 1-1, p53, 20-fache
VergréBerung. B Mundhéhle. Deutliche braune Farbung der Zellkerne im Sinne einer Uberexpression p53
in basalen und parabasalen Epithelschichten. Aus dem TMA 5mm-350 Core 1-1, p53, 20-fache
Vergrolierung. C Alveolarfortsatz. Vereinzelt stark ausgepragte braune Farbung der Zellkerne, iberwiegend
schwache bis keine braune Farbung im Sinne eines p53 wild-type(wt). Aus dem TMA 5mm-350 Core 2-1,
p53, 10-fache VergrofRerung.

A

Abb. 17 Exemplarische p16-IHC-Farbung A Planum buccale. Expression von p16 im unteren Epitheldrittel
entsprechend einer HPV-assoziierten Epitheldysplasie (SIN 1) aus dem TMA 5mm-070i Core 4-2, p16, 5-
fache VergrofRerung B Weicher Gaumen. Expression von p16 bis ins mittlere Epitheldrittel entsprechend
einer HPV-assoziierten Epitheldysplasie (SIN Il) aus dem TMA 5mm-07u Core 2-2, p16, 20-fache
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Vergréferung C Zunge. Expression von p16 Uber alle Epitheldrittel entsprechend einer HPV-assoziierten
Epitheldysplasie (SIN 11I/CIS) aus TMA 5mm-070 2-3, p16, 10-fache Vergrofierung.

Abb. 18 Exemplarische MIB-1-IHC-Farbung A Zunge. Starke atypische Expression Uber die gesamte
Epithelhdhe. Aus dem TMA 5mm-070 Core 2-3, MIB-1, 10-fache VergroRerung B Weicher Gaumen.
Regelhafte vereinzelte Expression beschrankt auf die basale Zellschicht. Aus dem TMA 5mm-070 Core 2-
2, MIB-1, 20-fache VergréRRerung

Abb. 19 Exemplarische CK17-IHC-Farbung A Alveolarfortsatz. Starke Expression Uber die gesamte
Epithelhdhe entsprechend einer atypischen CK17-Expression. Aus dem TMA 5mm-35u Core 2-1, CK17,
20-fache VergroRerung. B Gingiva. Geringe, aber nachweisbare Expression von CK17 in den oberen
Epitheldritteln entsprechend einer atypischen CK17-IHC-Farbung. Aus dem TMA 5mm-350 Core 3-1, CK17,
10-fache VergréRerung.
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Abb. 20 Exemplarische CK13-IHC-Farbung A Planum buccale. MaRige bis keine Expression im Sinne
einer atypischen CK13-IHC-Farbung. Aus dem TMAS5mm-35i 4-3, CK13, 10-fache Vergrofierung. B
Alveolarfortsatz. Starke Expression mit Aussparung der basalen und parabasalen Epithelschicht im Sinne
einer regelhaften CK13-Expression. Aus dem TMA 5mm-35i 2-1, CK13, 10x.
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2.7 Aufnahme und Auswertungsmethodik der TMAs

Nach dem Farben wurden die Praparate mit Glasdeckglasern (No. 1,5,
24x60mm, Firma Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Koénigshofen,
Deutschland) und einem Harz eingedeckt. Die gefarbten Objekttrager wurden
mithilfe des Nano Zoomer Digital Pathology 2.0 HT (Hamamatsu Photonics K.K.,
Japan) nach dem Antrocknen des Harzes eingescannt und in entsprechenden
Ordnern digitalisiert als ndpi-Dateien abgespeichert. Damit konnten die gefarbten
Objekttrager mit jedem Viewer-Programm angesehen werden, der ndpi-Dateien
nutzen konnte. In dieser Studie wurden die Programme CaseViewer (3DHistec
Ltd., Budapest, Ungarn) und NPD.view 2.0 (Hamamatsu Photonics K.K., Japan)

benutzt.

Die TMAs wurden in zwei Runden in Zusammenarbeit mit PD Dr. Ulrich Vogel
zur Sicherung der Diagnosen ausgewertet. Zuerst wurden alle erstellten TMAs
parallel in allen Farbungen betrachtet und eine Diagnose basierend auf den
Befunden (nach den in Kapitel 1.2 und 1.4 genannten Kriterien) gestellt.
Dysplasien wurden unabhangig von ggf. auftretenden invasiven Karzinomen
betrachtet. Als primarer Marker wurde p53 herangezogen, eine
Semiquantifizierung der Farbung fand erst in der folgenden Runde der
Auswertung statt. Die Diagnosen wurden mit den Diagnosen aus dem PASNET
verglichen, die in der gleichen Excel-Tabelle wahrend der Patientenrecherche

dokumentiert wurden.

In der zweiten Runde wurden die TMAs hinsichtlich der Expression der
untersuchten Proteine semiquantitativ ausgewertet und die Expression in der
Excel-Tabelle mit Kirzeln (Tabelle 8) dokumentiert. Die mittels der Kirzel
dokumentierte Expression der Proteine wurde zur Erstellung von Immunprofilen
herangezogen, wobei die Proteine in einer eindeutigen Reihenfolge angeordnet
wurden (p53 - p16 - CK13 - CK17 - MiIB1). Die sich dabei
herauskristallisierenden Immunprofile wurden, wie Tabelle 9 zeigt, einer

Diagnose zugeordnet. Dabei wurden alle Proben einer Patientin oder eines
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Patienten zu einem Profil zusammengefasst, wobei jeweils die starkste

Expression eines Proteins gewertet wurde. Lagen in verschiedenen Proben der
gleichen Patientin oder des gleichen Patienten verschiedene Immunprofile und
damit verschiedene Atiologien/Pathogenesen vor, wurden dementsprechend
mehrere Profile dokumentiert. Diese Auswertungsmethode diente der
Ubersichtlichkeit und der Bestatigung der Farbemuster der verschiedenen

Proteine.
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Tabelle 8 Auswertungskiirzel der immunhistochemischen Farbungen
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Tabelle 9 Einteilung der Dysplasie nach Imnmunprofilen nach Morsch
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Ergebnisse
3 Ergebnisse

Insgesamt konnten 1722 Gewebeproben von 227 Patientinnen und Patienten
ausgewertet werden. Die Gewebestanzen von 12 Patientinnen und Patienten
enthielten kein Epithelgewebe mehr oder es war keine vollstandige Auswertung
aller IHC moglich. Diese Patientinnen und Patienten wurden somit vollstandig
aus der Auswertung genommen. 9 von 215 verbleibenden Patientinnen und
Patienten zeigten zwei Dysplasieformen. Es konnten 224 Falle/Profile von 215
Patientinnen und Patienten diagnostiziert werden, wobei in 155 Fallen Proben
aus der Mundhohle und in 69 Fallen aus dem Oropharynx stammen. Eine
Zusammenfassung der Ergebnisse ist in Tabelle 10 und Abb. 21 dargestellt.
Insbesondere Abb. 21 zeigt den hohen Anteil der Diagnose dSIN in der

vorliegenden Studie.

Tabelle 10 Anzahl der ausgewerteten Patientenfélle und Verteilung der Diagnosen nach Lokalisation

dSIN (inkl. 91 64 (41 %) 27 (39 %)
verrukoser dSIN)
Pleomorph 30 17 (11 %) 13 (19 %)
SIN (p16+) 13 3 (2 %) 10 (14 %)
Gemischt 32 24 (15 %) 8 (12 %)
Verrukos 18 18 (12 %) 0
Gemischt- 14 14 (9 %) 0
verrukos
DO (keine 26 15 (10 %) 11 (16 %)
Dysplasie)
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Verteilung der Diagnosen von 224 Patientenprofilen

&

m dSIN (inkl. verrukdser dSIN) = Pleomorph = SIN (pl16+)
Gemischt m Verrukos ® Gemischt-verrukos

m DO (keine Dysplasie)

Abb. 21 Verteilung der Diagnosen der 224 Patientenprofile
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Ergebnisse
3.1 Morphologische Einteilung

Teil der Studie war es bei der ersten Auswertung die Gewebeproben nach den
von Arsenic und Kurrer vorgeschlagenen morphologisch definierten Entitaten:
,dSIN,  pleomorph®, ,verrukds®, ,mixed“ und ,basaloid“ (Tabelle 4) zu
diagnostizieren (Arsenic and Kurrer, 2013). In der vorliegenden Studie zeigte sich
jedoch noch eine weitere Entitat, die nicht von Arsenic und Kurrer beschrieben
und intern eingefuhrt wird: ,Gemischt-verrukos®. Sie wurde aufgrund der
Schwierigkeit einer genauen Zuordnung von einigen dysplastischen
Veranderungen zu den bestehenden Entitdten hinzugeflgt, da sie sowohl ein
verrukdses Wachstum zeigt als auch eine ausgepragte Zellpolymorphie in der
basalen und parabasalen Zellschicht. Die in der vorliegenden Studie
verschiedenen beschriebenen Entitaten sind in Tabelle 9 mit ihren
morphologischen Aspekten zusammengefasst. Abb. 22 zeigt histologische

Beispiele der morphologisch definierten Dysplasieformen in der HE-Farbung.
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Abb. 22 Beispielhafte morphologische Einteilung der DysplasieformenA Mundboden. Regelhaftes
mehrschichtiges unverhorntes Plattenepithel mit intakter Basalmembran, palisadenartig angeordneten
Basalzellen, regelhafter Schichtung bis zur Epitheloberflache. Aus dem TMA 5mm-15 Core 4-4, HE, 10-
fache VergroRerung. B Oropharynx. dSIN: GroRe polymorphe Basalzellen mit Kernpolymorphie,
Desorganisation, basal Zellnester aus drei Zellen, groRe parabasale Zellen mit viel eosinophilem
Zytoplasma, erhdhte Mitosefiguren, Akanthose, erhaltene squamdse Differenzierung. Aus dem TMA 5mm-
17 Core 1-1, HE, 20-fache VergrofRerung. C Mundhohle. Gemischt-verrukdse Dysplasie: Atypische,
vergroRerte Basalzellen &hnlich denen des Stratum spinosum, plumpe, verlangerte Reteleisten, viel
eosinophiles Zytoplasma, verrukéses, ballenartig vorschiebendes Wachstum. Aus dem TMA 5mm-02 Core
3-4, HE, 10-fache VergroRerung. D Mundhdhle. Pleomorph: GroRe polymorphe Zellen in allen
Epithelschichten, Zell- und Kernpolymorphie, Desorganisation bis an die Oberflaiche. Aus dem TMA 5mm-
03 Core 1-1, HE, 20-fache VergroRerung. E Mundhéhle. Verrukdse Dysplasie: Verbreiterete und
verlangerte Reteleisten, ballenartiger Vorschub in das umliegende Gewebe, vergréRerte Basalzellen, groRe
Zellen im Stratum spinosum mit viel eosionphilem Zytomplasma, Hyperplasie, regehalfte Ausreifung mit
Hyperparakeratose. Aus dem TMA 5mm-15 Core 7-2 HE 10-fache Vergrofierung. F Oropharynx.
Basaloide Dysplasie (SIN Ill): Basaloide Zellen bis an die Epitheloberflache, grolRe Zellkerne, kaum
Zytoplasma. Aus dem TMA 2mm-01 Core 9-4, HE, 20-fache Vergréflerung. G Mundhohle. Gemischte
Dysplasie: Plumpe Reteleisten, basal ausgepragte Zell- und Kernpolymorphie, Desorganisation in basaler
und suprabasaler Zellschicht, viel eosinophiles Zytoplasma im Stratum spinosum, Parakeratose. Aus dem
TMA 5mm-06 Core 3-1, HE, 20-fache VergréRerung.

3.1.1 Differenzierte squamose intraepitheliale Neoplasie

Die Einteilung der dSIN nach histomorphologischen Merkmalen gelang zumeist
gut. Die dysplastischen Veranderungen in der basalen und parabasalen
Zellschicht wie ausgepragte zytologische Atypien und Kernpolymorphie im Sinne
groler Basalzellen mit hyperchromatischen oder offenen Kernen und
vergroRerten Parabasalzellen mit viel Zytoplasma, Desorganisation der
Architektur mit Zellnestern aus 3-5 Zellen und erhohte Mitosefiguren waren
zumeist klar erkennbar. Ebenso konnten in den oberflachlichen Zellschichten
eine gute squamose Differenzierung mit erhaltener Keratinisierung oder
Hyperkeratose festgestellt werden. Es traten geringe Zellatypien im Sinne
vergroRerter Zellen mit viel Zytoplasma auf. Das dysplastische Epithel zeigte
haufig eine Akanthose und elongierte und anastomosierte Reteleisten. Im Verlauf
der Studie traten trotz der bereits eindeutig definierten histologischen Merkmale
manchmal Befunde auf, welche nicht sicher einer dSIN zugeordnet werden
konnten. Daher erschien die p53-IHC zur Bestatigung der ersten Diagnose
wichtig. Beispielsweise zeigte sich bei einem verrukdsen Erscheinungsbild oder
einer gemischten Dysplasie eine Uberexpression oder fehlende Expression von
p53, welche nicht zu erwarten war (Abb. 23). Ebenso erflllten andere Falle die
Charakteristika einer dSIN, zeigten aber keine p53-Expression.
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Die histologischen Merkmale der von Arsenic und Kurrer postulierten Entitaten

konnten in der vorliegenden Studie weitestgehend angewandt werden. In Abb.
22B ist ersichtlich, dass gut differenzierte Zellen vorlagen und einen gewissen
Grad an normaler Reifung aufwiesen. Die Zellatypien erstrecken sich besonders
auf die basalen und parabasalen Epithelschichten. Das von Paliga et al. 2014 flr

beschriebene, unregelmafige ,Kopfsteinpflaster war erkennbar.

Abb. 23 Beispiel einer verrukésen dSIN in HE, p53, Ck13 und CK17 anhand einer Probe aus der
Mundhohle. Gingiva. A Morphologische Merkmale in der HE-Farbung: verrukdses Erscheinungsbild mit
Hornperlen, ausgepragte, bullése Reteleisten, Hyperkeratose, groe basale und parabsale Zellen, viel
eosinophiles Zytoplasma, Kopfsteinpflaster-artige suprabasale Zellen. B p53: Ausfall der p53-IHC. C CK17:
Kraftige Expression Uber das gesamte Epithel. D CK13: atypische, starke Expression bis zur Basalmembran
Uber das gesamte Epithel (,pp“). Aus dem TMA 5mm-28 Core 5-4, alle 5-fache VergréRerung.
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3.1.2 Pleomorphe Dysplasie

Die beschriebenen morphologischen Merkmale (Tabelle 4) fur die pleomorphe
Dysplasie wie eine ausgepragte Kern- und Zellpolymorphie tber alle Epitheldrittel
mit gegebenenfalls minimaler Ausreifung und minimaler Keratinisierung konnten
in dieser Studie zur Diagnostik angewandt werden. Das Ausmal® der
architektonischen sowie der zellularen Atypien erstreckte sich zumeist Uber alle
Epitheldrittel. Der Versuch, die dSIN als Vorstufe zu einer pleomorphen
Dysplasie anzusehen, gelang immerhin in einzelnen Fallen, in denen eine dSIN
neben einer pleomorphen Dysplasie auftrat (Abb. 24). Im direkten Vergleich
wiesen die dysplastischen basalen und parabasalen Zellen der dSIN eine
gewisse Ahnlichkeit mit den pleomorphen Zellen der pleomorphen Dysplasie auf.
Im Bereich der pleomorphen Dysplasie zeigte sich ein ausgepragtes
perilasionares Infiltrat, welches im Bereich der dSIN schwacher ausgepragt war.
Eine Abgrenzung der pleomorphen Dysplasie zu einem invasiven Karzinom
stellte sich in diesen Fallen aufgrund der ausgepragten Dysplasie teilweise als

schwierig heraus.
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Abb. 24 Beispiel einer pleomorphen Dysplasie neben einer dSIN anhand einer Probe aus dem
Oropharynx. Ubergang durch die gestrichelte Trennlinie gekennzeichnet. (i) dSIN: basal Verlust der
Zellpolaritat, atypische vergroRerte Zellen, basale und parabasale Zell- und Kerpolymorphie, suprabasal
grofder, hyperchromatische Zellen, nach oben hin erhaltene Differenzierung mit leichter Orthokeratose. (ii)
Pleomorphe Dysplasie iber das gesamte Epithel mit Hornperle (*). Verlust der basalen Zellpolaritat, basale
Zellnester (=), Desorganisation des gesamten Epithels, Zell- und Kernpolymorphie im gesamten Epithel.
(iii) Perilasionares, lymphozytares Infiltrat. Aus dem TMA 5mm-15 Core 6-4, HE, 20-fache VergroRerung

3.1.3 Verrukdse Dysplasie

Anhand der in der Literatur beschriebenen vermeintlich eindeutigen Morphologie,
d.h. des Alleinstellungsmerkmals des architektonischen Musters im Sinne einer
ausgepragten Hyperplasie mit groen Zellen und viel eosinophilem Zytoplasma,
einer zackenartigen Parakeratose und verlangerten und verbreiterten Reteleisten
sowie dem ballenartigen Vorschubs des Epithels ins Gewebe soll die verrukdse
Dysplasie eindeutig zu identifizieren sein und keiner anderen oralen Erkrankung
ahneln (Odell et al., 2021). Abb. 25 zeigt eine verrukdse Dysplasie mit den
klassischen histomorphologischen Merkmalen. In der vorliegenden Studie konnte
die verrukdése Dysplasie jedoch oftmals nicht so einfach diagnostiziert werden.
Neben einer verrukdsen Architektur des Epithels fand sich eine ausgepragte

Zellpolymorphie, die so nicht mit einer verrukdsen Epitheldysplasie vereinbar
60



Ergebnisse
waren. Es konnten zwei Formen der verrukésen Dysplasie identifiziert werden,

die nur im Bereich des Stratum basale Unterschiede aufwiesen: Entweder
zeigten die Basalzellen eine Atypie oder die Basalzellen fehlten, wodurch
Stachelzellen direkt an die Basalmembran grenzten (Abb. 26, linkes Bild). Eine
verrukdse Dysplasie mit Basalzellatypie (BZA) lag haufiger vor als eine verrukdse
Dysplasie ohne Atypie (Abb. 26, rechtes Bild). Jedoch konnte der Ubergang des
einen in den anderen Subtyp auch oft in der gleichen Gewebeprobe beobachtet
werden. Ein fur diese Entitat typischer immunhistochemisch fassbarer Marker

erschien winschenswert. Ein solcher ist jedoch aktuell nicht bekannt.

Sieben Falle zeigten trotz typischer Morphologie einer verrukdsen Dysplasie
spater einen Ausfall oder eine Uberexpression von p53 und wurden somit als
dSIN diagnostiziert.

Ebenso schwierig ist die Abgrenzung der verrukdsen Dysplasie zu einer
gemischten Dysplasie nach Arsenic und Kurrer. Einen immunhistochemischen

Marker fur eine gemischte Dysplasie gibt es bislang ebenfalls nicht.

Abb. 25 Verrukdse Dysplasie beispielhaft am Plattenepithel der Gingiva Verrukdse Wachstumsform
mit plumpen und ausgepragten Reteleisten, groe suprabasale Zellen, viel eosinophiles Zytoplasma,
Akanthose, ausgepragte zackenartige Hyperparakeratose. Aus dem TMA 5mm-05 Core 7-1, HE, 5-fache
Vergrofierung.
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Abb. 26 Beispiel einer verrukésen Dysplasie mit Basalzellatypie (BZA) gegeniiber einer einfachen
verrukosen Dysplasie Links, Wange: Verrukdse Dysplasie mit Akanthose; bis an die Basalmembran,
atypische, vergroRerte basale Zellen mit groRen Kernen wie Spindelzellen (BZA), Verlust der Zellpolaritat,
suprabasal hyperchromatische Zellen. Aus dem TMA 5mm-21 Core 4-2, HE, 20-fache Vergréferung.
Rechts, Unterlippe: Verrukése Dysplasie mit palisadenférmig angeordneten, vergrofRerten Basalzellen.
Suprabasale Akanthose und Hyperplasie, regelhafte Ausreifung, ausgepragte Hyperparakeratose. Aus
TMA5mm-30 1-2, HE, 20-fache VergréRerung.

3.1.4 Gemischte Dysplasie

Als gemischte Dysplasie bezeichnen Arsenic und Kurrer eine nicht das gesamte
Epithel betreffende Dysplasie entsprechend einer moderaten SIN laut WHO-
Klassifikation mit und ohne Keratinisierung. Die von ihnen festgelegten Merkmale
konnten von uns angewandt werden und eine variable Morphologie kann
bestatigt werden. Abb. 27 zeigt Beispiele einer gemischten Dysplasie mit
verschiedenen morphologischen Merkmalen. Somit werden Falle, die keiner
basaloiden, verrukdsen, differenzierten oder pleomorphen Dysplasie zugeordnet
werden konnten, als gemischte Dysplasie bezeichnet, welche somit wohl einen

Sammeltopf (waste basket) flr jene Dysplasien darstellt.
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Abb. 27 Beispiele der gemischten Dysplasie mit verschiedenen morphologischen Merkmalen A
Planum buccale. Basal und parabasal kleine Zellen, Verlust der Zellpolaritat, breite, ballenartige
Reteleisten, suprabasal grof3e Zellen mit viel eosinophilem Zytoplasma, Akanthose im oberen Epitheldrittel,
Hyperplasie, verrukdses Erscheinungsbild. B Oropharynx. Basal und parabasal Zell- und Kernpolymorphie,
suprabasal grof3e Zellen mit viel eosinophilem Zytoplasma ahnlich den mophologischen Merkmalen der
dSIN, Parakeratose, perildsionares lymphozytéres Infiltrat. C Planum buccale. Basal und parabasal kleine
Zellen, runde Zellleiber, suprabasal grof3e, runde Zellkerne, ballenartiger Vorschub. A und C aus dem
TMA5mm-07 Core 4-1, HE, 10-fache VergréfRerung B TMA5mm-03 Core 7-3, HE, 20-fache VergréRerung.

3.1.5 Basaloide Dysplasie

Die morphologischen Kriterien fur eine basaloide Dysplasie sind, wie in Kapitel
1.2.1.4 beschrieben, sorgfaltig dokumentiert und die Bezeichnung ,basaloid” ist
die Basalzellen beschreibend sehr prazise. Die basaloide Dysplasie ist aufgrund
ihrer HPV-Assoziation, welche immunhistochemisch mit dem HPV-Surrogat-
Marker p16 korreliert werden kann, leicht zu diagnostizieren. Abb. 28 zeigt

Beispiele der basaloiden Dysplasie und ein Beispiel eines basaloiden
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Plattenepithelkarzinoms anhand von Gewebeproben aus dem Oropharynx in der

HE-Farbung. Die morphologischen Merkmale wie basaloide Zellen und
Koilozyten sind klar erkennbar. Jedoch zeigten sich acht Falle mit basaloider
Morphologie und einer diffusen oder fehlenden Expression von p16, welche nach
Auswertung der anderen IHC als gemischte Dysplasie oder bei p53-Expression
als dSIN diagnostiziert wurden. Des Weiteren liel3 sich in vier Fallen ein
basaloides Erscheinungsbild feststellen und eine Expression von p16 gleichzeitig
mit einer Expression bzw. eines Ausfalls der p53. Ein molekularpathologischer
HPV-Nachweis sollte in diesen Fallen zur Sicherheit durchgefluhrt werden. Als
Sonderfall fanden wir ein basaloides Karzinom ohne p16-Nachweis in der IHC-
Farbung, daflr aber mit einer gemischten Dysplasie im Oberflachenepithel (Abb.
29). In diesem Fall sollte ebenfalls eine molekularpathologische Diagnostik

erweitert werden, um die Pathogenese dieses Karzinoms herauszufinden.
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Abb. 28 Beispiele einer basaloiden Dysplasie/SIN anhand unterschiedlicher Gewebeproben aus dem
Oropharynx HE, 20-fache VergrofRerung. A SIN Ill: Dicht gepackte basaloide Zellen in allen
Epithelschichten, besonders dicht basal und parabasal. Typische Koilozyten (=), Parakeratose. Aus dem
TMA 5mm-34 Core 5-3 B SIN lll: Hyperchromatische ovale bis langliche Zellkerne, wenig Zytoplasma,
basaloide Zellen bis zur Epitheloberflache, Zellpolymorphie im oberen Epitheldrittel. Aus dem TMA 5mm-32
Core 4-1 C SIN Ill mit invasivem Karzinom: basaloide Dysplasie auf gesamter Epithelhéhe im
Oberflachenepithel (gestrichelter Pfeil). Invasives basaloides Karzinom (*). Aus dem TMA 5mm-35 Core 4-
2.
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Abb. 29 Basaloides invasives Plattenepithelkarzinom mit einer gemischten Dysplasie im angrenzen
Oberflachenepithel Oropharynx (*) basaloides Karzinom mit dicht gedrangten, basaloiden Zellen, runde
hyperchromatische Zellkerne, (i) Oberflachenepithel: polymorphe basale und parabasale Zellschicht.
Suprabasal groRRe Zellen mit viel eosinophilem Zytoplasma. Dyskeratose (). Teils erhaltene Ausreifung in
den oberflachlichen Epithelschichten. Aus dem TMA 5mm-30 Core 3-1, HE, 20-fache VergroRerung.

3.1.6 Gemischt - verrukdse Dysplasie

Bei der Auswertung konnten einige Falle nicht eindeutig als verrukdse oder
gemischte Dysplasie diagnostiziert werden, weshalb dieser weitere Subtyp der
gemischten-verrukésen Dysplasie eingefuhrt wurde. Die Einfuhrung dieses
Subtyps erschien in 14 von 224 notwendig. Abb. 30 stellt beispielhaft eine
gemischt-verrukése Dysplasie dar und veranschaulicht die Uberschneidung der
morphologischen Merkmale einer verrukdsen Dysplasie (erhaltene squamdse
Ausreifung, gro3e Zellen und viel eosinophiles Zytoplasma oberhalb der
parabasalen Zellschicht, ausgepragte Parakeratose, ballenartiger Vorschub ins
Gewebe) und einer gemischten Dysplasie (Zell- und Kernpolymorphie in der
basalen und parabasalen Zellschicht entsprechend den morphologischen
Merkmalen einer differenzierte Dysplasie). Auffallend ist auch das dichte
perilasionare lymphozytare Infiltrat. Die deutliche Auspragung der Merkmale
beider Dysplasieformen machte es schwer, diese Dysplasie einer der
beschriebenen Entitaten zuzuordnen.
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Abb. 30 Beispiel einer gemischt-verrukosen Dysplasie Mundhohle. Eindeutig verrukéses Wachstum
mit breiten und langen Reteleisten, aber (bermaRige polymorphe Basal- und Parabasalzellschicht,
suprabasal grofe Zellen mit viel eosinophilem Zytoplasma, vereinzelt Dyskeratosen, weitestgehend
erhaltene Differenzierung, Hyperplasie, Akanthose, Hyperkeratose, perilasionares lymphozytares Infiltrat.
Aus dem TMA 5mm-23 Core 4-1, HE, 10-fache VergréRerung.
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3.2 Expression der immunhistochemischen Marker bei den

verschiedenen Dysplasieformen

Wie im vorherigen Kapitel beschrieben, gelingt mittels HE-Morphologie der
histologischen  Veranderungen bisweilen nicht immer eine sichere
Diagnosestellung, weshalb zusatzliche — insbesondere immunhistochemische -
Farbungen angeschlossen werden mussen. Anhand der Farbemuster wurde ein
individuelles Markerprofil pro Patientin und Patienten nach diesem Muster (p53-
p16-CK13-CK17-MIB1) erstellt. Die Markerprofile mit den Diagnosen sind in
Tabelle 9 aufgefuhrt. Abb. 31 zeigt eine Zusammenstellung eines mittels HE und
IHC gefarbten TMAs derselben Gewebeprobe aus der Mundhdhle. Nach der
ersten Durchsicht schien die pleomorphe Dysplasie vergleichbar mit der dSIN mit
einer TP53-Mutation einherzugehen, wobei die pleomorphe Dysplasie
moglicherweise sogar aus der dSIN hervorgehen konnte. Die basaloiden
Dysplasien waren mit HPV assoziiert und p16-positiv. Sie wurden entsprechend

einer SIN I-lll eingeteilt.
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Abb. 31 Zusammenstellung der HE-Farbung und der IHC-Farbungen anhand einer Gewebeprobe Aus
dem TMA5mm-35i Core 3-1. Gingiva. dSIN mit Ubergang in ein invasives CA A CK13: Starke, atypische
Expression im dysplastischen Oberflachenepithel bis an die Basalmembran (=) sowie im invasiven
Karzinomanteil, 10-fache Vergrofierung. B CK17: Schwach positive Expression (=) im dysplastischen
Oberflachenepithel sowie im invasiven CA. 5-fache VergréRerung. C p53: Starke Expression bzw.
Uberexpression basal und parabasal im dysplastischen Oberflachenepithel () sowie im invasiven CA. 5-
fache VergrofRerung. D MIB-1: Zellular starke Expression in basaler und parabasaler Epithelschicht (=),
malige zelluldare Expression im Karzinomanteil. 5-fache Vergroerung. E HE: Dysplastisches
Oberflachenepithel mit basaler und parabasaler Zell- und Kernpolymorphie, Hyperchromasie. Ubergang in
invasives CA. 10-fache VergréRRerung.

3.2.1 p53

Als Hauptkriterium der dSIN wurde in dieser Arbeit ein Ausfall oder eine
Uberexpression von p53 genutzt unter der Hypothese, dass analog zur Vulva und
der Cervix hier eine Mutation in TP53 vorliegt. Bereits bei der ersten Durchsicht
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stellte sich heraus, dass eine Auswertung der p53-Farbung in manchen Fallen

auch fir die erfahrene Pathologin oder den erfahrenen Pathologen nicht immer
leicht war. Insbesondere in Fallen, in denen p53 erst in parabasalen
Epithelschichten Uberexprimiert wird, erschien eine molekularpathologische
Untersuchung zur Bestatigung einer Mutation sinnvoll bzw. notwendig. Abb. 34
zeigt exemplarisch eine p53 Uberexpression bei einer dSIN im direkten Vergleich
zu einem p53-wild-type-Expression anhand derselben Gewebeprobe. Zudem
sind die HE-Farbung sowie die p16, CK13, CK17 und MIB-1 derselben Probe
zum Vergleich dargestellt. Der Ubergang von regelhaftem zu dysplastischem

Epithel ist mithilfe der IHC-Farbungen klar ersichtlich.

Im Gegensatz zur dSIN, welche nur in basal und parabasal gelegenen
Epithelschichten eine Uberexpression oder eine fehlende Expression aufweist,
zeigen einige Falle dieses Farbemuster der p53 vom Stratum basale bis in die
oberflachlichen Epithelschichten (Abb. 35). In Zusammenschau mit den
morphologischen Kriterien wurde ein pleomorpher Subtyp nach Arsenic und
Kurrer (2013) angenommen. Dies kdnnte ein Hinweis fur eine Weiterentwicklung
der dSIN zu einer pleomorphen Dysplasie, wie in Abb. 24 dargestellt, sein.

Insgesamt konnte bei 54 % (121 von 224) der diagnostizierten Falle ein Ausfall
(57/121) oder eine Uberexpression (58/121) von p53 erkannt werden (Abb. 32).
Davon konnten 5 Falle nicht sicher als Ausfall oder Uberexpression gewertet
werden. In einem Fall schien eine Doppelmutation vorzuliegen (Abb. 33).
Ebenfalls beinhaltet ist die verrukdse dSIN, die aufgrund ihrer Morphologie eher
einer verrukdsen Dysplasie dhnelt, aber einen Ausfall oder eine Uberexpression
von p53 aufzeigt. Abb. 36 zeigt eine verrukdse dSIN in der HE mit einer
Uberexpression in der p53 IHC.
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Expressionsmuster von p53

m p53 Uberexpression = p53 Ausfall = unsicher Doppelmutation

Abb. 32 Anteil von p53 Ausfall und p53 Uberexpression von 121 p53 reaktiven Dysplasieformen

Abb. 33 Doppelmutation von p53 Mundhdhle. Links: Uberexpression von p53 im basalen und
suprabasalen Kompartiment. Rechts: Ausfall von p53 auf gesamter Hohe des Epithels. Aus dem TMA
5mm-35u Core 1-1, p53, 10-fache VergréRerung.
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Abb. 34 Exemplarische p53 Uberexpression mit Ubergang in einen p53 wild type in Zusammenschau
mit p16, CK13, CK17 und MIB-1 IHC Gingiva. A HE: Regelhaftes Plattenepithel mit Ubergang (*) zu dSIN
10-fache VergroRerung. B p53: Linke Seite regelhafte wild type Expression zum Ubergang (*) in eine basale
und parabasale Uberexpression. 10-fache VergréRerung. C CK13: Linke Seite regelhafte, starke Expression
mit schwach ausgepréagter Farbung in der basalen Zelleschicht. Ubergang (*) zur rechte Seite mit nahezu
fehlender, atypischer Expression. 10-fache VergroRerung. D CK17: Linke Seite regelhaft keine Expression.
Ubergang (*) in eine schiittere Expression in den oberen Epithelschichten. 5-fache VergroRerung. E p16:
Linke Seite: Regelhaft keine Expression mit Ubergang (*) zu basalstandiger, bandartiger Expression. 5-
fache VergroRerung. F Mib-1: Linke Seite: Zelluldre Expression im basalen und vereinzelt parabasaler
Epithelschicht. Ubergang (*) zu vereinzelter Expression in der basalen, parabasalen und suprabasalen
Epithelschicht. 5-fache VergréRerung. Aus dem TMA 5mm-05 Core 3-2.
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Abb. 35 Beispiel einer pleomorphen Dysplasie in HE-Farbung, p16 und p53 IHC Oropharynx. A-C
Ubergang von regelhaftem Epithel (*) in pleomorphe Dysplasie A HE: Zellulére und architektonische Atypien
tber alle Epitheldrittel, Zellpolymorphie, Hyperplasie. B p53 Uberexpression (i) starke Farbung liber das
gesamte Epithel. C p16 negativ im dysplastischen Epithel (ii). Aus dem TMA 5mm-07 Core 3-4, alle 5-fache
Vergréferung.
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Abb. 36 Belsplel einer verrukosen dSIN A HE Grof&e atyplsche basale und parabasale Zellen mit viel
eosinophilem Zytoplasma (i), erhaltene Differenzierung, verrukdses, ballenartiges Wachstum, Akanthose
(i), Hornperlen innerhalb des Epithels (=), 10-fache VergréRerung. B p53: Uberexpression in basaler und
parabasaler Zellschicht. 5-fache VergréRerung. Aus dem TMA 5mm-33 Core 4-2.

322 p16

In dieser Studie wurde p16 als Surrogatmarker fur eine HPV-bedingte Dysplasie
verwendet. Ferner wurde im Gegensatz zur WHO, die alle dysplastischen

Epithelveranderungen als SIN I-lll einteilt, die Einteilung nach SIN I-1ll nur fur die
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HPV-assoziierte Dysplasie angewandt. In der gynakologischen Pathologie

werden HPV-assoziierte Dysplasien (z.B. CIN, VIN, VAIN) ebenfalls haufig als
,Klassisch“ oder ,konventionell“ bezeichnet. Diese Begriffe beziehen sich auf das
charakteristische, HPV-induzierte zytologische Bild: basaloide Zellen, Koilozyten,
Reifungsstorung mit Hyperchromasie und erhdhter mitotischer Aktivitat im
mittleren Drittel des Epithels. Insgesamt ist in 14 % (10 von 69) der Falle im
Oropharynx und in 2 % (3 von 155) der Falle in der Mundhdhle eine positive p16
Farbung deutlich feststellbar (Abb. 38). Auffallend war, dass alle 10 Falle im
Oropharynx eine SIN Ill darstellen. In der Mundhéhle war die p16 Farbung
manchmal nicht eindeutig auf eine HPV-Atiologie zuriickzufiihren. So zeigte ein
Fall eine kraftige nukledre Expression von p16 bei einer Uberexpression von p53
basal und parabasal (Abb. 37), eine eindeutige Bestimmung der Atiologie war
somit nicht moglich. Ein molekularpathologischer HPV-Nachweis oder ein

Nachweis einer TP53-Mutation ist zur Klarung und korrekten Einteilung

vonnoten.

e
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Abb. 37 Sonderfall einer kriftigen nukledren p16 Expression und einer p53 Uberexpression
derselben Gewebeprobe Mundhohle. A p16: Atypische, starke nukleare Expression in allen Schichten. B
p53: Uberexpression basal und parabasal entsprechend einer dSIN. TMA 5mm-32 Core 6-3, 10-fache
Vergréferung.
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Abb. 38 HPV-assoziierte, basaloide Dysplasie in p16 IHC Mundhohle. Kraftige Expression basal bis
parabasal typisch fir eine SIN I-SIN Il. Aus dem TMA 5mm-22 Core 2-1, p16, 10-fache VergréRerung.

3.2.3 CK13

Wie in Kapitel 1.1.2 erwahnt, wird CK13 hauptsachlich im Stratum spinosum
exprimiert. Damit zeigte sich immunhistochemisch beim Normalbefund ein
schwach gefarbtes basales Band mit einer deutlichen Expression in den oberen
Epitheldritteln.

Die in Tabelle 8 beschriebenen Auswertungskiirzel fur die Expression von CK13
erwiesen sich im Lauf der Auswertung als zu detailliert und wurden deshalb
zusammengefasst. So stellte sich heraus, dass der Normbefund ,ppp"
(bandartige sehr starke Expression mit Ausnahme des Stratum basale) mit dem
Befundkurzel ,p“ (bandartige Expression mit Ausnahme des Stratum basale)
gleichgesetzt werden konnte. Auch das Auswertekirzel ,n“ (negativ) konnte mit
,pn“ (schwache Expression) gleichgesetzt werden, da nur 3 Falle einen
kompletten Ausfall der Expression zeigen. Damit konnten die Auswertungskurzel
auf Ausfall (n und pn), Expression bis an die Basalmembran (pp) und
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Normbefund (ppp und p) reduziert werden. In Tabelle 11 sind die verschiedenen

Expressionsmuster von CK13 in Korrelation zu den Dysplasieformen dargestellit.
Sowohl das n/pn- als auch das pp-Muster mussten als atypisch angesehen
werden. Abb. 40 verdeutlicht anhand einer Gewebeprobe aus dem Oropharynx
den Unterschied zwischen dem Normalbefund einer CK13 Expression (ppp/p) in
regelhaftem Plattenepithel und einer atypischen starken Expression bis an die
Basalmembran (pp) in einer dSIN. Im direkten Vergleich derselben Gewebeprobe
zeigt die CK17 IHC einen regelhaften Ausfall im regelhaften Plattenpithel und
eine schwache Farbung der dysplastischen Epithelanteile (Abb. 40).

Tabelle 11 Ergebnisse der CK13 Expression nach Diagnose

n 1 1 2
Atypische ., 48 13 13 13 9 2 1
Expression

pp 19 7 2 6 1 5 0

p 23 10 3 12 4 6 2
Regelhafte
Expression = ppp 21

Wir konnten feststellen, dass die dSIN in 54 % (49 von 91) der Falle einen Ausfall
(n/pn) von CK13 und in 75 % (68 von 91) der Falle ein atypisches
Expressionsmuster (n/pn/pp) zeigte. In pleomorphen Dysplasien lag in 43 % (13
von 30) ein CK13 Ausfall vor, ein atypisches Expressionsmuster von CK13 fand
sich in 67 % (20 von 30) der Falle. Ein ahnliches Ergebnis erhielten wir fur die
verrukdse Dysplasie mit 72 % (13 von 18) und 83 % (15 von 18), die gemischte
Dysplasie mit 44 % (14 von 32) und 63 % (20 von 32) und die gemischt/verrukdse
Dysplasie mit 64 % (9 von 14) und 71 % (10 von 14). Bei der HPV-assoziierten
Neoplasie (in der Studie synonym zur SIN) konnte ein Ausfall in 15 % (2 von 13)
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und ein atypisches Expressionsmuster in 54 % (7 von 13) der Falle ermittelt

werden. Passend zu den vorherigen Ergebnissen trat nur in 12 % des regelhaften
Plattenepithels ein Ausfall bzw. ein atypisches Expressionsmuster von CK13 auf.
In Abb. 39 ist der Ubergang von einem normalen Plattenepithel in eine dSIN
dargestellt, wobei zunachst ein regelhaftes Expressionsmuster von CK13
(kraftige bandartige Expression mit nur schwacher Expression im Stratum basale
(ppp)) in ein atypisches Expressionsmuster mit einer starken bandartigen
Expression von CK13 einschliellich des Stratum basale (pp) und anschliel3end

in eine deutlich verminderte, inhomogene bis fehlende Expression von CK13

(pn/n) Gbergenht.

Abb. 39 Verlauf CK13 Expression zu Ausfall im Ubergang von regelhaftem Epithel zu einer dSIN
Zungenrand. A Positive CK13-Farbung entsprechend einem Normalbefund (ppp) mit kraftiger Expression
nahezu im gesamten Epithel und nur schwacher, bandartiger Expression im Stratum basale (=) (pp). B
Ubergang in eine kréftige Expression, die bis zur Basalmembran reicht mit einem stark gefarbten basalen
Band (). C Ubergang zu nahezu vollstéandigem Ausfall (=) von CK13 (pn/n) bei einer dSIN. Aus dem TMA
5mm-36u Core 6-4, CK13, 5-fache VergréRerung.
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Abb. 40 CK13 normgerechte Expression in regelhaftem Plattenepithel neben atypischem
Expressionsmuster in einer dSIN Oropharynx. Rechte Seite: Regelhafte Farbung (ppp) mit starker
bandartiger Expression von CK13 im nicht-dysplastischen Plattenepithel und nur schwacher Expression im
Stratum basale (helles Band) (). Linke Seite: Starke Expression bis hin zur Basalmembran (pp) (*) im
dysplastischen Plattenepithel (dSIN). Aus TMA 5mm-17 1-2, CK13, 10-fache VergréRerung.

3.24 CK17

Die CK17 IHC ist in der Tumorhistopathologie sowie die CK13 IHC ebenfalls
relevant. Das nicht-dysplastische Plattenepithel zeigt keine Expression von
CK17. Nach anfanglich sehr detaillierter Auswertung der Expression mit
mehreren Auswertungskurzeln stellte sich nach der zweiten Auswertungsrunde
der Studienfalle heraus, dass bereits eine schwache Farbung eine Dysplasie
kennzeichnet. Damit konnten die Befundkurzel ,pn“ (schwache Expression), ,p*
(starke Expression mit schwacher Expression im Stratum basale) und ,pp*

(starke Expression in allen Epithelschichten) zusammengefasst werden.
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Tabelle 12 Ergebnisse der CK17 nach Diagnosen

Regelhafte
Expression
pn 34 9 2 8 1 5 6
Atypische
Expression P 40 16 5 22 9 4 2
pp 10 4 11 1

In den zumindest HE-morphologisch regelhaft erscheinenden
Plattenepithelzellen konnte in 31 % (8 von 26) der Falle eine Expression von
CK17 nachgewiesen werden. Die dSIN wies in 92 % (84 von 91) der Falle, die
pleomorphe Dysplasie in 97 % (29 von 30), die gemischte Dysplasie in 97 % 31
von 32), die verrukose (18 von 18) sowie die gemischt-verrukdse Dysplasie (14
von 14) in 100 % der Falle eine Expression von CK17 auf. Vergleichbar zum
atypischen Expressionsmuster der CK13 in 54 % (7 von 13) der Falle schienen
die HPV-assoziierten Dysplasien nicht unbedingt mit einer CK17 Expression
einherzugehen. Diese trat nur in 69 % (9 von 13) Fallen auf. Ein Beispiel fur
dieses Ergebnis stellt Abb. 42 anhand einer Probe aus der Mundhohle dar. Trotz
einer eindeutigen p16 Expression im dysplastischen Plattenepithel fallt die CK17

IHC in der Gewebeprobe aus.

Somit spricht eine Expression von CK17 zwar fur das Vorliegen einer Dysplasie,
jedoch gelingt eine definitive Dysplasiediagnose ohne Hinzuziehung weiterer
Marker und der konventionellen Morphologie nicht. Wie Abb. 41 zeigt, liegt in
diesem Beispiel eine schwache Expression von CK17 im dysplastischen
Plattenepithel vor. Das angrenzende regelhafte Plattenepithel weist wie zu

erwarten war einen Ausfall der CK17 IHC auf.
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Abb. 41 Beispielhafte CK 17 Expression am Ubergang von dysplastischem Plattenepithel einer dSIN
in regelhaftes Epithel Oropharynx. Links: Dysplastischer Epithelanteil mit CK 17 Expression. Rechts
regelhaft fehlende Expression von CK17 in nicht-dysplastischem Plattenepithel. Aus dem TMA 5mm-17
Core 1-2, CK17, 10-fache VergréRerung

Abb. 42 Ausfall der CK17 in HPV-assoziierter, p16 positiver, Dysplasie Mundhéhle. Ubergang von
regelhaftem Plattenepithel (*) in eine Dysplasie (SIN) (=). A: p16 starke, positive Expression Uber das
gesamte Epithel (=), vereinbar mit einer HPV-assoziierten SIN Ill. Im regelhaften Epithel (*) schiittere
Expression. B: CK17 Ausfall in regelhaftem Epithel (*) entsprechend dem Normalbefund (n). CK17 Ausfall
in dem angrenzen dysplastischen Epithel (n) (=). Aus dem TMA 5mm-34 Core 1-2, 5-fache VergroRerung.
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3.2.5 MIB-1

Die Ergebnisse der MIB-1 IHC sind Abb. 43 und Tabelle 13 zusammengefasst.
Als Normalbefund gilt eine Farbung der proliferationsaktiven basalen und
parabasalen Zellen des Stammzell- (Befundkurzel »19) und
Proliferationskompartimentes (Befundkirzel ,2“) des Plattenepithels. Das
Befundkirzel ,3" beschreibt eine Proliferationsaktivitat, welche sich auf gesamter
Epithelbreite zeigte. In den Auswertungsprofilen wurde der hdchste Wert
angegeben. Diese Einteilung beruht nur auf dem Nachweis einer mitotischen
Aktivitat im Bezug zur Epithelhdhe, nicht jedoch auf der Anzahl der positiv

gefarbten proliferationsaktiven Zellen oder der Starke der Farbung.

Ergebnisse MIB-1 nach Diagnosen
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Abb. 43 Ergebnisse MIB-1 Expression nach Diagnosen

Abb. 43 verdeutlicht, dass sich die MIB-1 IHC gut zum Nachweis einer
Proliferationsaktivitdt die sich auf gesamter Epithelhbhe zeigte fur die

pleomorphe Dysplasie und die HPV-assoziierte Dysplasie eignete. Im
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Zusammenhang mit dem Nachweis von p16 fir die SIN und dem Nachweis eines

p53-Ausfalls oder einer Uberexpression fiir die pleomorphe Neoplasie konnte der
Grad der Dysplasie bestimmt werden. Die MIB-1 IHC konnte bei der
Differenzierung zwischen pleomorpher Dysplasie und dSIN hilfreich sein: Eine
atypische p53 Farbung im Zusammenhang mit einer MIB-1 1-2 wurde flr eine

dSIN, mit einer MIB-1 2-3 flr eine pleomorphe Dysplasie sprechen.

Auffallend in unseren Ergebnissen war die Uberwiegend basalstandige
(Befundkurzel 1), somit weitgehend nicht parabasale Proliferationsaktivitat bei
der verrukdsen Dysplasie. Abb. 44 zeigt die MIB-1 Expression am Beispiel einer
verrukésen Dysplasie aus der Mundhohle mit einer eindeutig auf die
Basalzellschicht beschrankten Expression und damit geringen
Proliferationsaktivitat dieser Lasion. Auch in einem verrukdsen Karzinom ist die

Expression auf die basale Epithelschicht beschrankt (Abb. 45).

g . —
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Abb. 44 MIB-1 Expression am Beispiel einer verrukdosen Dysplasie Mundhohle. A HE: Ausgepragte,
ballenartige Reteleisten, Hyperplasie, viel eosinophiles Zytoplasma in den suprabasalen Zellschichten,
erhaltene Differenzierung des Epithels, Hyperkeratose. B MIB-1: Basalstandige Farbung. Aus dem TMA
5mm-13 Core 3-2, 5-fache VergroRerung.
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Abb. 45 Beispielhafte MIB-1 Expression in einem verrukdsen Karzinom Harter Gaumen. Vereinzelte
Expression der MIB-1 beschrankt auf das basale Kompartiment. Parabasal und weitere oberflachliche
Schichten zeigen keine MIB1- Expression. Aus dem TMA 5mm-15u Core 2-3, 5-fache VergréRerung

Tabelle 13 Ergebnisse Auswertung MIB-1 nach Diagnosen

3 15 2 1 6
86 2 3 27 12 2 20
2 28 3 1 11
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3.3 Effektivitat der TMAs mit einem 1 mm, 2 mm und 5 mm

Stanzdurchmesser

TMAs sind eine etablierte Methode, um viele Gewebeproben effektiv auswerten
zu kdnnen. So ergeben sich finanzielle Vorteile, da ein Farbeprozess fur alle
Proben gleichzeitig stattfindet, entsprechend weniger Material verbraucht wird
und Laborarbeitskraft deutlich eingespart werden kann. Die TMAs in GroRe eines
Standardparaffinblockes kénnen bei sehr kleinem Durchmesser der
Stanzzylinder (0,3 mm) bis zu 2501 verschiedene Gewebeproben aufnehmen.
Es stellt sich aber die Frage, wie grol die Cores sein missen, um eine gute
Diagnostik zu sichern und wie klein sie sein kénnen, um maoglichst effektiv zu
arbeiten. In der vorliegenden Studie wurden 1 mm, 2 mm und 5 mm Cores

verwendet.

Insgesamt konnten von 1722 unterschiedlich durchmessenden Cores aller TMAs
138 Cores (8 %) nicht ausgewertet werden. Markercores der Leber waren bereits

abgezogen.

16 % (59 von 364) der 1 mm Cores konnten nicht ausgewertet werden, da diese
Cores oftmals nicht gut angeschnitten waren, im heiRen Wasserbad sich aus der
Ordnung des TMAs l6sten oder bei der Farbung abgeschwommen waren (Abb.
46). Zusatzlich zu den 16 % war oftmals nur das invasive Carcinom
histomorphologisch zu diagnostizieren, nicht jedoch die im Oberflachenepithel
gelegene Plattenepitheldysplasie, welche stellenweise sehr diskret ausgepragt
ist. Die 1 mm Stanzzylinder eignen sich somit gut fur die Untersuchung von
invasiven Carcinomen, fur eine Dysplasiediagnostik des plattenepithelialen

Oberflachenepithels erscheint der Coredurchmesser zu gering.

Die 2 mm Cores (N = 381) ermdglichten eine bessere Diagnostik. Leider trat hier
ebenfalls das Problem auf, dass oft nur Gewebe vom invasiven Carcinom vorlag
ohne angrenzendes dysplastisches Plattenepithel. Damit waren diese Cores fur

die Auswertung der Dysplasien unbrauchbar. So konnten 10 % (39 von 381) der
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2mm Cores nicht ausgewertet werden. Ein Beispiel eines TMAs mit 2 mm

durchmessenden Gewebecores ist in Abb. 47 dargestellt.

Die TMAs mit 5 mm durchmessenden Stanzzylindern (N = 985) waren fur die
Auswertung der Dysplasien am besten geeignet. Nur 4 % (39 von 985) der Cores
konnten aufgrund fehlenden Epithels nicht ausgewertet werden. Diese TMAs
bieten eine gute Ubersicht und zeigen zumeist den Ubergang von normalem zu
dysplastischem Plattenepithel und oftmals auch zu dem angrenzenden invasiven
Carcinom. Aufgrund des grofleren Durchmessers der Stanzzylinder kdnnen
jedoch deutlich weniger Gewebeproben pro TMA untersucht werden; deshalb ist
die Anzahl der 5 mm TMAs deutlich héher als die der anderen TMAs.

Abb. 48 zeigt einen TMA mit 5 mm durchmessenden Gewebecores. Im Vergleich
zu Abb. 46 und Abb. 47 ist ersichtlich, dass deutlich weniger Gewebeproben

platziert werden konnten.

Abb. 46 Paraffinschnitt des TMA 1mm-01 in HE-Farbung Der Markercore der Leber sollte oben rechts
(*) an Position 1-1 stehen. Jedoch ist hier beim Schneiden des Paraffinschnittes oder auf dem heiflen
Wasserbad der Schnitt aufgerissen, wodurch die Cores das kartesische Koordinatensystem verlassen
haben (=) und damit die Auswertung erschwerten. Einige leere Stanzzylinder (¢).
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Abb. 47 Paraffinschnitt des TMA 2mm-04 in HE-Farbung Markercore der Leber oben links an Position 1-
1 (*), leerer Stanzzylinder an Position 3-6 und 4-3.

Abb. 48 Paraffinschnitt des TMA 5mm-03 in HE-Farbung Markercore mit einem Durchmesser von 1 mm
der Leber neben Gewebe an Position 1-1 (*). Alle Stanzgewebe sind erhalten.
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4 Diskussion

Die histopathologische Diagnose einer Dysplasie und ihre Einteilung nach WHO
besitzt laut Literatur eine hohe Intra- und Interobserver-Variabilitat und ist somit
schwer reproduzierbar (Wils et al., 2023, Gupta et al., 2020). Die in der HE-
Farbung zu beurteilenden morphologischen Merkmale bilden dennoch weiterhin
die Grundlage in der Diagnostik der oralen Epitheldysplasie (OED) (Ko et al.,
2024, Odell et al.,, 2021). Die Bestimmung von Zellmarkern mittels
Immunhistologie und molekularpathologische Analysen konnten die Diagnostik
objektiver, damit reproduzierbarer und letztlich sicherer machen. Das Ziel muss
sein, aus klaren histomorphologischen, immunhistochemischen und
molekularpathologischen Merkmalen eine gut reproduzierbare, einfache,

prognostisch sinnvolle Klassifikation der OED zu erstellen.

4.1 Morphologische Einteilung der Dysplasie

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten oralen und oropharyngealen
Dysplasien wurden nach der allein auf morphologischen Kriterien beruhenden
Klassifikation von Arsenic und Kurrer eingeteilt, welche ,full-thickness*
(,basaloid®, ,pleomorphic”) und ,non-full-thickness® (,mixed®, ,differentiated®,

,verrucous®) Dysplasien unterscheiden (Arsenic and Kurrer, 2013).

Eine weitere Entitat, die gemischt-verrukdse Dysplasie, wird dieser Klassifikation
wahrend der Auswertung der vorliegenden Studie hinzugefugt, da 6 % (14 von
224) Fallen diese spezielle Morphologie aufweisen, welche nicht durch die
Einteilung von Arsenic und Kurrer abgedeckt wird. Diese Entitat ist in der rein
morphologischen Einteilung fur Falle geschaffen worden, die sowohl das
verrukose Wachstumsmuster als auch eine geringe basalstandige Zellatypie
zeigen. Maglicherweise stellt diese Dysplasieform die Vorstufe des in der WHO-
Klassifikation bezeichneten “hybrid verrucous carcinoma (VC)” oder “invasive
well-differentiated squamous cell carcinoma (SCC) with verrucous features” dar
(Zidar et al., 2023).
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Wie die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, ist die Diagnose einer

verrukdsen Dysplasie nicht ausschlieBlich durch ihre architektonischen
Veranderungen zu treffen. So ist laut Odell et al. eine verrukdse Dysplasie nicht
allein durch das Auftreten einer Hyperkeratose gegeben. Zudem bestehen
histomorphologisch viele Uberschneidungen mit entziindlichen Veranderungen,
benignen Lasionen (beispielsweise verrukdser Hyperplasie) und dem papillaren
oder verrukésen Karzinom. Die Differenzierung zwischen der verrukdsen
Dysplasie und der proliferativen verrukdsen Leukoplakie (PVL) ist ebenfalls
wegen fehlender standardisierter histopathologischer Merkmale nur durch eine

klinisch-pathologische Diagnostik moglich (Odell et al., 2021).

Schon diese 3 Subtypen einer OED (verrukds, gemischt, gemischt-verrukos)
zeigen die Probleme in der Diagnostik und dem daraus wachsenden Wunsch
bzw. die Notwendigkeit, spezifische Marker insbesondere fur die verrukdse
Dysplasie zu finden (Novack et al., 2023b). Novack et al. (2023b) sprechen in
diesem Zusammenhang vom zu findenden heiligen Gral - einem Marker, der das
maligne Transformationsrisiko insbesondere fiur eine milde und moderate
Dysplasie sowie fur die PVL vorhersagt (Novack et al., 2023b) und letztlich damit
auch die eindeutige Subtypisierung der OED ermdglicht.

Die dSIN, wie sie in der vorliegenden Studie und in einigen Literaturstellen
(Purgina et al., 2015, Wasserman et al., 2016, Mai et al., 2018) bezeichnet wird,
stellt eine weitere Form der non-full-thickness OED und konnte in der
vorliegenden Arbeit in 91 von 224 (41 %) Fallen diagnostiziert werden. Laut Wils
et al. tritt die differenzierte Dysplasie ebenso haufig auf wie die klassische
Dysplasie (entspricht der OED laut WHO) (Wils et al., 2023). Ob die dSIN
tatsachlich ebenso haufig wie die klassische OED auftritt, l1asst sich in dieser
Arbeit nicht beurteilen, da nicht alle dysplastischen Veranderungen in einem
gewissen Zeitraum untersucht wurden. In der Routinediagnostik wurde diese
Diagnose nur bei einem Patienten gestellt, da sich die Routinediagnostik nach
der WHO-Einteilung der OED richtet. Die WHO teilt die OED je nach Aufsteigen

der dysplastischen Epithelzellen im Epithelverband in 2 (low-grade, high-grade)
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oder 3 Schweregrade (mild, moderate, severe) ein (Reibel et al., 2017). Die WHO

weist jedoch darauf hin, dass eine schwere Dysplasie auch auf das basale
Epitheldrittel beschrankt sein kann (Bishop et al., 2023). Dies ist im Grunde ein
Widerspruch in sich, da eine schwere Dysplasie Ublicherweise bis zur
Epitheloberflache reicht. Die WHO sollte somit dringend diese morphologisch klar
erkennbare Entitat, analog zur Dysplasie der Vulva, als solche anerkennen,
gesondert beschreiben und auch z.B. als dSIN bezeichnen. Diese Forderung,
welche wir bereits 2019 formulierten, wurde zwischenzeitlich auch von anderen
Studien erhoben (Arsenic & Kurrer, 2013; Brouns et al., 2023; Wils et al., 2020;
Wils et al., 2023). Aufgrund der von Arsenic und Kurrer vorbeschriebenen
morphologischen Merkmale (Hyperkeratose, gute squamdose Differenzierung des
Epithels, Zellkern- und Zellpolymorphie in der basalen bis parabasalen
Epithelschicht, Hyperchromasie, veranderte Zellpolaritat, Desorganisation der
Epithelarchitektur, erhohte Mitosefiguren, Akanthose,
elongierte/anastomosierende Reteleisten) war es kein groldes Problem, die
beschriebenen 91 Félle einer dSIN im Eingangsmaterial zu finden. Ahnliche
Veranderungen liegen bei der pleomorphen Dysplasie auf der gesamten
Epithelhdhe vor. Inwieweit die pleomorphe Dysplasie, welche in 13 % (30 von
224) der Falle in der vorliegenden Studie diagnostiziert werden konnte, eine
Weiterentwicklung der dSIN mit Aufsteigen der dysplastischen pleomorphen
Zellen bis zur Epitheloberflache darstellt, 1&sst sich histomorphologisch nicht
sicher beurteilen. Weitere Studien dazu sind notwendig.

Wils et al. differenzieren zwischen differenzierter Dysplasie und klassischer
Dysplasie. Sie schlagen vor, die klassische Dysplasie in die Grade 1-3 analog
zur WHO-KIlassifikation einzuteilen. Mit zunehmendem Grad der Dysplasie
erhoht sich das Risiko einer malignen Transformation (Wils et al., 2023). Bei
Arsenic und Kurrer findet sich keine Einteilung in Schweregrade. Jedoch lasst
sich die basaloide Dysplasie als ,full-thickness®, das heil3t, die dysplastischen
basaloiden Epithelzellen reichen vom Stratum basale bis zur Epitheloberflache,
einer schweren Dysplasie (Grad 3) zuordnen. Laut Arsenic und Kurrer ist die ,full-
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thickness® Dysplasie mit einem schlecht differenzierten Plattenepithelkarzinom

(SCC) assoziiert (Arsenic and Kurrer, 2013). Eine morphologische Einteilung der
basaloiden Dysplasie war im Eingangsmaterial durch die klare Definition von
basaloiden Epithelzellen gut mdglich, allerdings erstreckte sich die basaloide
Dysplasie nicht immer Uber das gesamte Epithel. Diese Beobachtung legt nahe,
dass ein Grading sinnvoll ist, da sonst von einer ,non-full-thickness® Dysplasie
ausgegangen werden musste, die laut Arsenic und Kurrer mit gut differenzierten
SCC assoziiert ist. Die gemischte Dysplasie nach Arsenic und Kurrer kdnnte aus

dem gleichen Grund in Grade eingeteilt werden.

Es zeigt sich somit, dass die Histomorphologie zur Einteilung der OED nicht
ausreicht und insbesondere die Atiologie der OED zur Einteilung zumindest mit
herangezogen werden muss. Als Methoden zur Klarung der Atiologie stehen
insbesondere die kostengunstige Immunhistochemie und die molekulare
Pathologie zur Verfugung. Moglicherweise konnte auch in naher Zukunft die
Proteomanalyse mittels Massenspektrometrie zu einer besseren, detaillierteren
Einteilung der OED flhren (Umapathy et al., 2023).
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4.2 Anwendung immunhistochemischer Marker fir die Einteilung

der Dysplasie

Novack et al. nutzen fiir ihre an der Atiologie orientierten Einteilung der oralen
squamdsen intraepithelialen Neoplasie (OSIN) die Immunhistologie und die
Molekularpathologie insbesondere zur Mutationsanalyse von TP53 und zur HPV-
Typ-Bestimmung. Sie unterscheiden die orale epitheliale Dysplasie (OED) und
die proliferativen verrukdsen Leukoplakie-Spektrum-Lasionen. Die OED wird
weiter unterteilt in die 3 Gruppen der ,HPV-assoziierten Dysplasie®, der ,Nicht-
HPV-assoziierten und nicht-p53-abhangigen Dysplasie® und der ,p53-
abhangigen Dysplasie” (Ko et al., 2024, Novack et al., 2023a). Die Gruppe der
,Nicht-HPV-assoziierten und nicht-p53-abhangigen Dysplasie® ist Marker negativ
und teilt sich viele morphologische Merkmale insbesondere mit der proliferativen

verrukosen Leukoplakie (Novack et al., 2023b).

In der 2023 herausgegebenen und somit neuesten WHO-Klassifikation der Kopf-
und Halstumoren wurde die HPV-assoziierte orale Epitheldysplasie als
eigenstandige Entitat in die oralen potenziell malignen Veranderungen (OPMDs)
aufgenommen (Muller and Tilakaratne, 2022). In der vorliegenden Studie tritt eine
HPV-assoziierte Dysplasie in der Mundhohle in 3 von 155 Fallen (2 %) und im
Oropharynx in 10 von 69 Fallen (14 %) auf. Diese Haufigkeiten werden auch in
der Literatur genannt (Chaturvedi et al., 2013). Die Bestimmung als HPV-
assoziierte Dysplasie erfolgte in der vorliegenden Arbeit anhand des flr eine
HPV-Infektion anerkannten Surrogatmarkers p16. Aufgrund ihres haufigen
Auftretens sollte die p53-abhangige Dysplasie, also die dSIN oder die
pleomorphe Dysplasie, als eigene Entitat im Mundraum und Oropharynx analog
zur Vulva (dVIN) aufgenommen werden. In 48 % (58/121) der p53-abhangigen
Falle unserer Studie lag eine Uberexpression, in 47 % (57/121) ein Ausfall von
p53 vor. Wie von Parra-Herran et al., Singh et al. und Dasgupta et al. anhand der
dVIN festgestellt, liegt eine TP53-Mutation in diesen Fallen nahe (Parra-Herran
et al., 2022, Singh et al., 2015, Dasgupta et al., 2018). Analog zur dVIN erlaubt
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die Kombination aus morphologischen Merkmalen und der

immunhistochemischen p53 Bestimmung die Diagnose einer dSIN, welche Gber
eine TP53-Mutationsanalyse endgultig erhartet werden kann. In 4 % (5 von 121)
der Falle konnte eine dSIN nicht sicher diagnostiziert werden, da die
morphologischen Merkmale sich nicht eindeutig mit der Expression der p53 IHC
unterstutzen lassen. In diesen Fallen ist eine molekularpathologische
Mutationsanalyse von TP53 notwendig, die hier Klarheit Uber die Pathogenese
schafft.

Neben der dSIN erscheint auch die von Arsenic und Kurrer (2013) morphologisch
definierte pleomorphe Dysplasie p53-assoziiert zu sein. Die pleomorphe
Dysplasie entspricht einer SIN IIl in der WHO-Klassifikation und damit einer
hochgradigen Dysplasie (Muller and Tilakaratne, 2022). Auch wenn die
pleomorphe Dysplasie als hochgradige Lasion anerkannt ist, sollte dennoch ein
immunhistochemischer p53-Nachweis erbracht werden. Die Detektion einer
TP53-Mutation ist flr die Prognose wichtig, da eine maligne Progredienz Gber

diese Pathogenese haufiger auftritt (Brouns et al., 2023, Ko et al., 2024).

Interessanterweise ist in 3 von 121 Fallen (2 %) gleichzeitig eine p53 abnorme
Farbung (1 Fall mit Ausfall und 2 Falle mit kraftiger Uberexpression) und eine p16
positive Farbung 2zu beobachten. Diese Falle werden aufgrund der
morphologischen Merkmale als dSIN eingeteilt. Die gleiche Beobachtung
machen Novak et al. und stellen fest, dass eine ,null-like/basal sparing and mid-
epithelial/basal sparing“ p53 Farbung auf eine high-risk HPV-Infektion hindeutet
(Novack et al., 2023a). Acht andere Falle wiesen ein basaloides
Erscheinungsmuster, aber eine p16 negative und p53 abnorme Farbung auf.
Auch diese Beobachtung deckt sich mit der von Ko et al. (2014) in der Vulva
festgestellten atypischen dVIN, die ein HPV-typisches, basaloides
Erscheinungsbild nhachahmt und mit einer p53 abnormen Farbung eine TP53-
Mutation nahelegt (Ko et al., 2024). p16 war in vielen Fallen schitter ausgepragt,
insbesondere in den Gewebeproben aus der Mundhohle, was zu falsch positiven

Ergebnissen fuhren kénnte. Novack et al. (2023b) stitzen diese Beobachtung:
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Sie stellen fest, dass p16 als guter Surrogatmarker fur eine Epitheldysplasie mit

HPV-Assoziation im Larynx und Oropharynx gilt, aber viele falsch positive
Ergebnisse in der Mundhohle liefert (Novack et al., 2023b).

Die in der vorliegenden Studie angewandten Marker CK13 und CK17 konnten
nicht als spezifische Marker fur ,Nicht-HPV-assoziierte und nicht-p53-abhangige
Dysplasie“ dienen, da insbesondere der Verlust von CK13 in Kombination mit
einer Expression von CK17 auch bei den anderen Dysplasieformen gefunden
werden kann und diese Zytokeratine somit nur das Vorliegen einer Dysplasie
anzeigen. Eine Expression von CK17 kommt laut Dasgupta et al. (2018) nicht im
regehaften Plattenepithel vor und steigt mit dem Grad der Dysplasie (Dasgupta
et al., 2018). 92 % der dSIN, 97 % der pleomorphen Dysplasie, 97 % der
gemischten Dysplasie, 100 % der verrukdsen sowie der gemischt-verrukdsen
Dysplasie zeigten eine Expression von CK17 auf. Im Gegensatz zu den
genannten Dysplasieformen zeigen nur 69 % der Falle mit HPV-assoziierter
Dysplasie (SIN) eine Expression von CK17. Wils et al. postulieren, dass ein
Verlust der CK13 Expression in Kombination mit dysplastischen
Epithelveranderungen ein erhdhtes malignes Entartungsrisiko anzeigt (Wils et
al., 2020). Neben Wils et al. (2020) zeigen auch weitere Literaturstellen
(Dasgupta et al., 2018, Ko et al., 2024) den Vorteil einer CK13- und CK17-
Diagnostik zum Dysplasienachweis. Allerdings machen eigene Befunde deutlich,
dass bei einer Dysplasie durchaus eine normale CK13-Expression bei fehlender
CK17-Expression gefunden werden kann. Die alleinige Beurteilung der
Expression von CK13 wund CK17 ist somit nicht zuverlassig zum
Dysplasienachweis. Andere immunhistochemische Farbungen und die
konventionelle Morphologie (HE-Farbung) sind fur die richtige Beurteilung
unerlasslich. So besitzen CK13 und CK17 bei den HPV-assoziierten Dysplasien

nur eine schwache Aussagekraft.

In einer verrukdsen Dysplasie, die als Dysplasie mit geringem Entartungsrisiko
eingestuft wird, lieR sich jedoch in 83 % (15 von 18) der Falle eine verringerte

oder fehlende Expression von CK13 und in 100 % (18 von 18) der Falle eine
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Expression von CK17 nachweisen. Ob die jeweilige Starke des

Expressionsverlustes von CK13 bzw. der Expression von CK17 eine gesonderte
Aussagekraft besitzt, lasst sich nicht endgultig beurteilen. Allerdings ist die
Expression von CK17 unabhangig von ihrer Starke bereits ein hilfreicher Hinweis
auf eine dysplastische Veranderung. CK17 gilt auch als wichtiger Marker in der
Diagnostik der dVIN (Podoll et al., 2017). Analog der morphologischen und
immunhistochemischen Merkmale der dVIN und in Kombination mit anderen
immunhistochemischen Merkmalen wie p53, CK13 und MIB-1 wurde CK17 in der

vorliegenden Studie zur Diagnose einer dSIN verwendet.

Eine Variante der dSIN aus der vorliegenden Studie ist die verrukose dSIN.
Hierbei handelt es sich um eine morphologische Kombination aus einer
verrukosen Dysplasie, welche laut Literatur mit einem geringen malignen
Entartungsrisiko einhergeht, und einer dSIN, welche als hochgradige Dysplasie
eingestuft wird und somit ein hohes Entartungsrisiko aufweist. Arsenic und Kurrer
(2013) beschreiben ebenfalls mdgliche verrukdse Anteile in der differenzierten
Dysplasie. Bei der Auswertung der vorliegenden Studie fiel auf, dass die
verrukdse dSIN mit einer abnormen Expression von p53 assoziiert ist und damit
wohl eine TP53-Mutation vorliegt. Die Ergebnisse der CK13 und CK17
immunhistochemischen Farbungen zeigten das Expressionsmuster einer
Dysplasie. Die verrukdse Morphologie der verrukdsen dSIN sollte nicht dazu
verleiten, diese Lasion als low-grade Dysplasie einzuschatzen. Die abnorme p53-
Expression in der verrukbsen dSIN stutzt die Notwendigkeit einer
immunhistochemischen Analyse von p53. Ko et al. (2024) stellen fest, dass aus
einer low-grade Dysplasie mit abnormer p53 Expression kein verrukoses
Karzinom entsteht, sondern eher eine maligne Transformation in ein
Plattenepithelkarzinom erfolgt. Daher liegt eine andere Pathogenese als fur
verrukdse Karzinome vor. Auch Novack et al. (2023b) stellen fir die proliferative
verrukdse Leukoplakie fest, dass eine abnorme p53 Expression eine maligne
Transformation in ein Plattenepithelkarzinom wahrscheinlicher macht als in ein
verrukdses Karzinom. Diese Aussagen bestatigen die Wichtigkeit der korrekten
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Diagnose einer verrukdsen dSIN, welche eben nicht mit einer verrukdésen

Dysplasie verwechselt werden darf. Hosseinpour et al. (2017) fassen in ihrer
Meta-Analyse zusammen, dass CK10 als moglicher Marker zur Unterscheidung
eines verrukdsen Tumors (also eines invasiven Carcinoms) von einer verrukdsen
Dysplasie hilfreich sein konnte (Hosseinpour et al., 2017). Die Ergebnisse von
Kim et al. (2024) deuten darauf hin, dass spezifische long non-coding RNAs (Inc-
RNAs) als Biomarker fur eine frihe Diagnose und eine Differenzierung einer
verrukodser Hyperplasie von einem verrukdsen Karzinom genutzt werden kdénnen
(Kim et al., 2024). CK10 und die Inc-RNA kdnnten somit moéglicherweise auch als
Marker fur verrukdse Epithelveranderungen dienen. Die immunhistochemische
Expression von MIB-1, ein Marker fur die Epithelproliferation, war in der
vorliegenden Studie eher basalstandiger in einer verrukdsen Dysplasie als in
anderen Dysplasieformen. Somit kann MIB-1 allenfalls zu einer Unterscheidung
einer verrukdsen Dysplasie von einer gemischten Dysplasie herangezogen
werden. MIB-1 ist damit ein eher unspezifischer Marker. Mallick et al. (2015)
kommen zu dem Schluss, dass die MIB-1 Expression mit dem Ansteigen des
Dysplasiegrades wachst (Mallick et al., 2015). Sakurai et al. (2000) bestatigen
diese Beobachtung (Sakurai et al., 2000).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die dSIN aufgrund ihrer klaren
atiologischen und pathogenetischen Definition einer p53-Assoziation und einer
damit einhergehenden eindeutigen Diagnosestellung eine eigenstandige Entitat
in der OED darstellt und als solche Eingang in die WHO-KIlassifikation der OED
finden sollte. Eine gute Klassifikation beruht auf einfach und eindeutig zu
beurteilenden morphologischen, immunhistochemischen und/oder
molekularpathologischen Markern. Die bislang weitgehend auf morphologischen
Kriterien beruhende WHO-Klassifikation der OED sollte somit schnellstmdglich

auf eine atiologisch-pathogenetische Grundlage gestellt werden.

96



Diskussion
4.3 Aussagekraft der Markerprofile

Die morphologische Diagnose und die immunhistochemischen Ergebnisse
wurden fur die einzelnen Falle in Form von Markerprofilen (p53-p16-CK13-CK17-
MIB-1-Diagnose) zusammengefasst. Es stellte sich heraus, dass die meisten
Falle einem typischen Markerprofil zugeordnet werden konnten. Dies kdnnte ein
hilfreicher Schritt sein, um die Charakteristik der Pathogenese zu erkennen, die
richtige Dysplasie-Einteilung vorzunehmen wund die klinische Therapie
dahingehend anzupassen. Ebenso kann mit Hilfe der Markerprofile erkannt
werden, ob nur eine Atiologie/Pathogenese bei einer bestimmen Dysplasie
vorliegt oder beispielsweise zwei Dysplasieklone (p53 Ausfall neben p53
Uberexpression) oder eine HPV-Infektion bei gleichzeitiger p53-
Uberexpression/Verlust bei TP53-Mutation vorliegt (Becker et al., 2024). Im
Einzelfall sollte insbesondere bei diesen Fallen die Entscheidung zu weiteren
molekularpathologischen Untersuchungen grof3zlgig getroffen werden, um die
Ergebnisse der Markerprofile zu erharten. Eine Aussage zur malignen
Transformationsrate und zur Progression der einzelnen Dysplasieformen kann in
dieser Studie nicht getroffen werden, da kein klinischer Verlauf zu den in die

Studie eingeschlossenen Patientinnen und Patienten vorliegt.
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4.4 Kombination der morphologischen und immunhistochemischen

Merkmale zur Einteilung der Dysplasie

Die Anwendung immunhistochemischer (IHC) Marker zur Sicherung und
Reproduzierbarkeit einer Diagnose ist z.B. durch die Anwendung von p16-
Immunhistochemie fur eine HPV-assoziierte Dysplasie im Bereich des Larynx
und Oropharynx hinreichend bekannt (Novack et al., 2023b). Hinzu kommt, dass
in diesem Fall auch die Atiologie und Pathogenese der dysplastischen
Veranderung erkannt wird, da eine p16 positive [IHC mit groler
Wahrscheinlichkeit auf eine high-risk HPV-Infektion schlieRen lasst und damit
eine Aussage Uber die Progression und die maligne
Transformationswahrscheinlichkeit zulasst. In den Plattenepithelien des Uro-
Genitaltraktes ist neben p16 auch p53 als Surrogatmarker etabliert (Novack et
al., 2023a). Im oralen Plattenepithel ist aktuell weder p16 noch ein anderer
Surrogatmarker anerkannt, wenngleich die WHO p16 als Marker vorschlagt
(Bishop et al., 2023). p16 IHC bringt im oralen Plattenepithel haufig falsch positive
Ergebnisse fir eine high-risk HPV-Infektion und in vielen Studien wird die
Korrelation zwischen positiven p16 Expressionsmustern und high-risk HPV-
Infektionen in Frage gestellt (Lingen et al., 2013, Zafereo et al., 2016, Minami et
al., 2017, Nauta et al., 2021). Des Weiteren kann die high-risk HPV-Infektion nur
durch molekularpathologische Analysen bestatigt werden, die nicht immer
verfugbar sind (Novack et al., 2023a). Die HPV-abhangige Dysplasie ist zwar
mittlerweile auch durch die WHO anerkannt, nur manifestiert sich die HPV high-
risk Dysplasie sehr viel seltener in der Mundhoéhle als im Oropharynx (Vani et al.,
2024). Viel wichtiger erscheint daher die Etablierung von p53 in der Diagnostik
der oralen Epitheldysplasien (OEDs). Novack et al. (2023a) formulieren, dass es
mit der p53 IHC auch mdglich ist, eine HPV-Assoziation zu detektieren (Abb. 47).
Eine p16 positive Expression mit einer das Stratum basale aussparenden (basal
sparing) p53 wild-type Expression soll somit sensitiv und spezifisch fur eine high-
risk HPV-Infektion sein (Novack et al., 2023a). Die Charakterisierung der
Atiologie/Pathogenese beeinflusst mafligeblich die maligne Transformationsrate,
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welche sich letztlich auf die klinische Therapie auswirkt. Die in dieser Studie

angewandten morphologischen Kilassifikationssysteme basieren auf der HE-
Farbung fur die OED (WHO, 2017 und Arsenic&Kurrer, 2013). Die Ergebnisse
der vorliegenden Studie deuten darauf hin, dass die morphologische
Klassifizierung um die IHC-Farbungen, insbesondere p53 und p16 erganzt
werden sollte um die beste Diagnose stellen zu konnen. Daher ist eine
Klassifikation der OED notwendig, welche aus eindeutig zu beurteilenden
Markern besteht und die morphologischen Kriterien mit den Expressionsmustern

von p53 und p16 kombiniert.

Novack et al. (2023b) schlagen einen Algorithmus zur Einteilung der OED im
Sinne einer Klassifikation der OED nach p53 und p16 Expression vor (Abb. 49
(Novack et al., 2023b)), aus welcher sich auch die klinische Therapieempfehlung
ableitet. Diese Klassifikation beruht somit nicht rein auf der Morphologie (z.B.
dSIN, pleomorphe SIN) sondern auf den Expressionsmustern der spezifischen
Marker. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie favorisieren ebenfalls diese Art
der Einteilung der OED. Auch wenn in der Routinediagnostik bislang nach wie
vor die weitgehend auf der Morphologie beruhende Einteilung der OED nach
WHO angewandt wird, erscheint es dennoch dringend notwendig, die Einteilung
der OED auf eine atiologische/pathogenetische Grundlage zu stellen. Ein erster
Schritt in diese Richtung wurde von der WHO mit der Anerkennung von HPV-
assoziierten oralen Epitheldysplasien gemacht. Da sich bisweilen entzundlich-
reaktive Veranderungen konventionell-morphologisch nicht von dysplastischen
Veranderungen unterscheiden lassen (Pateras et al., 2024), ist eine Klarung der
Atiologie/Pathogenese dieser Veranderungen unerlasslich. Tabelle 14 zeigt die
Korrelation der Einteilung der OED nach WHO mit den von Morsch modifizierten
morphologischen Dysplasieformen nach Arsenic und Kurrer und der zu
fordernden neuen Klassifizierung nach der Atiologie/Pathogenese (Vogel and
Morsch, 2025, Arsenic and Kurrer, 2013).
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Figure 7.

Proposed algorithm and classification of oral squamous intraepithelial neoplasia: novel classification of oral squamous intraepithelial neoplasia using histomorphology, p53
immunchistochemical stain, and when indicated, p16 immunohistochemical stain andjor high-risk HPY DNA or E6/E7 RNA in situ hybridization. *When p33 shows a mid-
epithelialfbasal sparing pattern or null-like/basal sparing pattern (ie, HPV-associated wild-type patterns), even if the histology is not characteristic of classic HPY-associated
oral epithelial dysplasia, p16 immunohistochemical stain andfor high-risk HPV DNA or E6/E7 RNA in situ hybridization are recommended. **HPV-associated oral epithelial
dysplasia is amenable to surgical excision, """ ##*Treatment options for conventional aral epithelial dysplasia are dependent on dysplasia grade and multiple clinical factars.
Mild dysplasia is most often treated conservatively with clinical surveillance, whereas severe dysplasia is usually treated with surgical excision with clear margins, The man-
agement of moderate dysplasia is controversial and may range from more conservative measures, such as close surveillance, to topical chemotherapy or laser to surgical
excision."” #++#Proliferative verrucous leukoplakia spectrum lesions are managed by active surveillance with biopsy when indicated."” {Algorithm and classification designed
by Y.CK.). HPV, human papillomavirus.

Abb. 49 Klassifikation der squamosen intraepithelialen Neoplasie und Algorithmus zur Einteilung
und Therapie nach Novack et al. (2023b) Neue Einteilung unter Verwendung der Histomorphologie, der
p53 Immunhistochemie und, wenn indiziert, der p16 Immunhistochemie und/oder high-risk HPV DNA oder
E6/E7 RNA in situ Hybridisierung (Novack et al., 2023b).
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Tabelle 14 Korrelation der WHO-Klassifikation der OED (2023) mit den morphologischen und
immunhistochemischen Diagnosen der OED nach Morsch

Schwere Dysplasie
(SIN 11I)

Schwere Dysplasie
(SIN 1)
Milde  bis
Dysplasie
(SIN I-111)
Milde Dysplasie (SIN I)
Proliferative verrukdse
Leukoplakie (SIN I-I)
Milde  bis
Dysplasie (SIN I-111)

schwere

schwere

Differenziert
P53-abhangig (dSIN oder
leomorph
Pleomorph P Ph)
HPV-assoziiert (mild,
Basaloid
moderat, schwer)
Nicht-HPV-assoziierte
Verrukos
und nicht-p53-abhangige
_ Dysplasie (mild, moderat,
Gemischt

) schwer)
Gemischt-verrukos
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4.5 Effektivitat der TMAs

Vogel fasste in seinem Review 2014 unterschiedliche Herstellungsmethoden der
TMAs und eine Auswahl an vorgefertigten TMAs unterschiedlicher Hersteller
zusammen und beschreibt ihre Vor- und Nachteile. Die in dieser Studie
verwendeten TMA-Akzeptorblocke mit einer Grolde der Stanzzylinder von 1 mm
und 2 mm beruhten auf der Kombination der Techniken von Song (2005;
paraffinierte  Agar-Stabilisationsblocke) und Wilkens (2003; patentierte
Klebebandtechnik) (Vogel, 2014, Wilkens, 2003, Song, 2005).

Der  Vorteil der paraffinieten  Agarbldcke bei den kleinen
Stanzzylinderdurchmessern von 1 mm und 2 mm besteht darin, dass die
Stanzzylinder beim Aufschmelzen des beflllten TMAs nicht umfallen. Durch das
Aufschmelzen kommt es zu einer guten Verbindung zwischen den
Stanzzylindern und dem umgebenden Paraffin des Agarblockes. Die Tragerfolie
(z.B. alte Rontgenbilder) mit dem darauf liegenden doppelseitigen Klebeband
fixiert den Agarblock und verhindert eine Formveranderung beim Aufschmelzen
und beim anschlieRenden Erstarren des Paraffins. Beim Vorliegen einer guten
Verbindung zwischen dem Agarblock und den Stanzzylindern kommt es nur
selten zu einem Rollen oder Falten der Zylinder beim Schneiden bzw. Aufziehen
des Paraffinschnittes auf den Objekttrager im heiRen Wasserbad (Vogel, 2014).
Gerollte oder gefaltete Stanzzylinderanschnitte schwimmen beim Farben des
Objekttragers leichter ab. Trotz des Aufschmelzens der bestickten TMAs ist es
dennoch in der vorliegenden Studie zum Rollen, Falten und Abschwimmen
einiger Gewebeproben gekommen. Das ungenigende Anschneiden des zu
ubertragenden Gewebes am Donorblock ist ein weiterer Grund fur das Fehlen
eines Stanzzylinderanschnittes in einem Paraffinschnitt des TMA, wodurch Uber
dem Gewebe noch gewebefreies Paraffin liegt. Dadurch kommt das Gewebe von
Interesse erst in tieferen Schnittstufen des TMA zum Vorschein. Das gleiche
Problem trat vereinzelt bei den TMAs mit einem Stanzzylinderdurchmesser von

5 mm auf. Insbesondere bei diesen kam es vermehrt zur Faltung der
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Gewebeproben mit moglichem anschlieBendem Abschwimmen vom

Objekttrager bei der Farbung.

Im Rahmen dieser Studie wurden die im TMA eingestellten Gewebeproben mit
unterschiedlichen, zumeist immunhistochemischen, Farbungen untersucht. Um
moglichst selten einen TMA mit entsprechendem Gewebeverlust anzuschneiden,
wurden in einem Schnittvorgang bis zu 25 Objekttrager erstellt. Der Abstand
zwischen dem ersten und dem 25. Objekttrager betrug somit mindestens 62,5
um. Da trotz erfolgter Nummerierung der Objekttrager ein konsekutives Farben
nicht gewahrleistet war, fanden sich auf den Schnittpraparaten nicht mehr
gleichartige Gewebsausschnitte, wodurch die Auswertung und der Vergleich der
Muster der unterschiedlichen immunhistochemischen Farbungen eingeschrankt
und im schlimmsten Falle nicht mehr moglich war. Fur die meisten

Gewebezylinder konnte jedoch eine regelhafte Auswertung erfolgen.

Hinsichtlich der GroRRe der Stanzzylinder der TMAs konnten die 1 mm, 2 mm und
5 mm durchmessenden TMAs untereinander verglichen werden. Fir die Studie
war das Epithel relevant und sollte somit auch in den Gewebeproben der TMAs
begutachtet werden kdnnen. Die 1 mm durchmessenden Stanzzylinder reichten,
wie in der Literatur bereits beschrieben, in einigen Fallen nicht aus, um gentigend
Gewebe fur eine Dysplasiediagnose zu prasentieren (Ko et al., 2024). Im
Gegensatz zu den dysplastischen Epithelanteilen liel3 sich invasives
Karzinomgewebe grofltenteils in allen Schnitten wiederfinden. Die 2 mm
durchmessenden Stanzzylinder waren zur Auswertung von dysplastischem
Epithel geeigneter als die 1 mm durchmessenden Stanzzylinder. Meistens
konnte neben dem dysplastischen Epithel auch gesundes Epithel erkannt
werden. Die 5 mm durchmessenden Stanzzylinder zeigten die gleichen Vorzige
wie die 2 mm durchmessenden Stanzzylinder und erlaubten oftmals die
gleichzeitige Bewertung von invasivem Karzinom und der angrenzenden
Epitheldysplasie. Diese Eigenschaft stellte sich haufig als nutzlich heraus, da das
invasive Tumorepithel und das dysplastische Epithel manchmal unterschiedliche

Expressionsmuster aufwiesen. Fur die vorliegende Studie waren die invasiven
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Karzinome allerdings zweitrangig. Die 2 mm und 5 mm durchmessenden

Gewebestanzzylinder erlaubten eine  weitgehende Beurteilung des
dysplastischen Epithels und eignen sich somit gut fur eine solche Untersuchung.

In der vorliegenden Studie kam es zu Einschrankungen durch die Qualitat der
Gewebeproben. Diese wurden bis zu 20 Jahre gelagert und waren teilweise
schon zerfallen, wodurch die benotigten Areale gegebenenfalls nicht mehr
ganzlich vorhanden waren. Insbesondere die 1 mm durchmessenden
Stanzzylinder waren hiervon betroffen, da das Paraffin bisweilen zu spréde fur

Stanzen mit diesem kleinen Stanzdurchmesser war.
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5 Zusammenfassung

Die Einteilung der oralen potenziell malignen Veranderungen (OPMD) und der
oralen epithelialen Dysplasie (OED) im Mundraum und Oropharynx gemaf der
WHO beruht weitestgehend auf morphologischen Kriterien, welche sich in der
Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung beurteilen lassen, jedoch einer deutlichen
Intra- und Interobserver-Variabilitat unterliegen. Erst in der 5. Ausgabe der WHO-
Klassifikation von Kopf-Hals-Tumoren (2023) wurde eine atiologisch definierte
Unterform der OED eingefuhrt, namlich die HPV-assoziierte OED, welche
immunhistochemisch tiber die Uberexpression des Surrogatmarkers p16 im von
HPV befallenen Epithel oder tUber einen molekularpathologischen HPV-Nachweis
diagnostiziert werden kann. Im Gegensatz hierzu wurde von der WHO die bereits
am Urogenitaltrakt etablierte differenzierte vulvare intraepitheliale Neoplasie
(dVIN), welche Uber eine fehlende Expression oder Uberexpression von p53 und
damit Gber eine TP53-Mutation definiert ist, nicht in den Kopf-Hals-Bereich in
Form der differenzierten squamdsen intraepithelialen Neoplasie (dSIN)
ubernommen. Die WHO definiert dennoch ein Korrelat fur die dSIN in den OED
Uber die Morphologie (schwere Epithelpleomorphie nur im unteren Epitheldrittel,
knollenartige Reteleisten, Epithelknospung und Desorganisation der Basalzellen)

und bezeichnet dieses Korrelat als schwere Dysplasie.

Ziel dieser Arbeit war vornehmlich, die dSIN im Einsendegut des Institutes flr
Pathologie der Universitatsklinik Tubingen mit Hilfe der Morphologie und
insbesondere der p53 Immunhistologie zu identifizieren, um die dSIN neben der
HPV-assoziierten OED als atiologisch klar definierte Entitat zu etablieren. Ferner
sollten weitere, von Arsenic und Kurrer (2013) auf morphologischer Basis
beschriebene Dysplasieformen (basaloid, pleomorph, verrukds, gemischt) dem
Expressionsmuster eines Markers oder mehrerer gut reproduzierbarer
immunhistochemischer (IHC) Marker (p16, CK13, CK17, MIB-1) zugeordnet
werden. Daruber hinaus sollte durch die Erstellung von Tissue Microarrays

(TMAs) mit verschiedenen Gewebestanzzylinderdurchmesser untersucht
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werden, welcher Durchmesser am besten zur Diagnostik von Epitheldysplasien

geeignet ist.

Es wurden Proben von 227 Patientinnen und Patienten aus dem Zeitraum 1998-
2018 mit der Diagnose einer SIN I-lll im Mundraum und Oropharynx aus dem
Pathologieinformationssystem PAS.net (Fa. Nexus) des Institutes fur Pathologie
des Universitatsklinikums Tubingen insbesondere im Hinblick auf die Diagnose
einer dSIN ausgewahlt. Zuerst erfolgte eine Nachbegutachtung der in der
Routinediagnostik  verwendeten  Original-HE-Schnitte, um mithilfe der
morphologischen Merkmale der Klassifizierungssysteme nach WHO (4. Edition,
2017) und Arsenic und Kurrer (2013) vorlaufige Diagnosen zu stellen.
Dysplasietragende Gewebsareale wurden von den routinemafig erstellten
Paraffinblécken (sogenannte Donorblocke) als 1 mm, 2 mm und 5 mm
durchmessende Paraffingewebestanzzylinder (1722 Stanzzylinder) in TMAs
eingestellt. Von den TMAs wurden Paraffinschnitte angefertigt und konventionell-
morphologisch und immunhistochemisch mittels HE, p53, p16, CK13, CK17 und
MIB-1 gefarbt. Danach wurden die gefarbten TMA-Schnitte begutachtet und die
Histomorphologie sowie die Expression der IHC-Marker dokumentiert. Die TMAs
mit einem Stanzzylinderdurchmesser von mindestens 2 mm erschienen
aussagekraftiger als die mit einem Durchmesser von 1 mm, weshalb bei weiteren
Untersuchungen Stanzzylinder mit einem Durchmesser von mindestens 2 mm
eingesetzt werden sollten. Anhand der Expressionsmuster wurde mindestens ein
individuelles Markerprofil (p53-p16-CK13-CK17-MIB1) pro Patientin und Patient
erstellt. Insgesamt konnten 224 Markerprofile fir 215 Patientinnen und Patienten
erstellt werden. Folgende Dysplasieformen konnten morphologisch abgegrenzt
werden: dSIN, pleomorphe Dysplasie, verrukdse Dysplasie, gemischte

Dysplasie, basaloide Dysplasie und gemischt-verrukdse Dysplasie.

Das immunhistochemische Panel erwies sich bei der Unterscheidung zwischen
physiologischen und dysplastischen Epithelveranderungen sowie teilweise bei
der Klassifizierung der vorliegenden Dysplasieform als relevant. Die Erstellung

der Profile erschien hilfreich bei der Zusammenfassung mehrerer Gewebeproben
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einer Patientin oder eines Patienten, um die Atiologie bzw. Pathogenese der

dysplastischen Veranderungen schnell erkennen und ubersichtlich darstellen zu
kénnen. Mittels p16 konnte die HPV assoziierte OED (13/224), mit p53 die dSIN
(91/224) und die pleomorphe Dysplasie (30/224) von den anderen OEDs
abgegrenzt werden. Fur die verrukdse Dysplasie sowie die gemischte Dysplasie
konnte jedoch keiner der in der Studie verwendeten Marker zur Spezifizierung
dienen. Die gemischte Dysplasie erscheint als ,waste-basket® fur alle
Dysplasieformen, die nicht HPV-assoziiert, p53-abhangig oder durch ein
verrukdses Erscheinungsbild auffallen. Die Bewertung der beschriebenen IHC-
Marker unterlag jedoch auch einer gewissen Inter- und Intraobserver-Variabilitat
bei dem einen oder anderen Fall. Selbst die Bewertung von p53 fiel in Einzelfallen
nicht eindeutig aus, sodass durchaus eine weitergehende
molekularpathologische TP53-Mutationsanalyse wiunschenswert gewesen ware

und in der Routinediagnostik in unklaren Fallen empfehlenswert ist.

Es zeigt sich die Notwendigkeit, weitere spezifische Marker insbesondere fur die
verrukdse Dysplasie zu identifizieren, um die histopathologische Diagnostik
weniger untersucherabhangig und damit reproduzierbarer zu gestalten und die
Klassifikation der OED auf eine atiologische bzw. pathogenetische Basis zu
stellen. Die routinemafige Bestimmung von p53 bei OED im Mundraum und
Oropharynx erscheint empfehlenswert. Dadurch kénnen die atiologisch klar
definierten, p53-abhangigen Dysplasieformen - namlich die dSIN und die

pleomorphe Dysplasie - als eigenstandige Entitaten diagnostiziert werden.
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