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Titel der Studie:

,untersuchung des Verlaufs und prognostischer Faktoren bei benignen
und malignen Tumoren der Augenoberflache®
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Hintergrund und aktueller Stand der Forschung:

Tumoren der Augenoberflache sind im Vergleich zu Tumoren anderer
Lokalisation eher selten. Dies erschwert die Ermittlung der tatsachlichen
Inzidenz und des Verlaufs. Die Untersuchung prognostischer Faktoren wie
z.B. der Tumordicke, verschiedener immunhistochemischer Marker wie z.B.
MIB1, Progesteron, Ostrogen gestaltet sich schwierig mit Ergebnissen die
aufgrund der geringen Fallzahl ggf. nicht eindeutig sind oder erst nach
Zusammenfassen verschiedener Entitaten beurteilt werden kénnen (1,2).
Im Gegensatz hierzu sind im Vergleich z.B. maligne Melanome der Haut
eher haufig, so dass eindeutige Aussagen beziglich der prognostischen
Bedeutung z.B. von dem Stammzellmarker Nestin getroffen werden kénnen
(3). Um eine groRere Fallzahl der oben und unten genannten Entitaten
evaluieren zu kdnnen, soll multizentrisch tGber das Deutsche Register fir
Tumoren der Augenoberflache, das von der Klinik fir Augenheilkunde der
Universitat Freiburg organisiert wird, Patienten mit den entsprechenden
Erkrankungen rekrutiert werden.

Bei den papillomatésen Bindehautverédnderungen gibt es Hinweise darauf,
dass eine Infektion mit einem sogenannten ,Hochrisiko“-HPV zu einem
Ubergang in ein Karzinom fithren kann (4,5). Hier mochten wir anhand
einer groReren Patientenanzahl diesen Zusammenhang naher beleuchten.

Bindehautmyxome kdnnen mit systemischen Zeichen einhergehen wie z.B.
Myxome in der Vorderkammer des Herzens, die zu relevanten klinischen
Problemen fiihren. Neuerdings wurde eine neue Entitat, der conjunctivale
stromale Tumor beschrieben (6). Dieser kann leicht mit einem
Bindehautmyxom verwechselt werden, weist allerdings eine ungewohnliche
Positivitat fur CD34 auf. Die Unterscheidung vom Bindehautmyxom ist
insofern relevant als dass der COST nicht mit potenziell
lebensbedrohlichen Problemen einhergehen soll und dies fiir den Patienten



sehr wichtig zu wissen ist. Es sind bislang maximal 10 Falle mit COST
beschrieben und nicht viele Bindehautmyxome mit dem differenzierenden
Antikorper gefarbt worden, so dass es vonnoéten ist mehr von diesen Fallen
zu untersuchen um die Aussage die von Herwig et al. bezuglich der
immunhistochemischen Charakterisierung und des klinischen Follow up
bezlglich der systemischen Beteiligung anhand einer gréReren Fallzahl zu
verifizieren.

Weitere seltene Entitaten wie z.B. das fibrose Histiozytom sollten bezuglich
ihres Verlaufs untersucht werden, nachdem sie aufgrund ihrer
histologischen Charakteristik eindeutig in ihrer Diagnose bestatigt wurden.
Auch hier ist es erstrebenswert trotz der histologischen Gutartigkeit
prognostische Marker bezlglich des Verlaufs zu untersuchen wie z.B. den
Proliferationsmarker MIB1, da der Tumor aufgrund seines agressiven
Verhaltens erhebliche Folgen haben kann (7).

5. Ziele der Studie, Fragestellung, Hypothesen:

a. Erhebung der Inzidenz seltener Entitdten von Tumoren der
Augenoberflache (COST, Bindehautmyxom, fibroses Histiozytom
u.a.),

b. Untersuchung der Expression von MIB-1, Nestin, Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren bei Bindehautmelanomen, von MIB-1 an
fiborosem Histiozytom, von CD34 und MIB-1 an COST und
Bindehautmyxomen,

c. Untersuchung von HPV an Fallen mit Ubergang von Papillom in ein
Plattenepithelkarzinom der Bindehaut,

d. Untersuchung der Eignung der o0.g. Marker als prognostische
Faktoren bei den verschiedenen Tumorentitdten bezlglich des
lokalen Rezidivs (bei benignen wund malignen Entitaten),
Metastasierung und tumorassoziierten Tod (bei malignen
metastasierenden Entitaten).

6. Studiendesign:
Nicht kontrollierte analytische Fall-Kontroll-Studie.

7. Studienpopulation/Herkunft von humanem Probenmaterial oder von
Datenmaterial:

Geplante Anzahl von Studienpatienten mindestens 100 (Patienten bei
denen Tumoren der Augenoberflache entfernt wurden und die in die
Teilnahme an der Studie eingewilligt haben) mit verschiedenen unter Nr. 5
gelisteten Diagnosen aus Kliniken, die Mitglieder der Sektion Cornea der
Deutschen Ophthalmologischen Gesellschaft sind, davon



a. Tumoren, die im Histologischen Labor der Klinik fir Augenheilkunde
bzw. Histologischen Labore bzw. Pathologischen Institute der
Sektion Cornea angehorigen Augenkliniken archiviert sind,

b. Fragebbdgen uber das Vorkommen von Rezidiven, Metastasierung
bez. tumorbedingten Tod, die nach der Kontaktaufnahme mit den
Patienten von ihnen bzw. den Augenarzten und Hausarzten
ausgefullt wurden,

c. Fotografien vom vorderen Augenabschnitt, die postoperativ
angefertigt wurden, letztere im Rahmen der erneuten Einbestellung
(nicht obligat).

Geplante Anzahl von Kontrollpatienten 20 (Patienten, bei denen im
Rahmen einer Netzhautoperation Uberschissiges Bindehautmaterial
entfernt wurde und die zur Teilnahme an der Studie eingewilligt haben,
davon Bindehautpraparate, die im Histologischen Labor der Klinik fur
Augenheilkunde archiviert sind.

8. Einschlusskriterien: Patienten mit unter Nr. 5 gelisteten Diagnosen, mit

a. vorhandenem histologischem Praparat, das auf verschiedene
immunhistochemische oder andere Marker untersucht werden kann,

b. Follow-up von mindestens 2 Jahren mit bekanntem Ausgang
bezuglich Rezidiv, Metastasierung bzw. tumorbedingten Tod.

Ausschlusskriterien: Patienten ohne verfigbares Gewebepréparat und/oder
ausreichend langem Follow-up, Patienten die mit dem Einbezug in die
Studie nicht einverstanden sind.

9. Studienablauf/Arbeitsablauf:

a. Auswahl der Patienten anhand der histologischen Diagnose (s. Nr.
5) und Verfligbarkeit des histologischen Préparates sowie einer
ausreichend langen Follow up-Dauer.

b. Anschreiben der Patienten mit Patienteninformation und
Einwilligungs-erklarung (separat fur die ,Freiburger Patienten evtl.
mit Einschluss in die Biobank der Klinik fir Augenheilkunde Freiburg,
wobei die muindliche Aufklarung hierzu bei der personlichen
Vorstellung erfolgt).

c. Einbestellung der Patienten, die die Einwilligungserklarung zurick-
gesandt haben und mit einer klinischen Untersuchung einverstanden
sind, Anfertigung eines klinischen Fotos des operierten Auges an der
Spaltlampe und Erfragung des Ganzkdrpertumorstatus bei
Malignomen. Von den Patienten, die nicht kommen wollen, aber mit
der Teilnahme an der Studie einverstanden sind, werden die



d.

Hausarzte bzw. Augenarzte bezuglich des aktuellen Tumorstatus
kontaktiert und befragt.

Von den in c. gesehenen/kontaktierten mit der Teilnahme an der
Studie einverstanden Patienten werden die histologischen Praparate
immunhistochemisch mit Antikérper z.B. MIB-1, Nestin, Ostrogen-
bzw. Progesteronrezeptor, HIF1a und HIF2a gefarbt und
semiquantitativ ausgewertet.

Die Ergebnisse hiervon werden mit dem klinischen Verlauf korreliert.

Auszige aus der Methodik

a.

Immunhistochemische Untersuchung:

Die Paraffinschnitte der entsprechenden in 4% gepufferten Formalin
fixierten Pr&parate werden auf beschichtete Superfrost Plus-
Objekttrager aufgezogen (Menzel-Glaser), Uber eine Stunde bei
60°C getrocknet und in absteigender Alkoholreihe (99%-70%)
entparaffiniert. Die Schnitte werden mit Primé&rantikdrper z.B. gegen
MIB-1, Nestin, Ostrogen- bzw. Progesteronrezeptor, HIF1a und
HIF2a inkubiert und nach der Avidin-Biotin-Methode weiterbehandelt.
AEC (3-Amino-9-ethyl Carbazol) wird verwendet, um die markierten
Zellen rot anzufarben.

Nachweis von HPV mittels Polymerasekettenreaktion (PCR):

Etwa 50 um der jeweiligen Paraffinblocke werden mit einem
sauberen Diamantmesser abgehobelt um Kontamination mit Virus-
DNA zu vermeiden. Das Material wird mit Xylene entparaffiniert, mit
Ethylakohol gewaschen und vollstandig mit Proteinase K bei 56°C
aufgelost. Die DNA wird mit QIAamp DNA mini kit (Qiagen Inc, USA)
extrahiert, prazipitiert und durch eine Silikonmembransaule filtriert.
Der HPV-DNA-Nachweis wird durch eine PCR-Amplifikation der HPV
L1-Region mit den Primern MY09 und MY11l durchgefihrt,
gleichzeitig mit Primer fir menschliches pB-Globin GH20 and PCO04,
gefolgt durch Punkthybridisierung mit HPV Proben GP01, and GPO02.

10.Nutzen-Risiko-Abwéagung:

Es besteht folgender Nutzen fir den Patienten:

Verlaufskontrolle, Ausschluss eines Tumorrezidivs.

Es besteht kein Risiko fur den Patienten.

Es besteht folgender Nutzen fir medizinische Wissenschaft:

Ermitteln prognostischer immunhistochemischer Parameter bei
verschiedenen malignen/benignen Tumoren der Augenoberflache.



— Das Feststellen der Inzidenz von Tumoren der Augenoberflache, die
insgesamt selten sind.

Bei nicht vorhandenem Risiko ist sowohl ein positives als auch negatives
Studienergebnis als klinischer Nutzen anzusehen.

11.Biometrische Aspekte:

a. Es handelt sich um eine explorative Pilotstudie ohne formale
Fallzahlkalkulation.

b. Die Fallzahl grindet sich auf die Verfugbarkeit der Praparate bzw.
Patienten.

c. Die Haufigkeit von Rezidiven bzw. des Auftretens von Metastasen
und tumorbedingtem Tod werden mit der Kaplan-Meier-Methode
geschatzt.

d. Einflussfaktoren auf die Wahrscheinlichkeit von Rezidiven, der
Metastasierung bzw. von tumorbedingtem Tod werden mittels Cox
Proportional Hazards Modell statistisch exploriert.

12.Datenmanagement/Datenschutz:

13.

Die Daten werden personenbezogen in doppelt pseudonymisierter Form
(d.h. alle unmittelbar den Patienten identifizierenden Daten wie Name,
Geburtsdatum, Anschrift etc. werden durch ein Pseudonym ersetzt),
elektronisch gespeichert und ausgewertet. Beispiel: PlZ 20808691, 1.
Pseudonym P1. 2. Pseudonym Q24. Die Zuordnung dieser Daten zu dem
jeweiligen Patienten ist lediglich den Mitarbeitern der Studie mdglich. Diese
Personen sind zur Verschwiegenheit verpflichtet. Die Bestimmungen des
Datenschutzgesetzes werden eingehalten. Die Daten sind vor fremdem
Zugriff geschutzt. Wissenschatftliche Verotffentlichungen von Ergebnissen
erfolgen ausschlie3lich anonymisiert, also in einer Form, die keine
Ruckschlisse auf Patienten zulasst. Die personenbezogenen Daten
werden nicht an Dritte weitergegeben.

Die personenbezogenen Daten werden nach Erreichen des Studienziels
bzw. zum Ende des Forschungsvorhabens, spétestens jedoch nach 10
Jahren anonymisiert.

Das Material der klinikfremden Studienteilnehmer wird am Ende der Studie
an die teilnehmenden Kliniken zuriickgeschickt.

Ethische und rechtliche Aspekte:

Die Vorgehensweise richtet sich nach den Inhalten der Deklaration von
Helsinki.



Da fur die Patienten keinerlei Risiken bestehen, wird keine Patienten-
versicherung abgeschlossen.

14. Umgang mit unerwinschten Ereignissen:
Entfallt (s. 10).
15. Publikation, Kommunikation der Ergebnisse:

Die Ergebnisse werden auf einem ophthalmologischen Kongress bzw. in
einer ophthalmologischen begutachteten Zeitschrift verdffentlicht.

16. Datum/Unterschrift des Studienleiters:
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