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Einleitung

1  Einleitung

1.1 Maligne Speicheldrisenneoplasien

1.1.1 Haufigkeit, Lokalisation, Geschlechts- und Altersverteilung

Maligne Neoplasien der Speicheldriisen besitzen einen Anteil von etwa 0,5% an allen
malignen Erkrankungen und etwa 5% an den Karzinomen im Kopf-, Halsbereich [Speight and
Barrett, 2002]. 64-73% aller Speicheldriisenkarzinome finden sich in der Gl. parotis, 8-11%
in der Gl. submandibularis, 9-23% in den kleinen Speicheldriisen und weniger als 1% in der
Gl. sublingualis [Ellis and Auclair, 2003; Neville et al., 2009]. Der prozentuale Anteil
maligner Tumoren an allen Speicheldiisenneoplasien variiert je nach Lokalisation und betragt
fur die GIl. parotis 15-32%, fir die GIl. submandibularis 37-45%, fur die Kkleinen
Speicheldriisen 45-80% und fur die GI. sublingualis 70-90% [Eveson et al., 2005; Neville et
al., 2009]. Der Gaumen gilt mit 42-54% der Félle als h&ufigste Lokalisation fiir Karzinome
der kleinen Speicheldrisen.

Frauen sind insgesamt haufger von Speicheldriisenkarzinomen betroffen als Ménner, jedoch
variiert die Geschlechterverteilung je nach Tumortyp [Eveson et al., 2005].

Das Durchschnittsalter liegt fir maligne Neoplasien bei 47 Jahren, mit einem Gipfel der
meisten Entitaten im 60. und 70. Lebensjahrzent. Fir das Mukoepidermoidkarzinom und das
Azinuszellkarzinom hingegen wird ein Altersgipfel in der vierten Lebensdekade angegeben
[Eveson et al., 2005].

Das Mukoepidermoidkarzinom gilt mit etwa 20-35% als insgesamt h&ufigster maligner
Tumor, gefolgt vom adenoid-zystischen Karzinom mit etwa 15-25% [Spiro, 1986; Ellis and

Auclair, 1996; Speight and Barrett, 2002; Lang et al., 2005b].
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1.1.2 Atiologie

Die Ursachen maligner Speicheldriisentumoren sind weitgehend unbekannt. Fur die
Tumorigenese des lymphoepithelialen Karzinoms ist eine Assoziation mit dem Epstein-Barr-
Virus beschrieben [Eveson et al., 2005]. Es gibt Hinweise, dass eine Exposition gegenliber
ionisierenden  Strahlen die  Entstehung eines  Speicheldrisentumors  beglnstigt.
Langzeitstudien an Uberlebenden der Atombombenexplosionen in Hiroshima und Nagasaki
zeigten ein dosisabhangiges 11-fach erhthtes relatives Risiko fur maligne Neoplasien der
Speicheldrusen [Ellis and Auclair, 2003; Eveson et al., 2005]. Therapeutische Strahlen,
besonders in der Kopf-, Halsregion, sind ebenfalls mit einem signifikant erhéhten Risiko fur
die Entstehung von Speicheldriisenkarzinomen vergesellschaftet. Dies gilt auch fur
zahnarztliche Rontgenaufnahmen sowie fur ultraviolette Strahlen [Eveson et al., 2005].

Desweiteren erscheint eine gesteigerte Tumorinzidenz bei erhéhter Exposition gegentiber
Asbest, Nickelbestandteile oder Quarzstaub maéglich, gilt aber nicht als gesichert [Lang et al.,

2005h].

1.1.3 Klinische Symptome

Maligne Neoplasien der Speicheldrisen manifestieren sich Ublicherweise in Form einer
unspezifischen, knotigen, eher derben und unverschieblichen Schwellung. Schmerzen treten
in 10-29% der Falle mit Parotiskarzinomen auf [Spiro, 1986; Renehan et al., 1996; Spiro and
Spiro, 2003]. Malignome der GI. submandibularis sind in bis zu 50% der Félle von einer
Schmerzsymptomatik begleitet [Spiro and Spiro, 2003]. Prinzipiell gehen Schmerzen eher mit
malignen Speicheldrusenneoplasien einher, sind aber keineswegs beweisend. Die meisten

Tumoren der Gl. parotis entstehen praaurikuldr im oberflachlichen Anteil der Driise. Wahrend
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benigne Tumoren zumeist keine Symptomatik zeigen, sind eine plotzlich auftretende
periphere Parese des N. facialis, vergroRerte ipsilaterale zervikale Lymphknoten sowie eine
Infiltration der oberflachlichen Haut deutliche Hinweise auf ein malignes Geschehen [Shah,
2004]. Tumoren im tiefen Anteil der GI. parotis zeigen fur gewodhnlich eine diffuse
Ausbreitung im retromolaren Anteil der Driise mit Expansion in den Parapharyngealraum
sowie gelegentlich auch Schwellungen des weichen Gaumens. Differentialdiagnostisch
mussen bei Tumoren im Bereich der Ohrspeicheldriise Metastasen primarer Hauttumoren wie
Plattenepithelkarzinome oder maligne Melanome in Betracht gezogen werden [Shah, 2004].
Maligne Tumoren der Gl submandibularis imponieren als derbe Schwellung des Mundbodens
im Bereich des Kieferwinkels. Schmerzen sind oftmals Ausdruck einer Gangobstruktion der
Drise. Wichtig ist die differentialdiagnostische Abgrenzung von benachbarten vergroRerten
zervikalen Lymphknoten [Shah, 2004].

Malignome der kleinen Speicheldrisen zeigen sich zumeist als submukdse
Gewebsvermehrungen mit gelegentlichen Ulzerationen und kdnnen oftmals nur schwer vom
oralen Plattenepithelkarzinom abgegrenzt werden. Pradilektionsstellen in der Mundhdhle sind

der Gaumen, die Lippen und die Wangenschleimhaut [Neville et al., 2009].

1.1.4 Darstellung in der Bildgebung

Die Bildgebung bei Speicheldriisenkarzinomen dient in erster Linie der Bestimmung der
exakten Lokalisation und GroRBe des Primértumors sowie der Detektion bestehender
Lymphknotenmetastasen. Dabei wird Ausdehnung des Tumors beurteilt, ob es sich um eine
intraglandulére L&sion handelt oder ob Nachbarstrukturen bereits infiltriert sind [Spiro and
Spiro, 2003; Shah, 2004]. Ubliche bildgebende MaBnahmen sind die Sonographie, die

Computertomographie (CT), die CT-Sialographie und die Magnetresonanztomographie
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(MRT). Die Computertomographie eignet sich besonders zur Evaluation moglicher
Knocheninfiltrationen, wéhrend die Magnetresonanztomographie besser
Weichgewebsinfiltrationen oder die Ausbreitung entlang kranialer Nerven zeigt [Spiro and
Spiro, 2003]. Beide Verfahren dienen zudem der Entscheidungsfindung zur Durchfiihrung
einer chirurgischen Entfernung metastasensuspekter Halslymphknoten (Neck dissection), vor
allem bei Patienten mit klinisch, palpatorisch unauffalligem Lymphknotenstatus (sog. elektive

Neck dissection) [Stern et al., 1990; Vandecaveye et al., 2009].

1.1.5 Histologische Klassifikation

Die Klassifikation nach aktueller WHO (Tab. 1) beinhaltet mehr als 20 verschiedene maligne
epitheliale Tumortypen [Barnes et al., 2005]. Eine prézise Terminologie und Einteilung in
prognostische Gruppen ist jedoch fir ein addquates Therapiemanagement essentiell [Speight

and Barrett, 2002].

Tab. 1 Histologische Klassifikation von Speicheldriisenkarzinomen nach WHO - 2005

Maligne epitheliale Tumoren ICD-O
Azinuszellkarzinom 8550/3
Mukoepidermoidkarzinom 8430/3
Adenoid-zystisches Karzinom 8200/3
Polymorphes low-grade Adenokarzinom 8525/3
Epitheliales-myoepitheliales Karzinom 8562/3
Klarzelliges Karzinom NOS (not otherwise specified) 8310/3
Basalzelladenokarzinom 8147/3
Talgdrisenkarzinom 8410/3
Sebazidses Lymphadenokarzinom 8410/3
Zystadenokarzinom 8440/3
Low-grade kribriformes Zystadenokarzinom

Muzindses Adenokarzinom 8480/3
Onkozytéres Karzinom 8290/3
Duktales Adenokarzinom - Synonym: Speichelgangkarzinom 8500/3
Adenokarzinom NOS (not otherwise specified) 8140/3
Myoepitheliales Karzinom 8982/3
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Karzinom aus pleomorphem Adenom 8941/3
Karzinosarkom 8980/3
Metastasierendes pleomorphes Adenom 8940/1
Plattenepithelkarzinom 8070/3
Kleinzelliges Karzinom 8041/3
Grol3zelliges Karzinom 8012/3
Lymphoepitheliales Karzinom 8082/3
Sialoblastom 8974/1
ICD-O: International Classification of Diseases for Oncology

Code /3: maligne Tumoren; code /1: Borderline-Tumoren

Im Folgenden sollen das Azinuszellkarzinom, das Mukoepidermoidkarzinom, das adenoid-
zystische Karzinom, das Speichelgangkarzinom sowie das Karzinom aus pleomorphem
Adenom als Tumoren mit grofiter Haufigkeit und besonderer klinischer Relevanz detaillierter

dargestellt werden.

1.1.5.1 Azinuszellkarzinom (ICD-O code: 8550/3)

Ca. 10% aller malignen Speicheldriisentumoren sind Azinuszellkarzinome [Spiro, 1986; Ellis
and Auclair, 1996]. Betroffen sind alle Altersgruppen mit einem vermehrten Auftreten im 4.-
5. Lebensjahrzehnt, Frauen etwas haufiger als Manner. In etwa 80% der Félle tritt das
Azinuszellkarzinom in der GI. parotis auf, zu etwa 17% findet es sich in den kleinen
Speicheldrusen, zu etwa 4% in der Gl. submandibularis und weniger als 1% findet man in der
GI. sublingualis [Ellis and Auclair, 1996; Ellis and Simpson, 2005].

Klinisch manifestiert sich das Azinuszellkarzinom typischerweise als langsam wachsender
Tumor von solider, weicher oder zystischer Konsistenz. Ein Drittel der Patienten klagt liber
unspezifische intermittierende Schmerzen, etwa 5-10% entwickeln eine periphere
Fazialisparese [Ellis and Simpson, 2005]. Ublicherweise metastasiert das Azinuszellkarzinom
primdr in zervikale Lymphknoten. Fernmetastasen, zumeist in der Lunge, kdnnen auftreten

sind aber selten [Ellis and Corio, 1983].
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Histomorphologisch zeigt der Tumor serdse Azinuszellen (Abb. 1), kann aber auch duktale,
vakuoldre, klare und glanduldre Zellen mit soliden, mikrozystischen, papillar-zystischen oder

follikuldren Wachstumsmustern aufweisen [Ellis and Simpson, 2005]. Nekrosen, Blutungen

und (Pseudo)zysten sind haufig [Lang et al., 2005b].

Abb. 1 Azinuszellkarzinom der GI. parotis: Klassische Variante mit Tumorzellen, welche an sertése

Speicheldriisen erinnern [Huvos and Paulino, 2004].

Prognostisch wird fur das Azinuszellkarzinom eine Rezidivrate von 35%, eine
Metastasierungs- und Sterberate von 16% angegeben [Ellis and Corio, 1983; Lewis et al.,
1991]. Intraorale Tumoren haben eine bessere Prognose als Tumoren der grofien
Speicheldriisen [Zbaeren et al., 1991]. Die 5-Jahre-Uberlebensrate ist kein zuverlassiger
Indikator, da Metastasen und Letalitat oftmals erst Jahre nach der initialen Therapie auftreten
[Lewis et al., 1991]. Das Grading der Azinuszellkarzinome scheint keine Aussage Uber die
Prognose zuzulassen, von grof3erer Bedeutung ist das Staging des Tumors. Die Bestimmung
des Zellproliferationsindex mit Hilfe der Immunhistologie fur Ki-67 hat sich als

vielversprechender Prognoseindikator gezeigt [Skalova et al., 1994b; Hellquist et al., 1997].
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1.1.5.2 Mukoepidermoidkarzinom (ICDO-code: 8439/3)

Das Mukoepidermoidkarzinom gilt mit etwa 20-35% als h&ufigster maligner
Speicheldrusentumor sowohl bei Erwachsenen als auch bei Kindern [Spiro, 1986; Ellis and
Auclair, 1996; Neville et al., 2009] und zeigt eine gleichmaRige Altersverteilung mit einem
durchschnittlichen Erkrankungsalter von 47 Jahren [Ellis and Auclair, 2003]. Frauen sind
etwas haufiger betroffen als Méanner. Etwa die Halfte der Tumoren tritt in den groflen
Speicheldriisen auf, davon 45% in der GI. parotis, 7% in der Gl. submandibularis und 1% in
der Gl. sublingualis. Die h&ufigste Lokalisation bei Befall der kleinen Speicheldriisen sind der
Gaumen und die bukkale Schleimhaut [Goode and EI-Naggar, 2005].

Klinisch imponieren die meisten Tumoren der Gl. parotis und der Gl. submandibularis als
derbe, unverschiebliche und schmerzlose Schwellungen. Intraorale Neoplasien schimmern
bisweilen ahnlich einer Mukozele oder vaskuldren Lé&sionen blau-rétlich durch die
bedeckende Schleimhaut. Sie kdnnen glatte oder papillare Oberflachen aufweisen,
gelegentlich sammeln sie Flussigkeiten und mussen dann von einem entzindlichen Prozess
abgegrenzt werden. Sie wachsen infiltrativ und kdnnen angrenzenden kortikalen Knochen
arrodieren [Ellis and Auclair, 2003; Goode and EI-Naggar, 2005].

Histopathologisch ist das Mukoepidermoidkarzinom durch eine biphasische Differenzierung
aus schleimproduzierenden Zellen und soliden Zellverbdnden mit Plattenepithel- und
Intermediérzellen chrakterisiert. Zu finden sind fokale Sklerosierungen und mukoide
Extravasationen mit Entziindungen. Ungewd6hnlich sind hingegen Nerveninvasionen,
Nekrosen, vermehrte Mitosen und zelluléare Anaplasien [Seifert, 1997; Goode and EI-Naggar,
2005].

AUCLAIR et al. etablierten 1992 ein reproduzierbares dreistufiges Gradingsystem basierend
auf morphologischen und zytologischen Kriterien [Auclair et al., 1992]. Bei den Parametern

handelt es sich um die Grél3e des zystischen Anteils, eine gegebene perineurale Ausbreitung,
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vorhandene Nekrosen, Anzahl an Mitosen und Anaplasien. So besitzt das niedrigmaligne
Mukoepidermoidkarzinom (55%) grof3e zystische Hohlrdume, es finden sich wenige Mitosen,

keine neurale Invasion und auch keine Nekrosen und zellulare Anaplasien (Abb. 2).

Sl U

Abb. 2 Niedrigmalignes Mukoepidermoidkarzinom der Gl. parotis. Die drisig erweiterten Hohlrdume

sind von muzindsen, einschichtigen, zylindrischen Epithelzellen umgeben [Huvos and Paulino, 2004].

Tumoren von mittlerem Malignitatsgrad (25%) zeigen mehr solide Anteile und besitzen
zelluldre Anaplasien, gelegentlich auch neurale Invasionen. Hochmaligne Tumoren (20%)
sind durch ein solides Wachstumsmuster, Anaplasien, eine hohen Mitoserate sowie Nekrosen

und Nervinvasionen gekennzeichnet (Abb. 3) [Ellis and Auclair, 2003].
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Abb. 3 Hochmalignes Mukoepidermoidkarzinom mit Nekrosen [Huvos and Paulino, 2004].

Die wichtigsten und dabei voneinander unabhdngigen Prognosefaktoren sind das
Tumorstadium und das Grading, wobei das Stadium einen groReren Einfluss auf den
klinischen Verlauf zu haben scheint als das Grading [Loning and Jakel, 2004]. Desweiteren
korreliert die erhohte proliferative Aktivitat der Tumorzellen (Ki-67-Index von >10%) mit
hohem Malignitatsgrad, vergroflerter Rezidivrate, vermehrter Metastasierung und
schlechterem Gesamtiiberleben [Skalova et al., 1994a; Rapidis et al., 2007]. Hochmaligne
Mukoepidermoidkarzinome fihren in 25% der Félle zu Lokalrezidiven. 35% der betroffenen
Patienten entwickeln lokoregionare Lymphknotenmetastasen, 30% weisen Fernmetastasen auf

[Loning and Jakel, 2004].

1.1.5.3 Adenoid-zystisches Karzinom (ICD-O code: 8200/3)

Das adenoid-zystische Karzinom besitzt einen Anteil von ca. 10-25% an allen malignen
Speicheldrusentumoren und betrifft etwa gleich hdufig die groBen wund Kkleinen
Speicheldrisen. Mit etwa 30% gilt es als die haufigste maligne epitheliale Neoplasie der
kleinen Speicheldriisen mit bevorzugter Lokalisation am Gaumen, der Zunge und der

bukkalen Schleimhaut [Loning and Jakel, 2004; EI-Naggar and Huvos, 2005]. Frauen sind

9
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etwas haufiger betroffen als Manner. Die Tumoren treten in allen Altersstufen auf, der
Altersgipfel liegt jedoch ber 50 Jahren.

Klinisch imponieren adenoid-zystische Karzinome durch ein langsames Wachstum, héufig
begleitet von ziehenden, brennenden Schmerzen aufgund der F&higkeit des Tumors zu
perineuralem Wachstum (ca.80%). Eine Fazialisparese kann in manchen Fallen das erste
klinische Symptom darstellen [Lang et al., 2005b].

Histopathologisch besteht der Tumor hauptsachlich aus duktalen und myoepithelialen Zellen
mit hyperchromatischen Zellkernen und klarem Zytoplasma. Es werden 3 Wachstumsmuster
und entsprechend 3 Subtypen unterschieden: Tubuldr (20-30%), kribriform (45%) und solide
(20%). Grundsétzlich konnen in allen drei Typen Mischformen auftreten. Beim tubuldren Typ
findet man gut differenzierte Drusenschlduche, begrenzt von einreihigen Epithelien und
auflagernden Myoepithelialzellen. Der klassische Typ des adenoid-zystischen Karzinoms ist

der kribriforme Typ mit seinem typischen ,,Schweizerk&semuster* (Abb. 4).

Abb. 4 Adenoid-zystisches Karzinom mit klassischen zylindromatésen Wachstumsmustern [Huvos
and Paulino, 2004].

10
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Der solide Subtyp besteht aus in Lappchen auftretenden uniformen basaloiden Zellgruppen

ohne Drisenschlduche oder Mikrozysten [Seifert, 1997]. Perineurales und seltener

intraneurales Wachstum finden sich hier gehauft (Abb. 5).

Als wichtige Prognosefaktoren gelten der histologische Subtyp des Tumors und das Stadium.
Demnach sollen tubuldre und kribriforme Wachstumsmuster einen weniger aggressiven
Verlauf nehmen als die soliden [Szanto et al., 1984]. Angaben zur Lokalrezidivrate
schwanken je nach histologischem Subtyp zwischen 16-85%. Lymhknotenmetastasen werden
in 5-25% der Falle berichtet, hdufiger (25-50%) finden sich dagegen Fernmetastasen (v.a.
Lunge, Knochen, Hirn) [ElI-Naggar and Huvos, 2005]. Aufgrund der langsamen
Tumorprogression treten Rezidive oftmals erst nach mehr als 5 Jahren auf [Lang et al.,

20050].

11
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1154 Speichelgangkarzinom ICD-O-code: 8500/3 - Synonym: Duktales

Adenokarzinom

Hierbei handelt es sich um ein aggressives Adenokarzinom, das dem duktalen ,,high-grade*
Adenokarzinom der Brustdrise dhnelt.

Es besitzt als priméres oder als ein aus einem pleomorphen Adenom hervorgeganges
Malignom einen Anteil von ca. 9% an allen malignen Neoplasien der Speicheldrisen. Das
Geschlechterverhéltnis Mann/Frau liegt bei 4:1. Die betroffenen Patienten sind zumeist Gber
50 Jahre alt. Am haufigsten betroffen ist die Gl. parotis, prinzipiell kann der Tumor aber in
allen Speicheldriisen auftreten [Lewis et al., 1996; Brandwein-Gensler et al., 2005].

Klinisch imponiert das duktale Adenokarzinom durch ein rasches Wachstum mit oftmaligen
Schmerzen und einer Fazialisparese.

Perineurales Wachstum (60%) und intravaskulére Absiedelungen (31%) sind hdufig. Die
meisten Patienten befinden sich zum Zeitpunkt der Erstdiagnose bereits im Stadium I11 oder
IV, mit positiven Lymphknoten in 60% der Félle [Barnes et al., 1994; Brandwein-Gensler et
al., 2005].

Histopathologisch &hnelt das duktale Adenokarzinom sowohl architektonisch wie auch
zytologisch dem duktalen Adenokarzinom der Brustdrise. Die duktalen Neoplasien
beinhalten pleomorphe epitheloide Tumorzellen mit kribriformem und papillarem

Wachstumsmuster, sog. ,,romischen Bricken®, und intraduktalen Komedonekrosen (Abb. 6).
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Abb. 6 Speichelgangkarzinom mit kribriformen Wachstumsmuster und zentraler Komedonekrose
[Huvos and Paulino, 2004].

Hé&ufig findet man eine hohe Kernpleomorphie, desmoplastische Sklerosierungen und eine
hohe proliferative Aktivitat mit Ki-67-Indizes zwischen 25-80% [Brandwein-Gensler et al.,
2005]. Speichelgangkarzinome zeigen in vielen Fallen ein positives Farbemuster des HER2
(ErbB-2) - Proteins in der Immunhistochemie und eine Genamplifikation in der FISH
(Fluoreszenz In Situ Hybridisierung) - Analyse [Skalova et al., 2001; Skalova et al., 2003].
Die Prognose des duktalen Adenokarzinoms ist schlecht. Die Letalitat wird mit tber 70%,
meistens innerhalb der ersten 3 Jahre, angegeben [Di Palma et al., 2006]. 33% der Patienten
entwickeln ein Lokalrezidiv, 46% Fernmetastasen [Barnes et al., 1994]. Tumorgrolie,
Fernmetastasen und HER2-Uberexpression scheinen von prognostischem Wert zu sein,
wéhrend die Expression des P53 - Proteins, die DNA-Aneuploidie sowie die Proliferationsrate

nicht mit dem Uberleben assoziiert scheinen [Skalova et al., 2003].

1.1.5.5 Karzinom aus pleomorphem Adenom ICD-O-code: 8941/3

Das Karzinom aus pleomorphem Adenom (Abb. 7) ist definiert als ein pleomorphes Adenom,

aus dem ein epithelialer maligner Tumor entsteht [Gnepp et al., 2005].
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INCHES |

Abb. 7 Scheinbar gut abgrenzbares Karzinom aus pleomorphen Adenom. Zu erkennen ist jedoch

bereits eine sandige und solide Schnittflache [Huvos and Paulino, 2004].

Diese Malignome haben etwa einen Anteil von 12% an allen malignen
Speicheldriisenneoplasien. Der Altersgipfel liegt in der 6. und 7. Lebensdekade, etwa 13 Jahre
spater als der Altersgipfel des pleomorphen Adenoms [Gnepp et al., 2005]. Ursprungsort ist
sehr haufig die GI. parotis, der Tumor kann aber auch in der Gl. submandibularis sowie den
kleinen Speicheldrusen auftreten.

Anamnestisch handelt es sich oftmals um eine seit vielen Jahren bestehende Raumforderung
mit einer raschen GrolRenprogredienz in den letzten Monaten [Gnepp et al., 2005]. Zumeist
findet man eine schmerzlose Schwellung, jedoch kénnen ziehende Schmerzempfindungen
und eine Fazialisparese auftreten.

Histopathologisch handelt es sich bei der malignen Komponente des Tumors zumeist um ein
schlecht differenziertes duktales Adenokarzinom oder ein Adenokarzinom NOS.
Grundsatzlich kann jedoch das ganze Spektrum an Karzinomformen gefunden werden [Lewis
et al., 2001]. Meist besteht eine hohe Kernpolymorphie mit hoher proliferativer Aktivitat,

entsprechend eines hohen Malignitatsgrades. Haufig finden sich Nekrosen und Mitosen.
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Eine prognostisch wichtige Unterscheidung ist die Einteilung in eine nicht invasive (maligne
Komponente auf Areal des vorbestehenden Adenoms begrenzt) (Abb. 8), eine minimal
invasive (maligne Komponente infiltriert <1,5mm in extrakapsuldres Gewebe) und ein

invasive (maligne Komponente infiltriert >1,5mm in extrakapsuldres Gewebe) Form [Gnepp

et al., 2005].

Abb. 8 Nicht invasive Variante eine Karzinoms im pleomorphen Adenom [Huvos and Paulino, 2004].

Die ersten beiden Formen haben fir gewdhnlich eine sehr gute Prognose, die letzte Form eine
deutlich schlechtere.

Patienten mit invasiven Formen entwickeln in 23-50% der Falle ein Rezidiv. Uberlebensraten
in dieser Gruppe bezogen auf 5, 10, 15 und 20 Jahre reichen jeweils von 25-65%, 24-50%,
10-35% und 0-38% [Lewis et al., 2001; Gnepp et al., 2005].

Neben TumorgroRe und Differenzierungsgrad besitzt vor allem auch der Malignitétsgrad des
histologischen Subtyps Einfluss auf die Prognose. Angegebene 5-Jahresuberlebensraten
reichen von 30% fir den Subtyp eines undifferenzierten Karzinoms bis zu 96% fir den

Subtyp eines niedriggradigen terminalen Adenokarzinoms [Tortoledo et al., 1984].
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1.1.6 Staging

1.1.6.1 TNM-KIlassifikation

Das Ausmal der Therapie und damit verbunden die Radikalitdt des chirurgischen VVorgehens
richtet sich neben der Entitat und der Lokalisation des Tumors entscheidend nach dem
jeweiligen Stadium der Tumorerkrankung. Aus diesem Grund ist eine prézise Klassifikation
der Eigenschaften und der Ausbreitung des Tumors mit Hilfe klinischer und
pathohistologischer Prognosefaktoren notwendig. Hierzu dient das sogenannte ,,Staging“.
Grundlage des ,Stagings* ist die TNM-Klassifikation maligner Tumoren der UICC
(International Union Against Cancer, 6. Auflage) [Sobin and Wittekind, 2002].

Es beruht auf der Beschreibung der GroRBe und Ausdehnung einer Tumorerkrankung in drei
Hauptkategorien:

T — Ausbreitung des Primartumors

N — Fehlen oder Vorhandensein und Ausbreitung von regionaren Lymphknotenmetastasen

M — Fehlen oder Vorhandensein von Fernmetastasen

Bei der klinischen TNM-KIassifikation (pratherapeutisch) wird den TNM-Kategorien ein
kleines ,.c*“ vorangestellt, bei der pathologischen TNM-KIlassifikation (postoperativ,
histopathologisch) wird ein kleines ,,p* vorangestellt.

Nach der Festlegung von T-, N- und M- und /oder pT-, pN- und pM-Kategorien kdnnen diese
zu Stadien gruppiert werden (Tab. 3). TNM-Klassifikation und Stadieneinteilung mdissen
nach Festlegung in den folgenden medizinischen Unterlagen unverdndert bleiben. Das
klinische Stadium dient der Wahl und Beurteilung von Therapieverfahren. Das pathologische
Stadium dient der Abschatzung der Prognose, der Berechnung der Behandlungsergebnisse
und der Beurteilung ob eine adjuvante Radio- und/oder Chemotherapie nach definitiver

Chirurgie notwendig ist.
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Karzinome der grof3en Speicheldriisen werden geméaR der ICD-O CO07, CO08 klassifiziert (Tab.
2). Die T-Klassifikation der Karzinome der kleinen Speicheldrisen richtet sich nach dem
Ursprungsort und erfolgt analog der Kilassifikation fir Karzinome der Lippen und der

Mundhohle (ICD-O C00, C02-C06).

Tab. 2 TNM-Klassifikation nach der UICC von 2002

T-Kategorien der kleinen Speicheldriisen (ICD-O C00, C02-C06)

TX Primartumor kann nicht beurteilt werden
TO Kein Anhalt auf Primartumor

Tis Carcinoma in situ

T1 < 2cm

T2 2-4 cm

T3 > 4cm

Lippe: Tumor infiltriert durch kortikalen Knochen, den N. alveolaris inferior, in

T4a Mundhéhlenboden oder in Haut (Kinn oder Nase)

Mundhéhle: Tumor infiltriert durch kortikalen Knochen in @uRere Muskulatur der
T4a Zunge (M genioglossus, M hyoglossus, M palatoglossus, M styloglossus),
Kieferhdhle oder Gesichtshaut

Lippe und Mundhdhle: Tumor infiltriert Spatium masticatorium, Processus

T4b pterygoideus oder Schéadelbasis oder umschliel3t die A. carotis interna

T-Kategorien der grof3en Speicheldrisen (ICD-O C07, C08)

TX Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt flr Primartumor

T1 <2cm

T2 2-4cm

T3 > 4cm und/oder mit extraparenchymatdser Ausbreitung

T4a Tumor infiltriert Haut, Unterkiefer, dulReren Gehdrgang, N. facialis

Tab TLtJmor infiltriert Schadelbasis, Processus pterygoideus oder umschlief3t A. carotis
interna

N-Kategorien der groRen Speicheldriisen

NX Regionare Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden

NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastase(n) in solitdrem ipsilateralem Lymphknoten < 3cm
Metastase(n) in solitdrem ipsilateralem Lymphknoten 3-6¢cm, oder in multiplen

N2 ipsilateralen Lymphknoten < 6¢cm oder in bilateralen oder kontralateralen
Lymphknoten < 6cm

N2a Ipsilateral solitar 3-6cm

N2b Ipsilateral multipel < 6cm

N2c Bilateral, kontralateral < 6cm

N3 > 6cm

M-Kategorien der grof3en Speicheldriisen

MX Fernmetastasen kdnnen nicht beurteilt werden
MO Keine Fernmetastasen vorhanden
M1 Fernmetastasen
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Tab. 3 Stadieneinteilung

Stadium | T1 NO MO
Stadium I T2 NO MO
. T3 NO MO
Stadium I T1, T2, T3 N1 MO
. T1,T2, T3 N2 MO
Stadium IVA T4a NO, N1, N2 MO
. T4b Jedes N MO
Stadium IVB Jedes T N3 MO
Stadium IVC Jedes T Jedes N M1
Neben den TNM-Kategorien und der Stadieneinteilung sind das sogenannte

histopathologische ,,Grading* und die Residualtumor-(R-)Klassifikation flir die Prognose von

entscheidender Bedeutung.

1.1.6.2 Histopathologisches Grading

Die Graduierung eines Tumors beinhaltet die Einstufung des Malignitatsgrades aufgrund

histologischer und zytologischer Kriterien. Die wichtigsten Kriterien sind im allgemeinen

[Bocker et al., 2004]:

e Kernatypien (Hyperchromasie, Kernpolymorphie, Anisonukleose, etc.)

e Mitosezahl pro 10 definierte Gesichtsfelder (40xObjektiv)

e Differenzierungsgrad (Ahnlichkeit zum Ursprungsgewebe)

GX  Differenzierungsgrad kann nicht bestimmt werden

Gl Gut differenziert

G2  MaRig differenziert

G3 Schlecht differenziert

G4 Undifferenziert
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Grad 3 und 4 konnen in manchen Fallen zu G3 zusammengefasst werden und besitzen die
schlechteste Prognose.

Das Grading von malignen Speicheldriisentumoren ist differenziert vorzunehmen und auf
einzelne Entitdten beschrénkt. Die Einteilung des Mukoepidermoidkarzinoms (Grad 1-3)
basiert wie unter 1.1.5.2 beschrieben auf der An- oder Abwesenheit charakteristischer
Wachstumsmuster und zytomorphologischer Merkmale [Goode and EI-Naggar, 2005].
Ebenfalls nach zytomorphologischen Kennzeichen kann das Adenokarzinom NOS (Grad 1-3)
unterteilt werden [Auclair and Van der Wal, 2005]. Karzinome aus pleomorphen Adenomen
(siehe auch 1.1.5.5) werden bisweilen in nicht invasiv (Grad 1), minimal invasiv (<1,5mm
Penetration der malignen Komponente in extrakapsulares Gewebe = Grad 2) und invasiv
(>1,5mm Penetration der malignen Komponente in extrakapsuldres Gewebe = Grad 3)
subklassifiziert. Eine andere Klassifikationsmoglichkeit richtet sich nach dem Malignitatsgrad
(G1-G3) der malignen Karzinomkomponente [Gnepp et al., 2005]. Da es sich bei dieser am
haufigsten um das histologische Bild eines Speichelgangkarzinoms, eines Adenokarzinoms
NOS oder eines undifferenzierten Karzinoms handelt [Lewis et al., 2001; Loning and Jakel,
2004], wird das Karzinom aus pleomorphem Adenom in einigen Studien auch generell als
high-grade-Tumor klassifiziert [Renehan et al., 1996; Zbaren et al., 2003; Lima et al., 2005].
Fir das adenoid-zystische Karzinom ist eine Einteilung nach seiner Architektur in eine
tubulare (=Grad 1), eine kribriforme (=Grad 2) und eine solide (=Grad 3) Form beschrieben
(siehe 2.6.3) [Szanto et al., 1984; EI-Naggar and Huvos, 2005]. Manche Autoren
klassifizieren samtliche adenoid-zystischen Karzinome aufgrund ihres perineuralem
Wachstums sowie ihrer Tendenz zu Fernmetastasierungen und Spatrezidiven als high-grade-
Malignome [Zbaren et al., 2003; Lima et al., 2005], andere wiederum als intermediate-grade-
Malignome [Renehan et al., 1999; Wahlberg et al., 2002; Godballe et al., 2003].

Das Grading der ubrigen Speicheldriisenkarzinome richtet sich nach dem Malignitatsgrad der

jeweiligen Entitat. So gelten etwa das Azinuszellkarzinom und das polymorphe low-grade
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Adenokarzinom als niedrigmaligne Tumoren, wéhrend das Speichelgangkarzinom, das
Plattenepithelkarzinom oder das lymphoepitheliale Karzinom als hochmaligne Neoplasien

gefuhrt werden [Barnes et al., 2005; Leivo, 2006].

1.1.6.3 Residualtumor-(R-)Klassifikation

Das Fehlen oder Vorhandensein von Residualtumor nach Therapie wird durch die R-
Klassifikation beschrieben. Sie spiegelt die Effekte der Behandlung wider, beeinflusst das
weitere therapeutische Vorgehen und liefert die zuverldssigsten Aussagen zur Prognose

[Sobin and Wittekind, 2002].

RX  Vorhandensein von Residualtumor kann nicht beurteilt werden
RO Kein Residualtumor
R1  Mikroskopischer Residaltumor

R2 Makroskopischer Residualtumor

1.1.7 Therapie

Die Therapie von Speicheldrisenkarzinomen ist abhéngig von der Lokalisation des Tumors,
der Entitat, des Differenzierungsgrades, einer moglichen Parese des N. facialis und von der
lokalen Tumorausdehnung. Die Primértherapie erfolgt in fast allen Féllen in Form einer
chirurgischen Exzision des Tumors, an die sich oftmals die Entfernung der regionalen
Lymphknoten (“Neck dissection®) anschliet. In vielen Fallen wird die chirurgische

Primartherapie durch eine adjuvante Strahlentherapie begleitet [Bell et al., 2005].
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Die chirurgische Exzision maligner Neoplasien erfordert bisweilen grof3ziigige
Resektionsgrenzen mit Sicherheitabstand und beinhaltet oftmals die Resektion wvon
angrenzendem Gewebe wie etwa Gesichtshaut, Weich-, Muskel- und Nervengewebe sowie

von mandibulédrem, temporalem oder maxillarem Knochen.

1.1.7.1 Chirurgie des Primartumors

Grundsatzlich gibt es fir die chirurgische Therapie von Speicheldriisenkarzinomen folgende

Operationstechniken:

Lokale Tumorexzision (Extrakapsulare Dissektion)

Ohne Sicherheitsabstand: Die lokale Tumorexzision ohne Sicherheitsabstand ist ausnahmslos
bestimmten benignen Tumoren vorbehalten.

Mit Sicherheitabstand: Diese Form der Therapie betrifft in erster Linie die Malignome der
kleinen Speicheldrisen der Mundhohle. Analog den Mundhéhlenkarzinomen erfolgt die
Resektion des Tumors mit einem dreidimensionalen Sicherheitsabstand von 1-2 cm im
Gesunden. Die Radikalitat der Operation wird bestimmt durch das mitresezierte umliegende
Gewebe. Samtliche Gewebe im Bereich der Sicherheitszone werden entfernt, egal ob es sich
um Weichgewebe (Haut, Muskelgewebe) oder Knochen (z.B. Ober-, Unterkieferanteile)
handelt [Kirschner et al., 1995; Schwenzer and Ehrenfeld, 2002]. In seltenen Féllen werden
auch kleinere maligne (T1-T2) Tumoren der GI. parotis mit niedrigem Malignitétsgrad durch

eine lokale Tumorexzision entfernt (Teilparotidektomie, subtotale Parotidektomie).

Laterale Parotidektomie

Die Gl. parotis wird durch den N. facialis und seine in einer Ebene aufzweigenden Aste in

einen kleineren medialen und einen grof3eren lateralen Teil aufgeteilt. Wird der gesamte Teil
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der Ohrspeicheldruse lateral der ,,Nervenebene® reseziert, spricht man von einer lateralen
Parotidektomie [Schwenzer and Ehrenfeld, 2002]. Der N. facialis bleibt hierbei unberihrt.
Diese Therapieform kommt bei benignen Tumoren der Gl. parotis (v.a pleomorphes Adenom)
oder bei kleineren malignen (T1-T2) Tumoren des lateralen Ohrspeicheldrisenlappens mit

niedrigem Malignitétsgrad und ohne Bezug zum N. facialis zum Einsatz [Harish, 2004].

Totale konservative Parotidektomie

Karzinome, die aufgrund ihrer GréRe (T3-T4) oder ihres hohen Malignitatsgrades nicht mehr
durch eine laterale Parotidektomie entfernt werden kdnnen, werden im Falle einer klinischen
und intraoperativen Unversehrtheit des N. facialis in Form einer konservativen
Parotidektomie operiert. Hierunter verstent man die Exzision der kompletten
Ohrspeicheldruse, d.h. der oberflachlichen und der tiefen Anteile unter Schonung des N.

facialis. Durch die Freipraparation des Nervens kdnnen temporare Nervenausfélle auftreten.

Totale radikale Parotidektomie

In Fallen sehr ausgedehnter Karzinome der Ohrspeicheldriise kann neben der Entfernung der
Drise eine Ausweitung der Operation auf angrenzende Strukturen wie den Unterkiefer, den
Jochbogen, das Schléfenbein oder das Mastoid notwendig werden. Dies wird als radikale
Parotidektomie bezeichnet [Spiro and Spiro, 2003]. Wird allein die Gl. parotis zusammen mit
dem N. facialis oder zumindest einzelnen Asten davon reseziert, spricht man ebenfalls von
einer totalen radikalen Parotidektomie. Gelegentlich wird die Fazialis-Teilresektion auch als
semi-konservative Parotidektomie bezeichnet [Harish, 2004]. Die totale radikale
Parotidektomie ist indiziert, wenn der N. facialis pra- oder intraoperativ tumorinfiltriert
erscheint. Entfernte Nervenanteile sollten unmittelbar durch ein Nerventransplantat ersetzt
werden. Infrage kommen hierfur der N. auricularis magnus und der N. suralis [Kirschner et

al., 1995]. Wahrend noch bis vor einigen Jahren von manchen Autoren bei high-grade-
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Karzinomen oder fortgeschrittenen Tumorstadien grundsatzlich eine radikale Parotidektomie
mit Fazialisresektion empfohlen wurde, vollzog sich zuletzt ein Wandel hin zum Erhalt des
Nervens, sofern er nicht pré- oder intraoperativ vom Tumor infiltriert erscheint [Harish, 2004;

Bell et al., 2005; Lang et al., 2005a].

Submandibulektomie

Bei der Submandibulektomie wird der Tumor mitsamt der Drise entfernt. Die Radikalitat des
Eingriffs ergibt sich aus dem Stadium und dem Malignitatsgrad des Karzinoms. Grundsatzlich
empfiehlt sich die zusétzliche Ausrdumung der Region | des Lymphabflussgebietes. Grolere
Tumoren sowie Tumoren mit hoéherem Malignitatsgrad verlangen ein aggressiveres
Therapiemanagement. Je nach Invasion in umgebendes Gewebe konnen Resektionen
angrenzender Muskeln, Nerven (N. lingualis, N. hypoglossus, R. marginalis mandibulae n.
facialis) wie auch Unterkieferteilresektionen notwendig werden. AulRerdem sollte in diesen
Féllen eine supraomohyoidale (Level I-111) ,,Neck dissection* durchgefiihrt werden [Spiro and

Spiro, 2003].

1.1.7.2 Chirurgie der Lymphknoten (,,Neck dissection®)

Metastasen der Halslymphknoten treten hdufig bei Karzinomen im Kopf-, Halsbereich auf.
Die meisten der betroffenen Patienten versterben an den damit verbundenen Komplikationen
des Halses. Der Ausdruck ,Neck dissection® bezieht sich hierbei auf die chirurgische
Entfernung des fibrosen Fettgewebes mitsamt den enthaltenen Lymphknoten [Samant and
Robbins, 2003].

Die heute international akzeptierte Terminologie und Klassifizierung der Halslymphknoten
und der Neck dissection-Verfahren der American Academy of Otolaryngology — Head and

Neck Surgery [Robbins et al., 2008] beruhen auf der Unterteilung der Halslymphknoten in
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sieben Gruppen (Level 1-VII) und weiteren sechs Sublevel in den Gruppen I, Il und V (Abb.

9).

Wil

Abb. 9 Lymphknotenregionen des Halses.

Level I: Submental (IA) und submandibular (IB); Level II: Kraniojugular, medial (IIA) und lateral (11B)
des N. accesorius; Level lll: Mediojugular; Level IV: Kaudojugular; Level V: Posteriores Halsdreieck,
oberhalb des Ringknorpels (Va), unterhalb des Ringknorpels (Vb); Level VI: kranioviszeral vom
Zungenbein bis Sternum; Level VII: Kraniomediastinal. [Robbins et al., 2008].

Die Bedeutung von metastasierten Halslymphknoten als ein unabhé&ngiger prognostischer
Faktor bei Karzinomen der Kopf-, Halsregionen ist schon lange bekannt. Die Grundlage
unserer derzeitigen Techniken zur Lymphknotenentfernung bildet die von CRILE bereits
1906 beschriebene radikale Neck dissection [Crile, 1906]. Sie beinhaltet die chirurgische
Entfernung aller Halslymphknoten der Regionen 1-V einer Seite zwischen Clavicula,
Vorderrand des M. trapezius, dem unteren Parotispol, dem Unterkiefer sowie der
infrahyoidalen Muskulatur nach medial hin. Die Scalenus- und pravertebrale Muskulatur
begrenzen die radikale Neck dissection in die Tiefe und das Platysma zur Haut hin. An

anatomischen Strukturen werden dabei der M. sternocleidomastoideus, der N. accessorius, die
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A. facialis, die GI. submandibularis, die V. jugularis interna und externa, der Plexus cervicalis
mit seinen sensiblen Endé&sten, die Ansa cervicalis und der M. omohyoideus entfernt.

Die erstmalig 1962 beschriebene modifizierte radikale Neck dissection beinhaltete ebenfalls
die Entfernung der Lymphknoten der Level 1-V, jedoch unter Erhalt der V. jugularis interna,
des M. sternocleidomastoideus und des N. accessorius. Diese auch als funktionelle Neck
dissection benannte Form der Lymphknotenentfernung etablierte sich in den folgenden Jahren
als Standardverfahren. Sie senkte deutlich die Morbiditat gegentiber der radikalen Neck
dissection bei gleicher Kontrolle der regionalen Lymphknoten [Ferlito et al., 2008].

Zum Ende des 20. Jahrhunderts entwickelte sich das Konzept der selektiven Neck dissection
SND), bei der nur bestimmte Lymphknotenregionen abhé&ngig von der Lokalisation des
Primdrtumors ausgerdumt werden (Tab. 4, Abb. 10, 11). V. jugularis interna, M.

sternocleidomastoideus und N. accessorius bleiben auch hier erhalten [Ferlito et al., 2008].

Tab. 4 Typen der selektiven Neck dissection

SND Entfernte Lymphknotenregion
Supraomohyoidal -1l

Anterolateral -1V

Lateral l-1v

Posterolateral l-v
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Abb. 10 Selektive Neck dissection der Level I-1ll.  Abb. 11 Selektive Neck dissektion der Level II-IV.

Neck dissection bei malignen Speicheldriisentumoren

Die Durchfuhrung einer Lymphknotenexstirpation (Neck dissection) richtet sich nach dem
klinischen oder durch Bildgebung (Sono, CT, MRT) begriindeten Verdacht auf vergréierte
oder metastasenverdachtige Lymphknoten. Ferner spielen Entitat, Differenzierungsgrad und
Tumorgrolie eine Rolle [Medina, 1998]. Bei allen Patienten mit Klinisch oder radiologisch
verdéchtigen Lymphknoten erfolgt eine therapeutische Neck dissection. Fur Patienten mit
klinisch unauffalligen Lymphknoten fehlen hingegen eindeutige Richtlinien beztglich einer
elektiven Neck dissection. Ein ausgedehnter Tumor und eine high-grade-Histologie sind die
zuverlassigsten Hinweise auf einen klinisch okkulten Lymphknotenbefall. In einer
retrospektiven Studie an 474 Patienten mit lokal begrenzten Karzinomen der grof3en
Speicheldrisen hatten Patienten mit einem high-grade-Tumor ein signifikant hoheres Risiko
fur Lymphknotenmetastasen (49%) als diejenigen mit einem low-grade-Tumor (7%). Das
gleiche gilt fiir groRere Neoplasien (>4cm: 20%) gegeniuber Kleineren (<4cm: 4%)
[Armstrong et al., 1992]. In diesen Féllen erscheint eine elektive supraomohyoidale (Level I-

I11) Neck dissection sinnvoll [Medina, 1998; Lang et al., 2005a].
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1.1.7.3 Adjuvante Strahlentherapie

Patienten mit niedrigmalignen T1- und T2-Tumoren sind durch die alleinige chirurgische
Exzision des Tumors adéquat behandelt. Eine postoperative Strahlentherapie wird fir gréRere
und aggressiv wachsende Karzinome (zumeist T3, T4) und fur Speicheldriisenneoplasien in
folgenden Umstédnden empfohlen [Garden et al., 1997; Storey et al., 2001; Terhaard et al.,

2005];

e Tumoren des tiefen Parotislappens

e Makro- oder mikroskopischer Residualtumor
e Knappe Resektionsgrenzen

e Undifferenzierte oder high-grade-Histologien
e Rezidivtumoren

e Infiltration von angrenzendem Gewebe

e Regionale Halslymphknotenmetastasen

e Perineuralinfiltration

e Intraoperative Tumorstreuung

e Adenoid-zystische Karzinome

Zahlreiche retrospektive Untersuchungen weisen auf eine verbesserte lokale Tumorkontrolle
durch eine adjuvante Strahlentherapie hin [Armstrong et al., 1990; Garden et al., 1997].
Jedoch ist bis heute kein eindeutiger Benefit fiir das Gesamtuberleben bewiesen, was paradox
erscheint, da der Verlust der lokalen Tumorkontrolle in vielen Studien als wichtigster

Vorhersagefaktor flr eine schlechte Prognose gilt [Bell et al., 2005].
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1.1.7.4 Chemotherapie

Die Rolle der Chemotherapie bei Patienten mit Tumoren der Speicheldrisen ist noch nicht
geklart. Derzeit beschrénkt sich die Anwendung einer Chemotherapie auf die palliative
Behandlung fortgeschrittener Tumoren, fiir die adjuvante Anwendung konnte bisher noch
kein eindeutiger Nutzen nachgewiesen werden. Ein teilweises Ansprechen ist auf
Einzeltherapien mit Cyclophosphamid, Doxirubicin, 5-Fluoruracil und Cisplatin beschrieben,
ohne klare Hinweise auf eine Verlangerung des Gesamtuberlebens [Licitra et al., 2003].
Grundsatzlich scheint eine Kombinationstherapie erfolgsversprechender als eine
Einzeltherapie [Venook et al., 1987]. Die Chemotherapie bleibt also weiterhin auf die
palliative Anwendung fur Patienten mit fortgeschrittenen, nicht resezierbaren und

metastasierten Tumoren beschrankt.

1.1.7.5 Antikorpertherapie

Die gezielte AntikOrpertherapie zur Behandlung maligner Speicheldriisentumoren beschrénkt
sich derzeit ebenfalls, wie auch die Chemotherapie, auf die palliative Behandlung

fortgeschrittener Tumoren.

Imatinib

Die Mehrheit an adenoid-zystischen Karzinomen scheint den Tyrosinkinaserezeptor C-KIT zu
exprimieren. In einer Fallstudie an zwei Patienten wurde tber ein Ansprechen des Tumors auf
Imatinib (Gleevec), einen Tyrosinkinase-Inhibitor, berichtet [Alcedo et al., 2004]. In zwei
folgenden Phase Il-Studien an insgesamt 27 Patienten mit adenoid-zystischen Karzinomen
konnte hingegen kein signifikanter Effekt von Imatinib (400mg 2x tgl.) dokumentiert werden

[Hotte et al., 2005; Laurie and Licitra, 2006].
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Gefitinib

Eine Uberexprimierung von EGFR (epidermal growth factor receptor) wurde unter anderem
bei adenoid-zystischen Karzinomen und Mukoepidermoidkarzinomen festgestellt [Gibbons et
al., 2001; Vered et al., 2002]. In einer Phase II-Studie an insgesamt 29 Patienten mit
fortgeschrittenen  Speicheldriisenkarzinomen (19 adenoid-zystische Karzinome, 2

Mukoepidermoidkarzinome) konnte jedoch kein signifikantes Ansprechen auf Gefitinib,

einem EGFR Tyrosinkinase-Inhibitor dokumentiert werden [Laurie and Licitra, 2006].

Trastuzumab

Eine Uberexprimierung des Protoonkogens HER2 wurde unter anderem fir das adenoid-
zystische Karzinomen, das Mukoepidermoidkarzinomen und das Speichelgangkarzinom
beschrieben [Glisson et al., 2004; Jaehne et al., 2005].

In einer Phase-11-Studie zeigte einer von drei Patieneten mit Mukoepidermoidkarzinomen und
positivem HER2 - Rezeptorstatus ein Teilansprechen (tiber zwei Jahre) auf Trastuzumab,
einem monoklonalen Antikérper gegen HER2. Bei zwei Patienten mit einem progressiven
Speichelgangkarzinom konnte eine Krankheitsstabilisierung Uber 26 bzw. 40 Wochen

beobachtet werden [Haddad et al., 2003].

1.1.8 Prognostische Faktoren

Die Festlegung prognostischer Faktoren fir Karzinome der Speicheldriisen gestaltet sich
aufgrund ihrer geringen Haufigkeit, ihrer morphologischen Vielfalt sowie unterschiedlichster
klinischer Verlaufe schwierig [Cheuk and Chan, 2007]. So kdnnen einzelne Entitaten wie das

Azinuszellkarzinom als niedrigmalignes Karzinom oder das Speichelgangkarzinom als
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hochmalignes Karzinom spezifischen prognostischen Gruppen zugeteilt werden. Fur andere
Entitaten wiederum gibt es spezielle Graduierungssysteme (siehe 1.1.6.2).

Als klassische, hdufig genannte prognostische Faktoren, unabhédngig des histologischen
Subtyps gelten der Malignitatsgrad, das Alter, das TNM-Stadium, der Resektionsstatus und
die therapeutische Strategie [Therkildsen et al., 1998; Renehan et al., 1999; Bhattacharyya

and Fried, 2005].

1.1.8.1 Genetik und Molekularbiologie

Ziel molekularbiologischer Studien von Speicheldriisentumoren ist einerseits, die
Pathogenese der Tumoren zu verstehen, andererseits, objektive Marker zu evaluieren, welche
eine Prognoseabschatzung sowie eine therapeutische Stratifizierung der betroffenen Patienten
ermdglichen. Einige der genetischen Verdnderungen, die fur das Plattenepithelkarzinom des
Kopf-Hals-Bereiches berichtet sind, treffen auch fur Tumoren der Speicheldriisen zu. So wird
eine  Uberexpression von P53, eine  mutationsbedingte  Inaktivierung  des
Tumorsuppressorgens P16INK4A, eine Uberexpression von HER2 und H-ras auch mit der
Entwicklung und Progression von Speicheldriisentumoren in Verbindung gebracht [Press et
al., 1994; Gallo et al., 1995; Cerilli et al., 1999; Yoo and Robinson, 2000; Nishimine et al.,
2003; Skalova et al., 2003].

Hingegen scheint die durchflusszytometrische Bestimmung der DNA-Aneuploidie, deren
Présenz bei oralen Plattenepithelkarzinomen gegentuiber diploiden Fallen mit einem
dramatisch héheren Auftreten von lokalen und regionalen Rezidiven einhergeht [Hemmer et
al., 1999], bei Speicheldrisenkarzinomen von geringerer prognostischer Bedeutung zu sein
[Driemel et al., 2007]. Insgesamt liegt der Anteil aneuploider Tumoren bei Malignomen der
Speicheldrisen bei etwa 25% [Driemel et al., 2007] und somit deutlich unter den

Aneuploidieraten anderer solider Malignome [Merkel and McGuire, 1990].
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In verschiedenen zytogenetischen Studien an adenoid-zystischen Karzinomen wurden
Chromosomenaberrationen wie 6q-, 12q, 13g- oder 19g-Deletionen beschrieben [Eveson et
al., 2005]. Kirzlich konnte in der bisher grofiten Untersuchung dieser Tumoren mittels
comparativer Genomhybridisierung erstmals eine Deletion auf Chromosom 1p in 44% der
Falle festgestellt werden, welche mit einem signifikant geringeren Uberleben der betroffenen
Patienten assoziiert war [Rao et al., 2008].

Immunhistochemische Untersuchungen sind weit verbreitet und relativ kostengiinstig. In
vielen Fallen unterstutzen sie die Subtypisierung von Speicheldrisentumoren [Meer and
Altini, 2007], jedoch bleibt ihre prognostische Aussagekraft oftmals unklar. Derzeit werden
die Expression des mutierten Tumorsuppressorgens P53 sowie die Bestimmung der
proliverativen Aktivitat mittels Ki-67 (MIB-1) zur Prognoseabschatzung herangezogen
[Skalova et al., 1994a; Gallo et al., 1995; da Cruz Perez et al., 2006; Luukkaa et al., 2006]

Im Folgenden sollen die in dieser Arbeit immunhistochemisch untersuchten
molekularbiologischen Marker P53, Ki-67, HER2, EGFR, C-KIT und Maspin n&her

beschrieben werden.
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1.1.8.1.1 P53

Abb. 12 Bander-/Oberflachenmodell von p53 an DNA nach (www.wikipedia.de).

Bei P53 (Abb. 12) handelt es sich um das am h&ufigsten identifizierte mutierte Gen in
menschlichen Malignomen. Das Gen findet sich auf dem kurzen Arm von Chromosom 17
lokalisiert. Das exprimierte Protein reguliert als Transkriptionsfaktor die Zelldifferenzierung,
die Proliferation und die Apoptosis [Eveson et al., 2005]. Nach DNA-Schéadigung akkumuliert
das P53-Protein und stoppt mit Hilfe des Proteins P21 die Replikation in der G1-Phase des
Zellzyklus. Zellen mit inaktiviertem, mutiertem P53 fiihren zur einer Selektion neoplastischer
Zellklone [Karja et al., 1997].

Die Rolle des Gens bei Speicheldrisenkarzinomen wird kontrovers dikutiert. Wahrend in
Untersuchungen von GALLO et al. [Gallo et al., 1995] und DA CRUZ PEREZ et al. [da Cruz
Perez et al., 2006] die Expression des mutierten P53-Gens mit schlechterem
Langzeituberleben einherging, konnten andere Studien [Lewis et al., 2001; Luukkaa et al.,
2006] keinen signifikanten Einfluss von P53 auf das Uberleben von Patienten mit

Speicheldriisenkarzinomen feststellen.
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1.1.8.1.2 Ki-67 - Synonym: MIB-1

Abb. 13 Durch monoklonalen Ki-67-Antikorper identifiziertes Antigen (www.wikipedia.de).

Das Protein Ki-67 (Abb. 13) stellt einen zellularen Marker der Proliferation dar. Wahrend das
Gen in der Interphase ausschlieBlich im Zellkern detektiert werden kann, zeigt sich das
Protein in der G1-, S- und G2-Phase sowie in der Mitose groRtenteils an der Oberflache der
Chromosomen lokalisiert. Mit Hilfe immunhistochemischer Antikorper (Ki-67, MIB-1) lai3t
sich die Wachstumsfraktion einer bestimmten Zellpopulation dann in diesen Phasen des
Zellzyklus anfarben [Pich et al., 2004]. Somit gibt die Farbung mittelbar Aufschluss ber die
Wachstumsgeschwindigkeit von Tumorzellen.

Bezogen auf Karzinome der Speicheldriisen zeigte sich die immunhistochemisch bestimmte
Erh6hung der Zellproliferation unter anderem beim Azinuszellkarzinom [Hellquist et al.,
1997], dem Mukoepidermoidkarzinom [Skalova et al., 1994a] aber auch bei anderen Entitaten

[Luukkaa et al., 2006] wiederholt mit schlechterem Langzeittiberleben assoziiert.

33



Einleitung

1.1.8.1.3 Epidermale Wachstumsfaktoren der EGFR-Familie

Krebszellen besitzen die Fahigkeit zur autonomen und dysregulierten Proliferation. Dies
geschieht durch die unkontrollierte Produktion spezifischer Molekiile, welche das
Zellwachstum stimulieren (Wachstumsfaktoren) oder durch die verstarkte Expression
spezifischer Rezeptoren auf der Zellmembran, an welche Wachstumsfaktoren selektiv binden
konnen [Ciardiello and Tortora, 2008]. Beide Mechanismen flihren Uber eine Aktivierung
transmembraner Proteine zu einer Abfolge intrazelluldrer Signale, welche letztendlich die
Proliferation von Krebszellen, die Induktion der Angiogenese sowie die Metastasierung

bedingen (Abb. 14).

Abb. 14 Signaltransduktionsweg kontrolliert durch die Aktivierung von EGFR [Ciardiello and Tortora,
2008].
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Die meisten humanen Karzinome sind durch eine funktionelle Aktivitdt wvon
Wachstumsfaktoren und Rezeptoren der sogenannten ,.Epidermal Growth Factor Receptor
(EGFR)* — Familie gekennzeichnet. Diese auch ErbB-Familie genannte Gruppe von
Tyrosinkinasen umfasst die spezifischen Rezeptoren ErbB-1 (EGFR/HERL1), ErbB-2 (HER2),
ErbB-3 (HER3) und ErbB-4 (HER4) [Normanno et al., 2006]. Alle Poteine dieser Familie
besitzen eine extrazelluldre Liganden-Bindungs-Domane, eine hydrophobe transmembrane
Doméne und eine zytoplasmatische Domane mit einer Tyrosinkinase. Zehn verschiedene
Liganden konnen selektiv an jeden EGFR-Rezeptor binden. Die Bindung eines Liganden
fuhrt zur Dimerisierung des Rezeptors, wodurch es tber eine Aktivitat der Tyrosinkinasen zur
Autophosphorylierung des Rezeptors kommt (Abb. 14). Diese Autophosphorylierung triggert
wiederum eine Reihe intrazelluldrer Signalwege, was eine Proliferation von Tumorzellen,
eine Verhinderung der Apoptose, invasives Wachstum, eine Metastasierung sowie eine
Stimulation der Tumor-induzierten Neovaskularisation zur Folge haben kann [Ciardiello and
Tortora, 2008].

Durch die Erkenntnis der beschrieben Mechanismen wurde EGFR als erster
Wachstumsfaktorrezeptor zum Ziel einer Antikdrpertherapie. Bisher gibt es zwei Klassen von
EGFR-Antagonisten: Monoklonale EGFR-Antikorper (z.B. Cetuximab) und kleinmolekulare
EGFR-Tyrosinkinase-Inhibitoren - TKI’s - (z.B. Gefitinib). Die monoklonalen Anti-EGFR-
Antikorper binden an die extrazellulire Domdne von EGFR und blockieren die
Ligandenbindung und Rezeptoraktivierung, wahrend die TKI’s als kompetitive Agonisten zu
ATP an der Bindestelle der intrazelluldaren Tyrosinkinase fungieren und so die EGFR-

Autophosphorylierung blockieren (Abb. 15).
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Abb. 15 Wirkmechanismen von Anti-EGFR-Medikamenten in Tumorzellen [Ciardiello and Tortora,
2008].

Die gezielte Therapie mit EGFR-Antikérper findet bisher vor allem beim kleinzelligen
Bronchalkarzinom und dem kolorektalen Karzinom seine Anwendung [Roskoski, 2004].
Entsprechend ErbB-1 gibt es auch einen monoklonalen Antikdrper gegen die extrazellulére
Doméne des ErbB-2-Rezeptor (Trastuzumab), welcher derzeit vor allem zur Behandlung des
Mammakarzinoms eingesetzt wird.

Die prognostische Bedeutung von EGFR und HER2 wurde in zahlreichen Studien untersucht.
Obwohl eine Expression der beiden Proteine oftmals mit einer schlechteren Prognose in
Verbindung gebracht wurde, scheint die Aussagekraft dieser exprimierten Rezeptoren fur das
Uberleben des individuellen Patientens limitiert [Normanno et al., 2006]. Wenig Zweifel
bestehen jedoch, dass die Amplifikation des HER2-Gens und/oder die Uberexpression des
Proteins bei Brustkrebspatientinnen mit positiven Lymphknoten als negative prognostische
Indikatoren, unabhé&ngig von weiteren Prognosefaktoren, zu werten sind [Ravdin and

Chamness, 1995; Normanno et al., 2006]. Bei Karzinomen der Speicheldriisen scheint die
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vermehrte Expression von HER2 einen negativen prognostischen Einfluss auf bestimmte
Subtypen wie das Mukoepidermoidkarzinom [Press et al., 1994] oder das
Speichelgangkarzinom [Jaehne et al., 2005] zu haben, wahrend der Einfluss einer EGFR-

Uberexpression auf das Uberleben unklar ist [Sorensen et al., 2006].

1.1.8.1.4 C-KIT - Synonym: CD117

Abb. 16 SD-Oberflachenmodell eines Mast-/Stammzell-Wachstumsfaktor (SCF, Griuin) gebunden an

den Dimerkomplex seines Rezeptors (blau) (www.wikipedia.de).

Das Protoonkogen C-KIT kodiert ebenfalls einen transmembranen Tyrosinkinaserezeptor. Es
ist charakterisiert durch finf extrazellulare immunglobulindhnliche Doméanen und der
zytoplasmatischen Kinase. Nach Bindung des Ligandens, eines Stammzellfaktors (SCF, Abb.
16), erfolgt die Aktivierung in Form einer Dimerisierung zweier benachbarter Rezeptoren,
was die Phosphorylierung verschiedener Substrate der intrazelluldren Signaltransduktion zur
Folge hat [Hong et al., 2007].

C-KIT st entscheidend an der Proliferation und Differenzierung von Stammzellen beteiligt.
Es ist von groRer Bedeutung fir die Hamatopoese und Angiogenese und spielt eine wichtige
Rolle bei der Pigmentierung der Haut, der Darmfunktion und der Spermatogenese.

Mutationen von C-KIT wie Insertionen, Deletionenen und Punktmutationen treten bei
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verschiedenen  Krebsformen, insbesondere bei  gastrointestinalen  Stromatumoren,
Keimzelltumoren, Melanomen und Leukamien auf [Ali and Ali, 2007]. Die Kklinische
Wirksamkeit des bei diesen Erkrankungen angewendeten Therapeutikums Imatinib wird zum
Teil auf seine C-KIT-Tyrosinkinase-hemmende Wirkung zurtickgefihrt.

Bei Speicheldrisenkarzinomen scheint die C-KIT-Expression mit adenoid-zystischen
Karzinomen assoziiert [Jeng et al., 2000; Mino et al., 2003; Freier et al., 2005], jedoch gibt
es wenig Informationen Uber seine prognostische Bedeutung [Sorensen et al., 2006].
Therapieversuche mit dem Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib bei adenoid-zystischen
Karzinomen zeigten in Einzelfallen ein Ansprechen der Tumoren, ohne jedoch dauerhafte

Remissionen zu erreichen [Faivre et al., 2005; Hotte et al., 2005].

1.1.8.1.5 Maspin

Abb. 17 Roéngenkristallstruktur von Maspin [Law et al., 2005].

Bei Maspin (MAmmary Serine Protease INhibitor) handelt es sich um ein 42 kDa-Protein
(Abb. 17) aus der Familie der Serpine (SERine Protease INhibitor), welches erstmalig 1994

beschrieben wurde [Zou et al., 1994]. Dabei zeigte es sich in normalen Mammaepithelzellen
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exprimiert, wahrend es in Mammakarzinomzellen fehlte oder reduziert war. Weitere
Untersuchungen charakterisierten Maspin als Klasse I1-Tumor-Suppressor, welcher die
Tumor-induzierte Angiogenese, die Tumorzellmotilitdt, die Invasivitdt sowie die
Metastasierung unterdriickt [Lockett et al., 2006; Sheng, 2006]. Maspin kann durch pré-
apoptotisches P53 hochreguliert werden [Zou et al., 2000] und scheint seinerseits wiederum
Tumorzellen durch eine Hochregulation von Bax flir die Apoptose zu sensitivieren [Liu et al.,
2004]. Das Maspinprotein findet sich im Zytoplasma, im Zellkern und auf der Zelloberflache
mit unterschiedlichen Funktionen [Lockett et al., 2006]. Nukledres Maspin reguliert die
Gentranskription als Antwort auf zellularen Stress, hervorgerufen durch Entzindungen,
Gewebsverletzungen, und Remodelling (Abb. 18). Zytoplasmatisches Maspin reguliert das
Glutathion (GSH) - Redoxsystem der Zelle und spielt somit eine wichtige Rolle bei der
Aufrechterhaltung der zelluldéren Homgostase und Stressregulierung. An der Zelloberflache

gewahrleistet Maspin die interzelluldre Integritat [Bailey et al., 2006].

Model Depicting Maspin Function Based on Localization
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Abb. 18 Modell moglicher Maspinfunktionen je nach Lokalisation [Bailey et al., 2006].
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Der Verlust der Maspinexpression scheint bei verschiedenen malignen Tumoren wie dem
Mammakarzinom, dem oralen Plattenepithelkarzinom, dem nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinom oder dem Ovarialkarzinom mit einer schlechteren Prognose assoziiert
[Zou et al., 1994; Yasumatsu et al., 2001; Katakura et al., 2006; Solomon et al., 2006].
Bezlglich Karzinomen der Speicheldriise wurde eine Niederregulation von Maspin beim
Karzinom aus pleomorphem Adenom und beim soliden Typ des adenoid-zystischen
Karzinoms beschrieben [Navarro Rde et al., 2004; Martins et al., 2005; Nakashima et al.,
2006]. Jedoch fehlen Berichte Uber die prognostische Relevanz des Maspinverlustes im

Langzeitverlauf.
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2

Fragestellung

Folgende Aufgaben sollten im Rahmen der vorliegenden Kklinisch-pathologischen Arbeit

durchgefihrt werden:

Retrospektive Auswertung der klinischen Langzeit-Daten von Patienten mit primaren
Karzinomen der Speicheldriisen, welche von 1990-2006 in den Kliniken fir Mund-,
Kiefer- und Gesichtschirurgie sowie fir Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde der
Universitat Regensburg behandelt wurden.

Herstellung neuer, standardisierter HE-Farbungen samtlicher Gewebeproben der
betroffenen Patienten sowie Nachuntersuchung und gegebenenfalls Neuklassifikation
der Diagnosen entsprechend der aktuellen (2005) WHO.

Durchfuhrung der immunhistochemischen Farbungen Ki-67, P53, EGFR, HER2, C-

KIT und Maspin.

Daraus ergeben sich folgende Fragestellungen:

Welche prognostische Bedeutung bei Speicheldrisenkarzinomen besitzen klinische
Parameter sowie der histopathologische Subtyp und der Malignitatsgrad?

Welches immunhistochemische Expressionsmuster zeigen die verschiedenen
Entitaten?

Welche prognostische Bedeutung kann den immunhistochemischen Markern Ki-67,
P53, EGFR, HER2, C-KIT und Maspin bei Speicheldriisenkarzinomen im
Allgemeinen und speziell im Vergleich zu den oben genannten Klinisch-

pathologischen Parametern zugeschrieben werden?
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3 Patienten und Methoden

3.1 Patienten

Ausgewertet wurden retrospektiv die Daten von 101 Patienten, die in der Klinik und
Poliklinik fir Mund-, Kiefer und Gesichtschirurgie im Zeitraum 1990-2006 sowie in der
Klinik und Poliklinik fur Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde im Zeitraum 1992-2006 aufgrund
eines erstmalig aufgetretenen Karzinoms der grof3en oder kleinen Speicheldriisen behandelt
wurden. Von 101 aufgenommenen Patienten mit einem Malignom wurden 98 Patienten
primdr operiert und gegebenenfalls adjuvant strahlentherapiert. Zwei Patienten wurden wegen
ihres fortgeschrittenen Stadiums nur strahlen- und chemotherapiert. Eine Patientin

verweigerte aulRer der diagnostizierenden Probebiopsie jegliche Form der Therapie.

3.2 Datenerhebung

Die anamnestischen, diagnostischen und therapeutischen Daten wurden retrospektiv aus den
Krankenakten der Patienten entnommen. Fehlende Informationen wurden durch Kontakt mit
den Hausarzten oder den betroffenen Patienten selbst sowie deren Angehdrigen gewonnen.
Auf folgende Daten wurde bei der Auswertung der Krankenakten besonderer Wert gelegt:
Geschlecht, Alter, Tumorlokalisation, TumorgroRRe, Lymphknotenbefall, Fernmetastasierung,
Fazialisparese, Therapie einschlieRlich Radiatio- oder/und Chemotherapie, Resektionsstatus,
Auftreten eins Rezidivs und tumorspezifisches Uberleben.

Das Tumorstadium der Patienten wurde gemald der TNM-Klassifikation der International

Union Against Cancer (UICC) von 2002 (siehe 2.7.1) ermittelt [Sobin and Wittekind, 2002].
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Die Klassifikation erfolgte nach Abschluss der chirurgischen Therapie und
histopathologischer Begutachtung der Karzinome. Ausschlaggebend war das diagnostizierte
pathologische pTNM-Stadium. In Féllen fehlender histopathologischer Untersuchung wurde
das klinische cTNM-Stadium tUbernommen. Inoperable Fernmetastasen und Primértumoren
wurden als makroskopischer Residualtumor R2 betrachtet.

Die durchschnittliche Nachbeobachtungszeit lag bei 4,7 Jahren (Minimum 50 Tage,

Maximum 16 Jahre).

3.3 Histopathologische Untersuchungen

Von samtlichen Patienten wurden aus dem Archiv des Instituts fir Pathologie die in Paraffin
eingebetteten Gewebeproben herausgesucht und neue standardisierte H&matoxylin-Eosin-
Schnitte angefertigt. Diese wurden von zwei Facharzten fir Pathologie (Dr. med. Stephan
Schwarz, Prof. Dr. Arndt Hartmann; beide vormals Universitat Regensburg, nun Universitat
Erlangen) begutachtet und entsprechend der aktuellen WHO-KIassifikation [Barnes et al.,
2005] neu diagnostiziert und klassifiziert (Tab. 5). Das adenoid-zystische Karzinom wurde
nach seiner Architektur in eine tubuldre (=Grad 1), eine kribriforme (=Grad 2) und eine solide
(=Grad 3) Form subklassifiziert. Die Einteilung des Mukoepidermoidkarzinoms (Grad 1-3)
basierte auf der An- oder Abwesenheit charakteristischer Wachstumsmuster und
zytomorphologischer Merkmale, ebenso die Klassifikation des Adenokarzinoms NOS (Grad
1-3). Karzinome aus pleomorphen Adenomen wurden basierend auf ihrer malignen
Komponente des Tumors (Grad 1-3) eingeteilt. Den restlichen Entitdten wurde der flr sie in

der Literatur [Barnes et al., 2005; Leivo, 2006] beschriebene Malignitatsgrad zugeteilt.
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Tab. 5 Entitat und Malignitatsgrad

Entitat Malignitatsgrad Gesamt

Niedrig (G1) Mittel (G2) Hoch (G3)
Adenoid-zystisches Karzinom 5 11 9 25
Mukoepidermoidkarzinom 4 10 1 15
Karzinom aus pleomorphen Adenom 2 1 10 13
Speichelgangkarzinom 12 12
Azinuszellkarzinom 11 11
Plattenepithelkarzinom 5 5
Myoepitheliales Karzinom 4 4
Basalzelladenokarzinom 3 3
Adenokarzinom NOS 3 3
Lymphoepitheliales Karzinom 3 3
Onkozystisches Karzinom 3 3
Polymorphes low-grade Adenokarzinom 1
Zystadenokarzinom 1
Undifferenziertes Karzinom 1 1
Adenosquaméses Karzinom 1 1
Gesamt 25 31 45 101
3.3 Multiblock

Die Untersuchung jedes Gewebeblocks separat hétte bei der groen Anzahl an Gewebeproben
einen enormen finanziellen und arbeitsintensiven Aufwand dargestellt. Daher sollten jeweils
mehrere tumorrepresentative Gewebeproben in einen Paraffinblock (,,Tissue Microarray” —
TMA) zur weiteren Untersuchung integriert werden [Milanes-Yearsley et al., 2002]. Dazu
wurde von jedem Tumorpréparat ein aktueller HE-Schnitt angefertigt. Die
tumorrepresentative Region wurde mit einem Fineliner unter dem Lichtmikroskop auf dem
Objekttrager markiert und die Markierung auf den entsprechenden Paraffinblock tbertragen.
Dann wurden aus den markierten Gewebeblocken die relevanten Gewebebezirke
herausgestanzt. Zuvor wurden Paraffinblocke ohne Gewebe angefertigt und aus diesen die fur
die Tumorproben gewinschte Anzahl an Paraffinzylindern ausgestanzt. In die so

entstandenen zylindrischen Hohlformen wurde dann jede ausgestanzte Tumorgewebeprobe
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unmittelbar Ubertragen. Gleichzeitig wurde die Anordnung der Stanzen im Multiblock
schriftlich und graphisch dokumentiert. Bei der Stanze handelte es sich um eine Handstanze
mit einer geschliffenen Hohlnadel mit einem Innendurchmesser von 4mm, in der ein Stempel

steckt. Nach Abschluss des Stanzens wurden die Multiblocke in Paraffin neu eingebettet

(Abb. 19).

Abb. 19 In Paraffin eingebetteter Multiblock mit immunhistochemischen Schnitt.

Diejenigen Tumoren, von denen nur sehr wenig Gewebsmaterial vorhanden und eingebettet
war, wurden wegen der Gefahr des Gewebsverlustes nicht in Multiblocke Ubertragen. In
diesen Fallen wurden die Schnitte von den Original-Paraffinpréparaten einzeln angefertigt.

Von den fertigen Multiblocken wurden zunichst 4um dicke Himatoxylin-Eosin (HE) gefarbte
Schnitte hergestellt. Diese wurden vom Pathologen auf vorhandenes Tumorgewebe in jeder
einzelnen Stanze hin {berpriift. AnschlieBend konnten 4um dicke Schnitte von den
Multiblécken sowie von den Originalblocken fur die immunhistologischen Férbungen

vorbereitet werden.
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3.5 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie nutzt die Spezifitdt und Affinitdt immunologischer Reaktionen zur
prazisen Lokalisation von Epitopen gesuchter Antigene, also die Eigenschaft, dass Antikdrper
spezifisch und mit hoher Affinitdt an ihr passendes Antigen binden. Man kann die nicht
bindende Seite der Antikdrper wiederum als Bindungsstelle fur einen weiteren Antikérper
nutzen, der mit Substanzen konjugiert ist, die man zur Detektion verwenden kann. Es gibt
eine Reihe von Verfahren, die sich hinsichtlich der Detektionsreagentien oder der Anzahl der
Detektionsschritte (direkte oder indirekte Methode) unterscheiden [Boenisch, 2006].

In dieser Arbeit kam aus der Gruppe der Immunperoxidaseféarbungen die Streptavidin-Biotin-
Methode (engl.: Streptavidin-Biotin-Complex, SABC) an in Paraffin eingebettetem Material
zum Einsatz. Die Farbungen mit den Antikérpern gegen P53, Ki-67 (MIB-1), HER2 (ErbB-
2), C-KIT (CD 117) und Maspin wurden mit Hilfe des NexES-Autostainer-Systems der Firma
Ventana (Ventana Medical Systems, Illkirch, Frankreich) durchgefuhrt. Die Farbung mit dem
Anti-EGFR-Antikérper wurde per Hand angefertigt. Im Einzelnen wurden folgende

Antikorper verwendet:

e P53 (Klon sc-263, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland, Verdinnung
1:1000, pH 7,3).

e Ki-67 (Klon MIB-1, DAKO Cytomation, Glostrup, Danemark, Verdiinnung 1:50,
pH7,3)

e HER2 (polyklonaler Kaninchenantikdrper, DAKO Cytomation, Glostrup, Danemark,
Verdinnung 1:400, pH 7,3)

e EGFR (EGFR PharmDx™, DAKO Cytomation, Glostrup, Danemark, Ausfiihrung

entsprechend Herstellerangaben)
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e C-KIT (polyklonaler Kaninchenantikérper, DAKO Cytomation, Glostrup, Déanemark,
Verdinnung 1:200, pH 7,3)
e Maspin (Klon G167-70, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland,

Verdinnung 1:1000, pH 7,3)

3.5.1 Entparaffinierung

Zuerst muBten die Gewebsproben entparaffiniert werden, um die Antigene durch geeignete
Verfahren freizulegen. Dazu wurden die Schnitte in ein warmes Wasserbad gegeben, auf
beschriftete Objekttrager aufgezogen und mindestens 30 Minuten bei 72°C im Brutschrank
inkubiert. Durch das Verweilen im Brutschrank sollte ein spateres Abschwimmen der
Gewebeproben verhindert werden. Die Schnitte fur die Farbung von EGFR wurden nicht im
Brutschrank inkubiert, sondern bei Raumtemperatur Gber Nacht aufbewahrt.

Zur volistandigen Entparaffinierung und Dehydrierung wurden die Préparate, ausgehend vom

Xylol durch eine absteigende Alkoholreihe gefiihrt.

Xylol 10min
Xylol 10min
Propanol 100% 1min
Propanol 100% 1min
Ethanol 96% 1min
Ethanol 96% 1min
Ethanol 70% 1min

Nach Durchlaufen der Alkoholreihe wurden die Schnitte mehrmals in Aqua dest. gewaschen

und bis zur Weiterbehandlung in diesem belassen.
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3.5.2 Vorbehandlung

Mikrowellen-Vorbehandlung

Die Schnitte fir die Farbungen HER2, C-KIT, Maspin, Ki-67 und P53 wurden mit Hilfe der
Mikrowelle vorbehandelt. Hierzu wurden sie in eine Plastikkiivette gestellt, welche mit
Citratpuffer (pH-Wert =7,1) aufgefullt wurde. Darin wurden die Schnitte bei maximaler
Leistung bis zum Kochen erhitzt und fir 10min inkubiert. Nach dem Kochen wurden die
Préparate langsam auf Raumtemperatur abgekuhlt. Anschlielend wurden die Gewebeschnitte

in Aqua dest. gewaschen und flr das immunhistochemische Nachweisverfahren bereitgestellt.

Vorbehandlung mit Protease

Die Schnitte fiir die Farbung von EGFR wurden zur proteolytischen Verdauung mit 100pul
Proteinase K (<0,1% Proteinase K in Tris-HCI-Puffer geldst) vorbehandelt und flr 5min

inkubiert. AnschlieBend wurden sie mit Waschpuffer fiir 5Smin abgespuhlt.

3.5.3 Immunfarbung und Detektion

Die Streptavidin-Biotin-Methode (SABC) basiert auf der Fahigkeit des EiweilRglykoproteins
Streptavidin, vier Molekdle des Vitamins Biotin physikalisch zu binden.

Prinzipiell werden dazu drei Reagenzien bendtigt: Zundchst wird der PrimarantikOrper, der
spezifisch gegen das zu bestimmende Antigen gerichtet ist, auf den Gewebeschnitt pipetiert.
Der nun folgende Sekundarantikdrper, der sich an den ersten binden kann, ist mit Biotin
verknupft. Als drittes Reagenz wird ein Peroxidase-konjugierter Streptavidin-Biotin-Komplex
appliziert, wobei freie Stellen des Streptavidinmolekiils die Bindung an das Biotin des

Sekundarantikorpers ermoglichen [Boenisch, 2006].
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Im Falle der manuellen Farbung des Antigens EGFR wurde als Weiterentwicklung ein
Sekundarantikorper-Peroxidase-Polymerkonjugat (EnVision™) verwendet und somit die
zweite und dritte Reagenz zusammengefasst Um das gesuchte Antigen endgiltig zu
detektieren, wird das Enzym Peroxidase mit einem geeigneten Chromogen sichtbar gemacht.
Als Férbereagenz wird Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB) eingesetzt, welches ein
braunes Farbeergebnis liefert. Nach Abschluss der Reaktion farbt man die Préparate kurz
gegen (hier mit Hamalaun), damit nicht nur die Antikdrperkomplexe, sondern auch die

histologischen Strukturen erkennbar werden.

Féarbung am Farbeautomaten

Die Farbungen von HER2, C-KIT, Maspin, Ki-67 und P53 wurden mit Hilfe eines
Féarbeautomaten angefertigt. Dabei handelte es sich um das Ventana NexES-System, ein
computer- und bordgesteuertes Gerat zur immunhistochemischen Farbung von
Gewebeschnitten (Abb. 20). Der NexES wurde als Multikomponentensystem entwickelt, d.h.

seine Funktionen werden durch mehrere ,,Module* ausgefiihrt.

Abb. 20 Ventana-NexEs-Autostainer.
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Die Farbeplattform, auf der die Objekttragerfarbung stattfindet, besteht aus einem Farbe- und
einem Flussigkeitsbehalter, sowie einem Abfallkanister. Aus Computer, Monitor und Drucker
ist die PC-Plattform aufgebaut, mit deren Hilfe der Benutzer Protokolle erstellen und
immunhistochemische Farbungen starten kann. Die flr die Farbungen benétigten Reagenzien
werden vollautomatisch auf das Gewebe aufgetragen. Das Gerét erkennt dabei anhand der auf
den Objekttrager angebrachten Barcodes, welches Programm durchgefiihrt werden muss,
wobei jedem Farbeprotokoll ein bestimmter Zahlencode zugeteilt ist.

Das Gerat bietet den Vorteil, dass die Reaktionskinetik durch die automatische Steuerung der
Dosier-, Wasch-, Misch- und Erwéarmungsvorgénge optimiert wird und dabei eine
Zeitersparnis erzielt werden kann.

Die Préparate mussen nach dem Einlegen in den Farbeautomaten mit PBS beschichtet
werden. Nach dem Aufsetzen des Reagenzienkarusells, welches mit den bendtigten Spendern
bestiickt ist, kann der Férbeablauf gestartet werden.

Das Farbeprotokoll war bis auf den eingesetzten Primarantikdrper und dessen Inkubationszeit

fur alle durchgefiihrten Farbungen identisch.

Farbeprotokoll:

1. Waschpuffer auf 41,0°C erwarmen

2. Objekttrager waschen

3. Objekttrager-Volumen anpassen, dann Coverslip auftragen (Anm.: Coverslip ist ein

reaktionsfahiges, leichtes Beschichtungsol, das ein Austrocknen der Gewebeschnitte
verhindern soll)

4 Objekttragerkammer auf 37°C aufwarmen

5. Objekttrager waschen

6. Objekttrager-Volumen anpassen, dann Coverslip auftragen

7 Objekttrager waschen

8. Objekttrager-Volumen anpassen, dann Coverslip auftragen

9. 1 Tropfen INHIBITOR zufligen und fiir 4 min inkubieren

10.  Objekttrager waschen

11.  Objekttrager-Volumen anpassen, dann Coverslip auftragen

12. Manueller Auftrag von Primdrantikorper (HER2, C-KIT, Maspin, Ki-67, P53) und
inkubieren (HER2: 24min, C-KIT: 32min, Maspin: 32min, Ki-67: 32min, P53: 32min)

13.  Objekttrager waschen

14.  Objekttrager-Volumen anpassen, dann Coverslip auftragen

15. 1 Tropfen BIOTIN-Ig auftragen und fiir 8min inkubieren
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16.  Objekttrager waschen

17.  Objekttrager-Volumen anpassen, dann Coverslip auftragen

18. 1 Tropfen SA-HRP auftragen und fur 8min inkubieren

19.  Objekttrager waschen

20.  Objekttrager-Volumen anpassen, dann Coverslip auftragen

21.  Anwendung auslassen und fur 2min inkubieren

22. 1 Tropfen DAB und 1 Tropfen H,O, auftragen und fir 8min inkubieren
23.  Objekttrager waschen

24.  Objekttrager-Volumen anpassen, dann Coverslip auftragen

25. 1 Tropfen COPPER auftragen und fiir 4min inkubieren

26.  Objekttrager waschen

27.  Objekttrager-Volumen anpassen, dann Coverslip auftragen

28. 1 Tropfen HEMATOXYLIN (Gegenfarbung) auftragen und fur 4min inkubieren
29.  Objekttrager waschen

Zum Abschluss wurden die Schnitte durch eine aufsteigende Alkoholreihe und Xylol gefiihrt,

um dann mittels Entellan und Deckgléasern eingedeckelt zu werden.

Manuelle Farbung

Die Farbung von EGFR erfolgte per Hand nach der Polymerkonjugat-Farbemethode
(EnVision™). Diese Technologie basiert auf dem Einsatz eines sowohl Peroxidase- als auch
sekundarantikdrpermarkierten Polymerkonjugats, dessen ,,Rlckgrat” aus einem inerten
Dextranmolekil (Polysaccharid) besteht. Neben durchschnittlich 70 Enzymmolekilen kénnen
daran 10 Antikdrpermolekiile gebunden werden. Neben seiner schnellen und einfachen
Anwendung und hohen Sensitivitat besteht ein weiterer Vorteil dieses Systems darin, dass es
nicht auf der Wechselwirkung zwischen Streptavidin und Biotin basiert, so dass unspezifische
Féarbungen als Folge endogenen Biotins ausgeschlossen sind [Boenisch, 2006].

Zur Kontrolle und Uberpriifung der Validitat der Farbungen wurde ein von der Firma Dako
mitgelieferter Kontrollschnitt mitgefarbt. Dieser enthielt zwei in Formalin fixierte und in
Paraffin eingebettete humane Zelllinien mit den Intensitdtswerten 2+ und 0. Als
Negativkontrolle wurde eine unspezifische negative Kontrollreagenz an Stelle des

Primarantikorpers zur Farbung des Positiv-Kontroll-Gewebes appliziert.
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Nach Entparaffinierung, der Vorbehandlung mit Proteinase K und dem Abspilen mit

Waschpuffer unterlag die Farbung von EGFR folgendem Ablauf:

Farbeprotokoll:

1. 3 Tropfen (100ul) Peroxidase-Block auftragen und fir 5min inkubieren

2. Abspiilen mit Waschpuffer fur 5min

3. 3 Tropfen (100ul) Primérantikérper oder Negativkontrollreagenz auftragen und fiir
30min inkubieren

4. Abspiilen mit Waschpuffer fur 5min

5. 3 Tropfen (100ul) Sekundérantikérper (Sekundérantikdrper-Peroxidase-Dextran-
Polymer-Konjugat) auftragen und fiir 30min inkubieren

6. Abspiilen mit Waschpuffer fur 5min

7. 3 Tropfen (100ul) DAB + Substrat-Chromogen-Ldsung (Verdinnung 1:50) auftragen
und fir 10min inkubieren

8. Abspiilen mit Aqua dest. fiir 2-5min

9. Gegenfarbung mit Hamalaun fir 1min

10.  Abspulen mit Leitungswasser fur 1min

Zum Abschluss wurden die Schnitte durch eine aufsteigende Alkoholreihe und Xylol gefiihrt,

um dann mittels Entellan und Deckgléasern eingedeckelt zu werden.

3.6 Verwendete Materialien und Reagenzien

APK-Waschldsung Ventana Medical Systems, Frankfurt a.M.
Basic DAB Detection Kit 250-001 Ventana Medical Systems, Frankfurt a.M.
Brutschrank B6060 Heraeus Sepatech, Osterode

Citratpuffer: Losung 1: 29,41g Natriumcitrat in 11 Aqua dest. gel6st
Losung 2: 21,01g Zitronenséure in 11 Aqua dest. geldst
Puffermischung (pH=7,3): 1ml Lésung 1 mit 49ml L6ésung 2 in 450ml Aqua

dest.
Deckgléser Engelbrecht GmbH, Edermiinde
Entellan Merck, Darmstadt
Gewebeeinbettautomat Shandon GmbH, Frankfurt a. M.
Glaskiivette DakoCytomation Dé&nemark
Hémalaun:  Hamatoxylin 2g Merck, Darmstadt
Aqua dest. 2| Merck, Darmstadt
Natriumjodat Merck, Darmstadt
Aluminiumkaliumsulfat 100g Merck, Darmstadt
Chloralhydrat Merck, Darmstadt
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Zitronensaure-Monohydrat
Heizplatte
Liquid Coverslip
Metallstander
Mikrowelle
Objekttrager 25x75x1,0mm Super Frost® Plus
PBS-Lo6sung: NaCl 8,009
Na;HPO4 1,449
KCI 0,20g
KH,PO, 0,24g
Millipor-Wasser ad 1,00 |
Plastikkuvette
Schlittenmikrotom
Schnellkochtopf
Sterilbank Lamin Air HSB 2472 S
Wasserbad Lo-boy
Zentrifuge Megafuge 1.0

Merck, Darmstadt

Ika Labortechnik, Staufen i. Br.

Ventana Medical Systems, Frankfurt a.M.
Wagner & Munz, Miinchen

Phillips, Schweden

Mezel-Glaser, Braunschweig

Glaswerk, Wertheim

Mikrom, Heidelberg

Beka, Deutschland

Heraeus Sepatech, Osterode
Lab-Line Instruments, Illinois, USA
Heraeus Sepatech, Osterode

3.7 Auswertung der immunhistochemischen Farbungen

Fir Ki-67 wurde der prozentuale Anteil positiver Zellen ausgezéhlt. Zur Unterscheidung

zwischen erhohter und nicht erhdhter Proliferation wurden drei verschiedene Schwellenwerte

von 10%, 20% und 30% festgelegt (Abb. 21).

Abb. 21 a) Ki-67 (x200) bei adenoid-zystischem Karzinom - Positivitat in ca. 15% der Zellen. b) Ki-67

(x200) bei lymphoepithelialem Karzinom - Positivitéat in ca. 95% der Zellen.

53



Patienten und Methoden

Bei P53 handelt es sich um eine Kernfarbung. P53 wurde als positiv gewertet, falls mehr als

10% der Zellen angefarbt waren.

HER2, EGFR und C-KIT wurden nach Farbeintensitat kategorisiert: 0 = negativ; 1+ schwach
positiv; 2+ mittel positiv; 3+ stark positiv.

Die semiquantitative Auswertung von HER2 (Abb. 22) und EGFR (Abb. 23) erfolgte nach
den DAKO Herceptest—Kriterien, welche die Membranfarbung beurteilen. Im Falle von

HER2 wurden Tumoren mit einer Farbeintensitat von 2+ und 3+ als positiv gewertet, bei

EGFR hingegen lediglich Tumoren mit der Intensitét 3+.

Abb. 22 a) HER-2 (x200) bei Speichelgangkarzinomen - Farbeintensitat 2+. b) HER-2 (x200) bei

Speichelgangkarzinom - Farbeintensitat 3+.
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Abb. 23 EGFR (x200) bei adenoid-zystischen Karzinomen. Farbeintensitaten a) 0, b) 1+, c) 2+, d) 3+.

Fur C-KIT (Abb. 24) wurde sowohl die Membran- als auch die Zytoplasmaféarbung evaluiert,
wobei die hohere Farbeintensitdt den Wert festsetzte. Mangelnde Expression von C-KIT

entsprach dem Wert 0 und wurde als negativ definiert.
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Abb. 24 C-KIT (x200) bei adenoid-zystischen Karzinomen. Féarbeintensitéaten a) 0, b) 1+, c) 2+, d) 3+.
Fir EGFR (0, 1+ gegen 2+, 3+; 0 gegen 1+, 2+, 3+) und C-KIT (0, 1+ gegen 2+, 3+; 0, 1+, 2+
gegen 3+) wurden alternative Schwellenwerte evaluiert, welche jedoch ohne prognostische

Signifikanz blieben (Daten werden nicht gezeigt).

Fir Maspin (Abb. 25) wurden Kern- und Zytoplasmafarbung separat und in Kombination
betrachtet und als positiv gewertet bei mehr als 10% angefarbter Tumorzellen. Die
Farbeintensitat wurde semiquantitativ unterteilt (O negativ, 1+ schwach, 2+ mittel, 3+ stark).
Tumoren mit fehlender oder schwacher Farbung wurden als negativ gewertet, Tumoren mit
der Farbeintensitat 2+ und 3+ als positiv. Bei der kombinierten Evaluation galt die Farbung
als positiv, wenn entweder die nukledre oder die zytoplasmatische oder beide

Farbeintensitdten mindestens 2+ waren.
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Abb. 25 Maspin (x200) bei adenoid-zystischen Karzinomen. a) 0 nukleédr, 0 zytoplasmatisch; b) 2

nukleér, 0 zytoplasmatisch; c) 2 nukleér, 2 zytoplasmatisch.

3.8 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mittels SPSS, Version 12.0 (SPSS, Erkrath,
Deutschland).  Assoziative  Beziehungen  wurden  mittels  Fisher  Exakt-Tests
(Signifikanzniveau  p<0,05) sowie des nichtparametrischen Kruskal-Wallis-Tests
(Signifikanzniveau p<0,05) berechnet. Die univariate Uberlebensanalyse wurde mit der
Kaplan-Meier-Methode (Log-rank-Test, Signifikanzniveau p<0,05) durchgefiihrt, die
multivariate Analyse erfolgte mit Hilfe der Cox-Regression (rickwarts, schrittweise;
Ausschluss des am wenigsten signifikanten Faktors mit p>0,10; Signifikanzniveau p<0,05).
Um die Unabhangigkeit zu berechnen wurden mdgliche Korrelationen der prognostischen
Faktoren untereinander mittels einer Rangkorrelation nach Spearman (r>0,3) ermittelt. Das
tumorspezifische Uberleben (TSU) umspannte den Zeitraum des Diagnosedatums bis zum
Datum des durch die Krankheit verursachten Todes oder bis zum Ende der

Nachbeobachtungszeit.
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4 Ergebnisse

4.1 Deskriptive Analyse — Klinisch-pathologische Parameter

4.1.1 Tumorentitaten

Der héufigste maligne Tumor in der vorliegenden Untersuchung war das adenoid-zystische
Karzinom (n=25), gefolgt vom Mukoepidermoidkarzinom (n=15), dem Karzinom aus
pleomorphem Adenom (n=13), dem duktalen Adenokarzinom (n=12) sowie dem
Azinuszellkarzinom (n=11).

Die einzelnen Tumorentitaten verteilten sich wie folgt auf das Gesamtkollektiv (Tab. 6)

Tab. 6 Verteilung der Tumorhistologien im Gesamtkollektiv

Tumor Abk. Haufigkeit | Prozent
1. Adenoid-zystisches Karzinom ACC 25 247
2. Mukoepidermoidkarzinom MEC 15 14,8
3. Karzinom im pleomorphen Adenom CXPA 13 12,9
4. Speichelgangkarzinom SDC 12 11,9
5. Azinuszellkarzinom ACCC 11 10,9
6. Plattenepithelkarzinom PEC 5 4,9
7. Myoepitheliales Karzinom MYEC 4 4,0
8. Adenokarzinom NOS ADC 3 3,0
9. Basalzelladenokarzinom BCAC 3 3,0
10. Lymphoepitheliales Karzinom LEC 3 3,0
11. Onkozytéres Karzinom ocCccC 3 3,0
12. Zystadenokarzinom CAC 1 1,0
13. Undifferenziertes Karzinom ubC 1 1,0
14. Polymorphes low-grade Adenokarzinom PLGAC 1 0,9
15. Adenosquamoses Karzinom ASC 1 0,9
Gesamt 101 100,0

Tabelle 7 gibt einen Uberblick tiber die Verteilung klinisch-histologischer Parameter auf die

haufigsten Entitaten.
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Tab. 7 Haufigste Entitaten und klinisch-histologische Parameter

o | =
< Q Ol 5|5
8le|%|8|8 8|82 8
< = O n < o = < O
Gesamt 25|15 |13 |12 |11 | 5 4 | 16 | 101
Geschlecht
Méannlich 8 6 9 9 3 3 4 8 | 50
Weiblich 17| 9 4 3 8 2 | —| 8 |51
Alter
<70 Jahre 20|12 |10 | 5 8 1 3 | 10 | 69
>70 Jahre 5 3 3 7 3 4 1 6 | 32
Lokalisation
Parotis 14 | 3 9 |11 |10 | 4 4 | 13 | 68
Submandibularis 9 1 3 1 1 1| — | 1|17
Kleine Speicheldriisen 2 |11 1| —|—|—|—1| 2|16
T-Status
T1 5 5 3 3 4 | — | — | 4 | 24
T2 9 7 4 4 3 3 3 8 | 41
T3 7 3 6 1 3| —|—1] 2 |22
T4 4 0 0 4 1 2 1 2 |14
N-Status
NO 19 |11 10| 3 |10 | 3 3 8 | 67
N1 3 1 1 6 0 1| — | 2 |14
N2 2 2 2 3 1 1| —| 6 |17
N3 1 1 0 0 O |— | 1| —1|S3
Gesamtstadium (UICC)
I 4 5 2 | — |4 | —| =1 2 |17
Il 7 5 3 2 2 3 3 6 | 31
1 7 2 6 4 3| —| =] =122
1Y 7 3 2 6 2 2 1 8 | 31
Therapie
Alleinige Operation 2 9 6 3 8 3 3 6 | 40
Operation + Radiatio 22 | 6 7 8 3 2 | — | 10 | 58
Keine Operation 1 |\—| -1 |—|—] 21| —]3
Residualtumor
Keiner (R0) 17 | 15| 9 9 |11 | 3 3 |11 | 78
Mikroskopisch (R1) 6 | — | 3 2 | —| 1| — | 2|14
Makroskopisch (R2) 2 | — |1 1 | — ] 1 1 3 9
Rezidiv#
Nein 19 |12 |10 | 8 9 3 3 |10 | 74
Ja 4 3 2 3 2 1 0 3 | 18

ACC=Adenoid-zystisches

Karzinom,

MEC=Mukoepidermoidkarzinom,

CXPA=Karzinom

aus

pleomorphem

SDC=Speichelgangkarzinom, ACCC=Azinuszellkarzinom, PEC=Plattenepithelkarzinom, MYEC=Myoepitheliales Karzinom.
# nur operativ behandelte Falle mit tumorfreiem Resektionsrand oder mikroskopischem Residualtumor mit Radiatio
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4.1.2 Geschlechts- und Altersverteilung

Bezogen auf das Gesamtkollektiv ergab sich ein ausgewogenes Verhaltnis zwischen
weiblichem und mannlichem Geschlecht (Tab. 7).

Es zeigte sich ein erhohter Anteil (68,0%) des weiblichen Geschlechts an den adenoid-
zystischen  Karzinomen und den Azinuszellkarzinomen (72,7%), wahrend die
Speichelgangkarzinome (75,0%) und die Karzinome aus pleomorphen Adenomen (69,2%)
mehrheitlich dem mannlichen Geschlecht zugeordnet werden konnten.

Bezliglich der Altersverteilung zum Zeitpunkt der Diagnose (Tab. 8) ergab sich fur das
Mukoepidermoidkarzinom mit durchschnittlich 48,9 Jahren ein signifikant geringeres
(p=0,027) Alter zum Zeitpunkt der Diagnose, wéhrend Patienten mit einem
Speichelgangkarzinom mit durchschnittlich 72,9 Jahren ein hoheres (p=0,002) Alter
aufwiesen. Daneben zeigte sich hohes Alter (>70a) mit high-grade Tumoren assoziiert

(0,005).

Tab. 8 Altersverteilung

Entitat N Minimum (a) | Maximum (a) | Mittelwert (a) | Standardabweichung
ACC 25 31 76 56,2 12,7
MEC 15 24 83 48,9 19,8
CXPA 13 36 88 59,9 14,3
SDC 12 59 88 72,9 8,8
ACCC 11 31 81 50,3 18,1
Andere 25 39 86 63,9 15,2
Gesamt 101 24 88 58,9 16,4

ACC=Adenoid-zystisches Karzinom, MEC=Mukoepidermoidkarzinom, CXPA=Karzinom aus pleomorphen Adenom,
SDC=Speichelgangkarzinom, ACCC=Azinuszellkarzinom
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4.1.3 Lokalisation

68 Tumoren entsprangen der Gl. parotis, 17 Tumoren traten in der Gl. submandibularis und

16 Tumoren in den kleinen Speicheldriisen auf (Abb. 26). Dabei fand sich ein signifikant

(p<0,001) vermehrtes Auftreten von Mukoepidermoidkarzinomen in

den kleinen

Speicheldrisen und von adenoid-zystischen Karzinomen in der GI. submandibularis (p<0,01).

Lokalisation der einzelnen Entitaten

Haufigkeit
@
|

O Gesamt

B Gl. parotis

O GI. submand.
O KI. Speicheldr.

10

5

0
ACC MEC CXPA  SDC
Entitat

ACCC

Others

Abb. 26 Lokalisation der haufigsten Entitaten.

Bei den Tumoren der kleinen Speicheldriisen fanden sich der Gaumen und der Mundboden

als haufigste Lokalisation (Tab. 9).

Tab. 9 Tumorverteilung der kleinen Speicheldriisen

Tumorlokalisation kl. Speicheldiisen Haufigkeit Prozent
Gaumen 5 31,2
Mundboden/Zungengrund 5 31,2
Uk-Alveolarfortsatz 3 18,8
Wange/Lippe/Nasennebenhdhle 3 18,8
Gesamt 16 100,0
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4.1.4 Klinische Symptomatik - Schmerzen und Fazialisparese

Bei 40 von 100 Patienten (40%) konnten anamnestisch zum Zeitpunkt der Diagnose
Schmerzempfindungen eruiert werden. Dabei handelte es sich in erster Linie um
intermittierende ziehende, stechende Schmerzen sowie Druckdolenz. Am hdaufigsten traten
diese beim adenoid-zystischen Karzinom (48%) und beim Mukoepidermoidkarzinom (57%)
auf, am seltensten beim Karzinom aus pleomorphem Adenom (15%).

Zur Beurteilung einer Fazialisparese wurden nur Malignome der GI. parotis berlcksichtigt.
Von insgesamt 68 betroffenen Patienten war bei 8 Patienten (11,8%) eine préoperative
partielle oder totale Parese des N. facialis durch eine Tumorinfiltration diagnostizierbar.
Dabei handelte es sich in zwei Féllen um ein adenoid-zystisches Karzinom (8,7%), in 3 Féllen
um ein duktales Adenokarzinom (25,0%) sowie jeweils um ein Plattenepithelkarzinom, ein
myoepitheliales Karzinom und ein undifferenziertes Karzinom. Das Auftreten einer
Fazialisparese zeigte sich mit fortgeschrittenem  T-Stadium (p=0,002),

Lymphknotenmetastasen (p=0,004) und Gesamtstadium (p=0,006) assoziiert.

4.1.5 TNM-Klassifikation

Die  Stadieneinteilung  erfolgte  entsprechend  der = TNM-Klassifikation  fir

Speicheldriisenkarzinome der UICC (2002) nach Abschluss der chirurgischen Therapie und

nach histopathologischer Begutachtung der Karzinome. Maligebend war dabei das

histopathologische Stadium (siehe 3.2).
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TumorgroRe (T-Stadium)

64,4% der Patienten konnten einem niedrigen (T1-T2) T-Stadium zugeordnet werden,
wéhrend bei 35,6% der Patienten das Karzinom eine fortgeschrittene (T3-T4) GroRe aufwies

(Tab. 7).

Lymphknotenbefall (N-Status)

Insgesamt fanden sich bei 33,7% der Patienten tumorpositive Lymphknoten. Auffallig war
hier vor allem das Speichelgangkarzinom mit positiven Lymphknoten in 75,0% (p<0,01) der
Félle. Das adenoid-zystische Karzinom (24,0%), das Mukoepidermoidkarzinom (26,7%) und
das Karzinom aus pleomorphem Adenom (23,1%) verhielten sich bezuglich des
Lymphknotenbefalls &hnlich. Das Azinuszellkarzinom zeigte nur in einem Fall (9,1%) eine
Lymphknotenmetastasierung.

Vergleicht man den Nodalstatus mit dem Malignitatsgrad der Tumoren, so steigt die Prasenz
von Lymphknotenmetastasen mit dem Malignitatsgrad (Abb. 27). Wahrend Grad 1-Tumoren
zu 11,1% eine Lymphknotenmetastasierungen aufwiesen, fanden sich bei den Grad 3-

Tumoren in 50,0% (p=0,001) der Félle positive Lymphknoten.
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Malignitatsgrad und Lymphknotenmetastasen

N-status

M negativ
M positiv

Low (G1) Intermediate (G2)

Malignitatsgrad

High (G3)

Abb. 26 Die Prasenz von Lymphknotenmetastasen steigt mit zunehmenden Malignitatsgrad.

Desweiteren zeigten sich Lymphknotenmetastasen (N-Status) mit der TumorgroRe (T-Status)
assoziiert (p=0,032). 26,2% der Patienten mit Tumoren der GroRe T1 oder T2 hatten zum
Zeitpunkt der Diagnose Lymphknotenmetastasen. Bei Patienten mit Tumorgrofie T3 oder T4

waren es 47,2% (Tab. 10).

Tab. 10 T-Status gegen N-Status

T-Status N-Status Gesamt
Negativ Positiv

T1-T2 48 17 65

T3-T4 19 17 36

Gesamt 67 34 101

Fermetastasierung (M-Status)

Eine Fermetastasierung bei Diagnosestellung fand sich bei funf Patienten. Dabei handelte es

sich  um

adenoid-zystische

Karzinome
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Metastasierung) und jeweils ein Plattenepithelkarzinom (ossar), ein Adenokarzinom NOS

(ossér) und ein lymphoepitheliales (osséar) Karzinom.

Gesamtstadium UICC

17 Patienten (16,8%) befanden sich im Stadium I, 31 Patienten (30,7%) im Stadium II, 22

Patienten (21,8%) im Stadium 111 und 31 Patienten (30,7%) im Stadium IV (Abb. 27).

Stadienverteilung

Stadium
(T
@

a

B VA
O v
@ vc

) |

\

Abb. 27 Graphische Darstellung der Tumorstadien.

Betrachtet man die Stadien in Abh&ngigkeit der hdufigsten Entitaten (Tab. 7), so féallt auf,
dass von den Mukoepidermoidkarzinomen 66,7% in einem niedrigen Stadium (I, 1I)
diagnostiziert wurden, wahrend bei den Speichelgangkarzinomen 83,3% (P=0,023) der
Patienten einem fortgeschrittenen Stadium (I11, 1) zuzuordnen waren.

Vergleicht man das Stadium mit dem Grading, so lasst sich eine hoch signifikante
Abhangigkeit der Stadieneinteilung vom histologischen Malignitatsgrad der Tumoren

erkennen. Wéhrend low-grade- und intermediate-grade-Tumoren noch zu 63,0% bzw. 57,7%
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einem niedrigem Stadium (I1+Il) zuzuordnen waren, fanden sich high-grade-Tumoren in

66,7% der Falle (p=0,009) mit einem fortgeschrittenen Stadium (I11+1V) assoziiert (Abb. 28).

Malignitatsgrad und Stadium

40 Stadium

B stadium 1+11
I stadium 111+1V

Anzahl

Low (G1) Intermediate (G2) High (G3)
Malignitatsgrad

Abb. 28 Das Tumorstadium steigt mit dem Malignitatsgrad.

4.1.6 Therapie

Von 101 aufgenommenen Patienten mit einem Malignom wurden 98 Patienten chirurgisch
therapiert, davon 92 mit kurativem Ansatz (RO oder R1), 6 mit palliativer Intention. Bei 78
Patienten wurde der Tumor ohne mikroskopischen Residualbefund ,,in sano* reseziert (R=0).
Bei 14 Patienten fand sich postoperativ ein mikroskopisch nachweisbarer Resttumor (R=1).
Samtliche Patienten mit mikroskopischem Residualbefund wurden strahlentherapiert. 2
Patienten wurden aufgrund des ausgedehnten Tumorbefalls nur strahlen- und
chemotherapiert. Eine Patientin verweigerte jegliche Form der Therapie. Somit ergaben sich 9

Patienten mit makroskopischem Residualtumor (R=2).
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70 Patienten erhielten eine chirurgische Entfernung von Halslymphknoten (Neck dissection),
wovon 63 konservativ und 7 radikal durchgefiihrt wurden. Insgesamt wurden 58 Patienten mit

durchschnittlich 58,8 Gy adjuvant strahlentherapiert und 6 Patienten primér chemotherapiert.

Chirurgische Primértherapie

Tabelle 11 zeigt die durchgefiihrten Operationsformen. Bei den 20 Patienten, welche in Form
einer lokalen Tumorexzision therapiert wurden, handelte es sich in 16 Fallen um Tumoren der
kleinen Speicheldrise und in 4 Fallen um eine Neoplasie der Ohrspeicheldriise. Bei den

Tumoren der Gl. parotis wurde in 84% der Félle eine totale Parotidektomie durchgefiihrt.

Tab. 11 Durchgefiihrte Operationsformen

Operation N Patienten
Keine 3
Lokale Tumorexzision 20
Laterale Parotidektomie 4
Totale Parotidektomie 57
Submandibulektomie 17
Gesamt 101

Insgesamt handelte es sich in 50% der Falle um radikale Operationsformen, bei denen neben
der lokalen Tumorresektion Knochen-, Nerven- und extraparenchymatdses Organgewebe
reseziert wurde (Tab. 12). 27 (47%) totale Parotidektomien wurden radikal mit Resektion des
N. facialis durchgefiihrt, 58% der betroffenen Patienten befanden sich in einem

fortgeschrittenen Tumorstadium.
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Tab. 12 Begleitstrukturen radikaler Tumorrsektionen

Malinahme N Patienten
Nerven(teil)resektion 33
Zusatzliche Knochenentfernung 11
Zungenteilresektion, 2

Mundbodenteilresektion,

Submandibulektomie 2

Lymphknotenentfernung

Insgesamt wurde bei 70 Patienten eine chirurgische Entfernung der Lymphknoten (Neck
dissection) durchgefiihrt. Diese war in 63 Féllen konservativer Natur. Im Stadium | und Il
erhielten 56,2% der Patienten eine Neck dissection, im Stadium I11 und IV waren dies 86,0%.
Bei Tumoren mit niedrigem oder mittlerem Malignitatsgrad wurde in 58% eine chirurgische
Lymphknotenentfernung durchgefiihrt, bei hochmalignen Tumoren lag der Anteil bei 85%.
Alle 7 radikalen Neck dissections wurden bei Patienten mit einem hohen Tumorstadium

durchgefihrt.

Resektionsstatus

Bei 78 Patienten wurde der Tumor ohne mikroskopischen Residualbefund ,,in sano* reseziert
(RO). Dabei konnten Tumoren mit niedrigen Stadien in 95,8% der Félle im Gesunden (RO)
reseziert werden, wahrend Tumoren mit Stadium I11 oder IV nur in 60,4% der Félle komplett
reseziert werden konnten (p<0,001). In 22,6% der Félle wurde hier der Tumor R1 reseziert, in

17,0 % der Féalle bestand nach Therapie ein Residualtumor R2 (Tab. 13).
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Tab. 13 Residualtumor in Abh&ngigkeit des Stadiums

Residualtumor Stadium (UICC) Gesamt
[-11 -1v

Nein 46 32 78

Mikroskopisch R1 2 12 14

Makroskopisch R2 0 9 9

Gesamt 48 53 101

Strahlentherapie

58 Patienten erhielten eine adjuvante Strahlentherapie. Die Strahlendosis lag im Mittel bei
58,4Gy (Minimum 30, Maximum 72, Standardabweichung 7,3). Wéhrend Patienten mit
niedrigem Stadium in 60,4% der Falle keine Radiatio erhielten, wurden Patienten mit hohem
Tumorstadium in 73,6% der Félle strahlentherapiert. Ebenso wurden 93% der Patienten mit
postoperativem mikroskopischen Residualtumor und 88% der Patienten mit einem adenoid-

zystischen Karzinom einer Radiatio zugeftihrt.

Chemotherapie

5 Patienten, die eine primare Chemotherapie erhielten, befanden sich in Stadium IV, ein

Patient befand sich in Stadium I11.

4.1.7 Rezidivauftreten

Insgesamt trat bei 18 Patienten (19,6%) ein Rezidiv auf mit einem durchschnittlichen
rezidivfreien Intervall von 18,5 (2-54) Monaten. Dabei handelte es sich um 8 Lokalrezidive, 7
sekundare Halslymphknotenmetastasen und 11 Fernmetastasen. Bei den Fernmetastasen
handelte es sich um 9 Lungenmetastasen, 3 ossdre Metastasen, 2 Hautmetastasen und eine

Absiedlung ins Ovar.
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Es zeigte sich keine statistisch signifikante Assoziation des Auftretens eines Rezidivs mit den
unterschiedlichen Entitaten (Tab. 7), dem Malignitatsgrad, dem Alter, dem T- oder N-
Stadium. Von den 18 Patienten mit einem Rezidiv befanden sich 12 (66,7%) Patienten in
einem fortgeschrittenen (111 oder 1) Tumorstadium (p=0,11), bei 10 (55,6%) Patienten wurde

ein high-grade-Tumor diagnostiziert.

4.2 Deskriptive Analyse - Immunhistochemische Parameter

Immunhistochemische Farbungen gegen Ki-67, P53, HER2, EGFR und C-KIT wurden fir
alle 101 Karzinome durchgefuhrt, wéahrend sich die Maspinfarbungen auf die haufigsten
Entitdten (Adenoid-zystisches Karzinom, Mukoepidermoidkarzinom, Karzinom aus

pleomorphem Adenom, Speichelgangkarzinom und Azinuszellkarzinom) beschrankten.

4.2.1 Ki-67 (MIB-1)

Fir Ki-67 wurden die Karzinome auf die Schwellenwerte 10%, 20% und 30% hin untersucht.

Insgesamt kamen 97 Falle zur Auswertung. Tabelle 14 zeigt die Verteilung von Ki-67 auf die

histologischen Subtypen.
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Tab. 14 Expression von Ki-67 in den verschiedenen Entitaten

Entitat @ Ki-67
<10% >10% | <20%  >20% | <30% >30%

Gesamt (n=97) 50 47 68 29 81 16
ACC (n=25) 14 11 21 4 23 2
MEC (n=14) 13%w 1 14%* 0 14 0
CXPA (n=13) 4 9 8 5 11 2
SDC (n=12) 3 9 7 5 9 3
ACCC (n=11) 8 3 9 2 10 1
PEC (n=5) 0 5 0 G 1 4
MYEC (n=4) 1 3 1 3 3 1
ADC (n=3) 0 3 1 2 3 0
BCAC (n=2) 2 0 2 0 2 0
LEC (n=3) 0 3 0 3 0 3
OCC (n=1) 1 0 1 0 1 0
CAC (n=1) 1 0 1 0 1 0
UDC (n=1) 1 0 1 0 1 0
PLGAC (n=1) 1 0 1 0 1 0
ASC (n=1) 1 0 1 0 1 0

ACC=Adenoid-zystisches Karzinom, MEC=Mukoepidermoidkarzinom, CXPA=Karzinom  aus pleomorphem  Adenom,
SDC=Speichelgangkarzinom, ACCC=Azinuszellkarzinom, PEC=Plattenepithelkarzinom, MYEC=Myoepitheliales Karzinom,
ADC=Adenokarzinom NOS, BCAC=Basalzelladenokarzinom, LEC=Lymphoepitheliales Karzinom, OCC=0Onkozytéres Karzinom,
CAC=Zystadenokarzinom, UDC=Undifferenziertes Karzinom, PLGAC=Polymorphes low-grade Adenokarzinom, ASC=Adenosquamdses
Karzinom

* Signifikante Assoziationen (Fisher Exakt-Test). * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

g Kreuztabelle vergleicht eine Entitat gegentiber Restkollektiv.

Auffallend war die niedrige proliferative Aktivitat des Mukoepidermoidkarzinoms mit einem
statistisch signifikant geringen Anteil an Zellen mit einem Proliferationsindex >10%
(p=0,001) und >20% (p=0,009) im Vergleich zum Restkollektiv. Dagegen imponierte das
Plattenepithelkarzinom durch eine hohe (10%: p=0,024; 20%: p=0,002; 30%: p=0,002)
proliferative Aktivitat, ebenso das lymphoepitheliale Karzinom. Ebenfalls hohe, jedoch
statistisch nicht signifikante Proliferationsraten zeigten sich fir das Speichelgangkarzinom,
bei dem 88,9% der Félle einen Proliferationsindex >10% (p=0,066) aufwiesen.

In Tabelle 15 sind Assoziationen von Ki-67 mit klinischen und histologischen Parametern

dargestellt.
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Tab. 15 Klinisch-pathologische Parameter und Expression von Ki-67

Variable Ki-67

<10%  >10% <20% >20% <30% >30%
Gesamt (n=97) 50 47 68 29 81 16
Malignitatsgrad
G1+G2 34 17 42 9 47 4
G3 16 30** 26 20** 34 12*
Alter (a)
<70 36 29 47 18 57 8
270 14 18 21 11 24 8
T-Stadium
T1-T2 34 28 45 17 54 8
T3-T4 16 19 23 12 27 8
N-Stadium
NO 37 28 49 16 56 9
N1-N3 13 19 19 13 25 7
Gesamtstadium
-1l 29 18 36 11 41 6
H-1v 21 29 32 18 40 10
Residualtumor
RO 44 30 57 17 66 8
R1+R2 6 17 11 12* 15 8*
Rezidiv (n=92)#
Nein 42 29 57 14 66 5
Ja 6 11 8 9* 11 6**

* Signifikante Assoziationen (Fisher Exakt-Test). * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001
# nur operativ behandelte Falle mit tumorfreiem Resektionsrand oder mikroskopischem Residualtumor mit Radiatio

Der erhohte Proliferationsindex zeigte sich bei allen Schwellenwerten mit dem histologischen
Malignitatsgrad assoziiert (10%: p=0,002; 20%: p=0,008; 30%: p=0,026). Weitere statistisch
signifikante Assoziationen ergaben sich zwischen erhohtem Ki-67-Proliferationsindex und
dem Vorhandensein von Residualtumor (10%: p=0,008; 20%: p=0,017; 30%: p=0,020), dem
Auftreten eines Rezidivs (20%: p=0,011; 30%: p=0,006), der erhéhten Expression von P53
(10%: p<0,001) sowie der Abwesenheit von C-KIT (10%: p=0,024; 20%: p=0,021; 30%:
p=0,001).

Bezlglich des Tumorstadiums wiesen Patienten in einem niedrigen Stadium (I oder I1) in
37,8% der Falle einen Proliferationsindex >10% auf, wéhrend dieser Anteil bei Patienten mit
einem hohen Stadium (111 oder V) bei 61,7% lag, ohne jedoch statistische Signifikanz zu
erreichen (p=0.068).
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Ferner konnte keine statistisch signifikante Korrelation des erhéhten Proliferationsindexes Ki-

67 mit dem Alter, dem T-Stadium, dem N-Stadium, HER2 und EGFR festgestellt werden.

4.2.2 P53, HER2, EGFR und C-KIT

Tabelle 16 zeigt die Verteilung der immunhistochemischen Marker auf die Entitaten.

Tab. 16 Immunhistochemie und Entitat

Entitat @ P53 C-KIT HER2 EGFR
<10% >10%| O  1+2+3+ | 0,1+ 2+3+|0,1+2+ 3+
Gesamt 83 12 41 55 67 31 62 35
ACC 24 1 23" 16 9 16 9
MEC 15 0 9 6 13 8
CXPA 5 7 5 9 6
SDC 7 3 11 0" 2 107 10 1
ACCC 10 1 2 8 8 3 10 1
PEC 4 1 4 1 3 2 1 4
MYEC 4 0 3 1 4 0 3 0
ADC 3 0 1 2 2 1 2 1
BCAC 2 0 0 3 3 0 2 1
LEC 2 1 2 1 3 0 1 2
occ 1 0 0 1 1 0 0 1
CAC 1 0 0 1 1 0 1 0
uDC 1 0 0 1 — — 1 0
PLGAC 1 0 0 1 1 0 1 0
ASC 1 0 0 1 1 0 0 1
Andere 20 2 10 13 19 3 12 10

ACC=Adenoid-zystisches Karzinom, MEC=Mukoepidermoidkarzinom, CXPA=Karzinom  aus pleomorphem  Adenom,
SDC=Speichelgangkarzinom, ACCC=Azinuszellkarzinom, PEC=Plattenepithelkarzinom, MYEC=Myoepitheliales Karzinom,
ADC=Adenokarzinom NOS, BCAC=Basalzelladenokarzinom, LEC=Lymphoepitheliales Karzinom, OCC=0Onkozytéres Karzinom,
CAC=Zystadenokarzinom, UDC=Undifferenziertes Karzinom, PLGAC=Polymorphes low-grade Adenokarzinom, ASC=Adenosquamdses
Karzinom

* Signifikante Assoziationen (Fisher Exakt-Test). * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

g Kreuztabelle vergleicht eine Entitat gegentiber Restkollektiv.

Eine Expression von P53 wurde in insgesamt 12 (12,6%) Féllen gefunden und wies eine

statistische Assoziation mit Karzinomen aus pleomorphen Adenomen (p=0,007) auf.
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Eine Immunpositivitat fur C-KIT wurde in insgesamt 55 (57%) Féllen gefunden und zeigte
sich stark (p=0,001) mit den adenoid-zystischen Karzinomen (92%) assoziiert, wohingegen
sich sémtliche Speichelgangkarzinome als C-KIT-negativ erwiesen (p=0,001). Mangel an C-
KIT trat ebenfalls gehduft in Mukoepidermoidkarzinomen (60%), Karzinomen aus
pleomorphen Adenomen (58%), Plattenepithelkarzinomen (80%) und myoepithelialen
Karzinomen (75%) auf.

HER2 war in insgesamt 31 (32%) Féallen exprimiert, zu 83% in Speichelgangkarzinomen
(p<0,001). Keine HER2-Expression fand sich beim myoepithelialen Karzinom, dem
Basalzelladenokarzinom, dem lymphoepithelialen Karzinom oder dem onkozytaren Karzinom
(Tab. 16).

EGFR zeigte sich in insgesamt 35 (36%) Féllen tberexprimiert, mit vermehrtem Auftreten
beim Plattenepithelkarzinom (80%) und dem Mukoepidermoidkarzinom (53%). Hingegen
waren die meisten Azinuszellkarzinome (91%) negativ fur EGFR.

In Tabelle 17 sind die Assoziation der immunhistochemischen Marker P53, C-KIT, HER2

und EGFR mit klinischen und histologischen Parametern dargestellt.
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Tab. 17 Klinisch-pathologische Parameter und immunhistochemische Marker

Variable P53 C-KIT HER2 EGFR
<10% >10% 0 1+,2+,3+ | 0,1+ 2+,3+ |0,1+2+ 3+

Gesamt 83 12 41 55 67 31 62 35

Malignitatsgrad

G1+G2 51 4 16 38 42 17 38 17

G3 32 8 25 17" 25 17 24 18

Alter (a)

<70 59 5 22 44 50 16 42 23

270 24 7 20 11** 17 15* 20 12

T-Stadium

T1-T2 53 7 25 37 43 20 44 18

T3-T4 30 5 17 18 24 11 18 17

N-Stadium

NO 58 8 21 45 49 18 44 23

N1-N3 25 4 21 10*** 18 13 18 12

Gesamtstadium

I+l 42 5 16 32 35 13 34 14

H+1V 41 7 25 23 32 18 28 21

Residualtumor

RO 67 6 30 45 54 21 51 25

R1+R2 16 6 11 10 13 10 11 10

Rezidiv (n=92)#

Nein 62 7 26 45 50 22 51 21

Ja 15 2 9 7 11 6 8 9

* Signifikante Assoziationen (Fisher Exakt-Test). * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001
# nur operativ behandelte Falle mit tumorfreiem Resektionsrand oder mikroskopischem Residualtumor mit Radiatio

Dabei korrelierte P53 mit der Présenz eines Residualtumors (p=0,029). Mangel an C-KIT
zeigte sich mit mit hohem (>70 Jahren) Alter (p=0,004), hohem Malignitétsgrad (p=0,002),
tumorpositiven Lymphknoten (p=0,002), hoher (>30%) Ki-67-Zellproliferation (p=0,001) und
Expression von HER2 (p=0,045) assoziiert. Die Expression von HER2 korrelierte neben dem
Mangel an C-KIT mit hohem (>70 Jahren) Alter (p=0,036). Fiir die EGFR-Uberexpression
konnten keine statistisch signifikanten Assoziationen mit klinischen oder histologischen
Faktoren festgestellt werden. Bei Patienten mit Stadium | oder Il zeigte sich in 29,8 % der
Félle eine Uberexpression von EGFR, wihrend Patienten mit Stadium 111 oder 1V in 44,7 %

der Falle eine Uberexpression von EGFR aufwiesen.
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4.2.3 Maspin

Die Maspinexpression wurde an den finf h&ufigsten Karzinomen (Adenoid-zystisches

Karzinom,  Mukoepidermoidkarzinom,  Karzinom aus pleomorphem  Adenom,
Speichelgangkarzinom und Azinuszellkarzinom) untersucht.

Wie aus Tabelle 18 entnommen werden kann wurde eine positive Maspinfarbung in 44 (60%)
Proben gefunden. Die positive Kernfarbung (51%) war héufiger als die positive
Zytoplasmafarbung (34%). Beim adenoid-zystischen Karzinom fand sich eine positive
Kernfarbung in 18 (72%) Féllen, eine positive Zytoplasmafarbung in lediglich 6 (24%)
Féllen. Beim Mukoepidermoidkarzinom und beim Karzinom aus pleomorphem Adenom
fanden sich hohe Anteile sowohl Maspin-positiver Kern- (73% und 67%) als auch
Zytoplasmafarbungen (60% und 67%). Das Speichelgangkarzinom zeigte eine
zytoplasmatische Maspinexpression in lediglich 2 Fallen, wahrend das Azinuszellkarzinom in

allen Féllen Maspin-negativ war.

Tab. 18 Maspinexpression in histologischen Subtypen

Entitat Maspin n+c Maspin n Maspin c Gesamt
Neg Pos Neg Pos Neg Pos
ACC 6 19 7 18 19 6 25
MEC 13 11 6 9 15
CXPA 10 4 8 4 8 12
SDC 8 2 10 0 8 2 10
ACCC 11 0 11 0 11 0 11
Gesamt 29 44 36 37 48 25 73

ACC=Adenoid-zystisches Karzinom, MEC=Mukoepidermoidkarzinom, CXPA=Karzinom aus pleomorphem Adenom,
SDC=Speichelgangkarzinom, ACCC=Azinuszellkarzinom
n=nukleére Farbung; c=zytoplasmatische Farbung; n+c=nukleare and zytoplasmatische Farbung

Fir die weitere assoziative Auswertung von Maspin wurden das adenoid-zystische Karzinom,

das Mukoepidermoidkarzinom und das Karzinom aus pleomorphem Adenom

zusammengefasst (Tab. 19).

76



Ergebnisse

Tab. 19 Klinisch-pathologische Parameter und Maspinexpression (n+c) fur
ACC, MEC und CXPA (n=52)

Variable Maspin negativ Maspin positiv P-Wert
Malignitatsgrad
G1+G2 5 28 NS
G3 5 14
Alter (a)
<70 8 33 NS
270 2 9
T-Stadium
T1-T2 5 27 NS
T3-T4 5 15
N-Stadium
NO 3 37 0,001
N1-N3 7 5
Gesamtstadium
-1l 2 24 NS
-1V 8 18
Residualtumor
RO 4 36 0,006
R1+R2 6 6
Rezidiv
Nein 7 35 NS
Ja 3 7
P53
Negativ 9 37 NS
Positiv 1 5
Gesamt 10 42

NS Nicht signifikant

In dieser Gruppe war der Verlust von Maspin (nukledr und zytoplasmatisch) mit
Lymphknotenmetastasen (p=0,001) und dem Vorhandensein von Residualtumor (p=0,006)
assoziiert. Keine signifikanten Korrelationen konnten mit dem Malignitatsgrad, dem Alter,
dem T-Stadium, dem Gesamtstadium, dem Auftreten eines Rezidivs und der Expression von
P53 festgestellt werden.

Bei Betrachtung des adenoid-zystischen Karzinoms separat, zeigte sich die negative
Maspinfarbung mit positiven Lymphknoten (p=0,001), erh6htem Tumorstadium (p=0,009)
und vorhandenem Residualtumor (p=0,006) assoziiert. Auch hier bestand keine signifikante

Korrelation zum Malignitatsgrad der Tumoren.
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4.3 Uberleben und Prognose - Klinisch-pathologische Parameter

Der durchschnittliche Beobachtungszeitraum lag bei bei 4,7 Jahren (Minimum 50 Tage,
Maximum 16,0 Jahre, Standardabweichung 3,7 Jahre) und ist fir die haufigsten

Tumorentitaten in Tabelle 20 dargestellt.

Tab. 20 Durchschnittlicher Beobachtungszeitraum

Entitat N Minimum | Maximum | Mittelwert | Standardabweichung
ACC 25 0,3 10,3 4,4 3,5
MEC 15 0,3 16,0 7,0 4,4
CXPA 13 0,8 10,9 53 3,5
SDC 12 0,6 8,7 3,1 2,8
ACCC 11 0,1 11,9 54 3,7
Andere 25 0,1 12,9 3,8 3,6
Insgesamt | 101 0,1 16,0 4,7 3,7

ACC=Adenoid-zystisches Karzinom, MEC=Mukoepidermoidkarzinom, CXPA=Karzinom aus pleomorphen Adenom,
SDC=Speichelgangkarzinom, ACCC=Azinuszellkarzinom

Insgesamt sind 21 Patienten an ihrem Karzinom verstorben. Die 5- und 10-

Jahresuberlebensrate aller Karzinome lag bei 76% bzw. 70% (Abb. 29).

Gesamtiberleben

=
o
|

o
Y
|

n=101

o o
» o
| |

Tumor-spezifisches Uberleben
o
b

o

[=)
o
o1 —

10 15
Jahre

Abb. 29 Gesamtiberleben aller untersuchten Karzinome.
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Tabelle 21 zeigt die Ergebnisse der univariaten Uberlebensanalyse (5- und 10-
Jahresiiberleben; statistische Signifikanzen fett gedruckt) fir die haufigsten Entitdten sowie

klinische und histologische Faktoren in dichotomisierter Unterteilung.

Tab. 21 Univariate Uberlebensanalyse klinischer und histologischer Variablen

Variable n N TSU % P-Wert
5 Jahre 10 Jahre | (log rank)

Gesamt 101 76 70

Entitét (76)

ACC 25 77 77 0,80

MEC 15 91 76

CXPA 13 76 76

SDC 12 61 —

ACCC 11 89 89

Geschlecht (101)

Méannlich 50 76 76 0.87

Weiblich 51 77 67

Alter (101)

<70 69 85 76 0,008

270 32 51 51

Lokalisation (101)

Kleine Spd+ Submandibularis 33 92 84 0,027

Parotis 68 68 63

Malignitatsgrad (101)

Gl+ G2 56 84 80 0,012

G3 45 65 56

T-Stadium (101)

T1-T2 65 85 80 0,003

T3-T4 36 60 50

N-Stadium (101)

NO 67 84 84 0,000

N1-N3 34 60 —

Gesamtstadium UICC (101)

-1l 48 88 88 0,001

H-1v 53 64 48

Residualtumor (101)

RO 78 88 80 0,000

R1+R2 23 26 —

ACC=Adenoid-zystisches Karzinom, MEC=Mukoepidermoidkarzinom, CXPA=Karzinom aus pleomorphen Adenom,
SDC=Speichelgangkarzinom, ACCC=Azinuszellkarzinom

TSU=Tumorspezifisches Uberleben

Spd=Speicheldriise

Unter den haufigsten Entitaten (Abb. 30) erwies sich das Speichelgangkarzinom (5-Jahres-

TSU 61%) als Tumor mit der schlechtesten Prognose, das Azinuszellkarzinom (5-Jahres-TSU
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89%) als derjenige mit der besten. Das adenoid-zystische Karzinom, das
Mukoepidermoidkarzinom und das Karzinom aus pleomorphem Adenom zeigten ahnliche
Langzeitliberlebensraten (10-Jahres TSU 75-77%). Statistisch signifikante Unterschiede

konnten zwischen den Entitaten jedoch nicht festgestellt werden (p=0,80).

Haufigste Entitaten

1,07 Entitat
G _IMACC (n=25)
a MEC (n=15)
08 _MICXPA (n=13)
e ."SDC (n=12)
2 ACCC (n=11)
$06- 0 e + -+ ACC-zensiert
S MEC-zensiert
2 -+ CXPA-zensiert
N 0,47 + SDC-zensiert
Q ACCC-zensiert
¢ P=0,80
o
£0,2
=]
'_

0,0 T T T

0 5 10 15
Jahre

Abb. 30 Uberleben der haufigsten Entitaten.

Fir das Geschlecht zeigten sich hinsichtlich des Uberlebens keine statistisch signifikanten
Unterschiede.

Beziiglich des Alters (Abb. 31) hingegen hatten alte Patienten (>70a) mit einer 5-Jahres-TSU
von 51% eine schlechtere Uberlebensrate als jiingere Patienten (<70a) mit einer 5-Jahres-TSU

von 85% (p=0,008).
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Abb. 31 Alter

Hinsichtlich der Lokalisation zeigten die Tumoren der GIl. submandibularis mit einer 5-
Jahres-TSU von 94% die beste Prognose (Abb. 32). Karzinome der Gl. parotis waren mit
einem signifikant schlechteren Gesamtlberleben assoziert (p=0,027) als die Tumoren der GI.

submandibularis und die der kleinen Speichelsdrisen (Abb. 33).
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Abb. 32 Lokalisation Abb. 33 Lokalisation
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Karzinome mit hohem Malignitatsgrad waren mit schlechteren Uberlebensraten assoziiert
(p=0,012) als Karzinome mit niedrigem und intermedidrem Malignitatsgrad (Abb. 35). Auch
die Einteilung der Karzinome in drei Malignitatsgrade (Abb. 34) zeigte signifikante (p=0,027)
prognostische Unterschiede. Hingegen konnte innerhalb der h&ufigsten Entitdten keine

Korrelation des Gradings mit dem Uberleben festgestellt werden (p>0,05).

Malignitatsgrad Malignitatsgrad

1,0 1,0
g c
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0,8 (n=27) 08— (n=59)
g 5
S G2 (n=26) 3
g 0,6_ g 0,6_ G3 (n:48)
N c
b G3 (n=48) i
N 0,4+ 0,41
g P=0,027 3
® ¢ P=0,012
o
£0,2-] 20,2
= =

00 I I T 0,0 T I T

0 5 10 15 0 5 10 15
Jahre Jahre
Abb. 34 Malignitatsgrad Abb. 35 Malignitatsgrad

Beziiglich des TMN-Stadiums (Abb. 36-41) erwiesen sich alle Kategorien von prognostischer
Bedeutung. Insgesamt korrelierten Fernmetastasen (p=0,000), positive Lymphknoten
(p=0,000) und das fortgeschrittene (111+1V) Tumorgesamtstadium (p=0,001) am starksten mit
niedrigeren Uberlebensraten, gefolgt von groReren (T3, T4) T-Stadien (p=0,003) (Abb. 37,
39, 41). Das T4-Stadium (Abb. 36) zeigte dabei ein besseres Uberleben (5-Jahres-TSU 66%)
als das T3-Stadium (5-Jahres-TSU 56%). Beim Nodalstatus zeigte der N2-Befall ein deutlich
schlechteres 5-Jahres-TSU von 44% (Abb. 38) im Gegensatz zum N1-Befall (5-Jahres-TSU
89%). Beim Gesamtstadium war vor allem Stadium IV (Abb. 40) mit einer schlechteren

Uberlebensrate (5-Jahres-TSU 54%) assoziiert.
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T-Stadium

T-Stadium
l,O— l,o_
S T1 (n=24) c
o g T1+T2 (n=65)
90,8 @ 0,8
5 T2 (n=41) =%
[}
2 o
D —n—o—o—o? _14 5
2067 (=14 £0,6-
< < T3+T4 (n=36)
0 ”n
'§0,4— T3 (n=22) 504
o
% 0 P=0.
5 P=0,012 S 0.003
£0,27 £0,2
> =}
= =
0,0 T T T 0,0 T T 1
0 5 10 15 0 5 10 15
Jahre Jahre
Abb. 36 T-Stadium Abb. 37 T-Stadium
N-Status N-Status
1,0
N1 (n=14
S (n=14) S NO (n=67)
o Qo
< NO (n=67) 20,8
(] (]
o) o]
D D
3 $0,6—
= °
@ N2 (n=17) @
E 0,4 "qn: 0.4 N1+N2+N3 (n=34)
?’ N3 (n=3) P=0,000 ?’
g 0.2 g 0.2 P=0,000
=} =}
~ -
0,0 T T T 0,0 T T T
0 5 10 15 0 5 10 15
Jahre Jahre
Abb. 38 N-Status Abb. 39 N-Status

83



Ergebnisse

Gesamtstadium Gesamtstadium
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Als sehr starker negativer Prediktor (p=0,000) erwies sich die Prdasenz von Residualtumor
(R1+R2) nach chirurgischer Therapie (Abb. 43). Dabei zeigte auch der mikroskopische
Residualtumor (R1) eine deutlich schlechtere Uberlebensrate (5-Jahres-TSU 46%) (Abb. 42)

als die Resektion ,,in sano* (R0) (5-Jahres-TSU 88%).
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Abb. 42 Residualtumor Abb. 43 Residualtumor
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4.4 Uberleben und Prognose - Immunhistochemische Parameter

4.4.1 Ki-67, P53, HER2, EGFR und C-KIT

Tabelle 22 zeigt die Ergebnisse der univariaten Uberlebensanalyse fiir die

immunhistochemischen Variablen Ki-67, P53, HER2, EGFR und C-KIT.

Tab. 22 Univariate Uberlebensanalyse immunhistochemischer Variablen

Variable n n TSU% P-Wert
5Jahre | 10 Jahre | (log rank)

Ki-67 (97)

<10% 50 86 81 0,011

> 10% 47 64 64

Ki-67 (97)

< 20% 68 83 79 0,004

> 20% 29 58 58

Ki-67 (97)

< 30% 81 83 80 0,000

> 30% 16 32 —

P53 (95)

P53 <10% 83 75 72 0,69

P53 >10% 12 74 74

Her2/neu (98)

0, 1+ 67 80 76 0,36

2+, 3+ 31 60 60

EGFR (97)

0, 1+, 2+ 62 85 85 0,011

3+ 35 62 56

C-KIT (96)

0 41 63 54 0,014

1+, 2+, 3+ 55 84 84

TSU=Tumorspezifisches Uberleben

Fir Ki-67 (Abb. 44-46) erwies sich die proliferative Aktivitat in mehr als 30% der Zellen mit
einer 5-Jahres-TSU von 32% als starkster negativer prognostischer Faktor (p=0,000). Jedoch
waren auch Tumoren mit Ki-67>10% (p=0,011) und Ki-67>20% (p=0,004) mit statistisch

signifikant schlechterem Gesamtiiberleben assoziiert. Bei separater Untersuchung der
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haufigsten Entitdten (ACC, MEC, CXPA, SDC, ACCC) ergaben sich fir erhohte Ki-67-
Werte keine statistisch signifikanten Korrelationen mit dem Uberleben.
Fir P53 (Abb. 47) konnte kein statistisch signifikanter Einfluss auf das Uberleben festgestellt

werden.
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Fur die Uberxpression von HER2 (Abb. 48) konnten zwar niedrigere 5-Jahres
Uberlebensraten (60%) im Gegensatz zur fehlenden Expression (5-Jahres-TSU 80%)
beobachtet werden, jedoch blieb die Diskrimination ohne statistische Signifikanz (p=0,36).

Anders verhielt es sich bei EGFR und C-KIT (Abb. 49, 50). Bei EGFR zeigte sich die
Uberexpression (3+) mit signifikant schlechterem (p=0,011) Gesamtiiberleben assoziiert,
wahrend bei C-KIT der Mangel an C-KIT-Expression schlechtere (p=0,014) Uberlebensraten

aufwies.
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Zusatzlich zum Gesamtkollektiv wurden die hdufigsten Entitdten auch separat untersucht.
Wenn auch in den meisten Féllen auf Grund der geringen Fallzahl ohne statistische
Signifikanz, so konnten doch die zuvor erwahnten prognostischen Einflisse der
Uberexpression von EGFR, des Mangels an C-KIT und der erhéhten proliferativen Aktivitét
bei einzelnen Histologien identifiziert werden. Beim Mukoepidermoidkarzinom zeigten sich
Mangel an C-KIT (p=0,13) und Positivitat fir HER2 (p=0,002) mit schlechterem Uberleben
assoziiert. Zusatzlich war hier der Mangel an C-KIT mit fortgeschrittenem Tumorstadium
assoziiert (p=0,021). Beim Karzinom aus pleomorphen Adenom zeigte sich ein
prognostischer Einfluss von C-KIT (p=0,13), EGFR (p=0,03) und KI-67 (p=0,22). Beim
Azinuszellkarzinom korrelierte die Negativitat fir C-KIT (p=0,008) ebenfalls mit
schlechteren Uberlebensraten. Im Gegensatz dazu konnte beim adenoid-zystischen Karzinom
sowie dem Speichelgangkarzinom kein prognostischer Einfluss der Rezeptortyrosinkinasen
demonstriert werden.

In  der multivariaten Analyse (Cox Regression) Klinischer, histologischer und

immunhistochemischer Variablen (Tab. 23) erwiesen sich die hohe (>30%) Expression von
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Ki-67 (p=0,002), die Prasenz von Residualtumor (p=0,006), die Uberexpression von EGFR
(p=0,026) sowie das fortgeschrittene Tumorstadium (p=0,041) als stdrkste prognostische
Faktoren fiir das tumor-spezifische Uberleben. Innerhalb dieser vier Variablen korrelierte das
fortgeschrittene Tumorstadium mit der Prdsenz von Residualtumor (r=0,42) in der
Rangkorrelation nach Spearman. Die Expression von Ki-67 und EGFR hingegen zeigten sich

als unabhéngige prognostische Parameter.

Tab. 23 Multivariate Analyse (Cox regression — schrittweise riickwarts): P-Werte

Variable (n) Kodierung Multivariaten (n=96)
Schritt 1 | Schritt 2 | Schritt 3 | Schritt 4 | HR (95% CI)

Alter (101) <70y /=70y 0.613 0.626 0.453 1.53 (0.50-4.68)
Malignitétsgrad (101) G1+G2/G3 0.765 0.784 1.21 (0.31-4.71)
Gesamtstadium (101) 1+ N+ 0.080 0.081 0.058 0.041 3.81 (1.05-13.80)
Residualtumor (101) RO/ R1+R2 0.008 0.007 0.006 0.006 5.30 (1.63-17.25)
Ki-67 (97) <30% / >30% 0.031 0.026 0.017 0.002 5.50 (1.83-16.52)
EGFR (97) 0,1+,2+/ 3+ 0.046 0.046 0.039 0.026 3.04 (1.14-8.10)
HER2 (98) 0,1+/2+,3+ 0.152 0.155 0.144 0.066 2.65 (0.94-7.46)
C-KIT (96) 1+,2+,3+/0 0.893 0.91 (0.30-3.99)

n=Patientenanzahl; HR=Hazard Ratio; Cl=Konfidenzintervall,

5.4.1 Maspin

Beziiglich Maspin wurden Uberlebensanalysen fiir das adenoid-zystische Karzinom als
haufigste Entitat separat und in Kombination mit dem Mukoepidermoidkarzinom und dem
Karzinom aus pleomorphem Adenom durchgefiihrt, da diese drei Histologien eine &hnliche

(mittlere) Prognose besitzen.

Adenoid-zystisches Karzinom

Beim adenoid-zystischen Karzinom (ACC) zeigte sich der Verlust nukledren Maspins (Abb.

51) in der univariaten Analyse mit schlechterem Uberleben assoziiert (p=0,037) wahrend der
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Verlust zytoplasmatischen Maspins (Abb. 52) ohne statistisch signifikanten Einflus (p=0,27)
blieb. Den starksten prognostischen Einfluss (p=0,005) beim adenoid-zystischen Karzinom
zeigte der kombinierte Verlust sowohl des nukledren als auch zytoplasmatischen Maspins

(Abb. 53) mit einem 5-Jahres-Uberleben von 31,3%.
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Adenoid-zystisches Karzinom, Mukoepidermoidkarzinom und Karzinom aus pleomorphem

Adenom

In dieser Gruppe zeigte die negative nuklare Maspinexpression (Tab. 24, Abb. 54-56)
ebenfalls signifikant geringere Uberlebensraten als die positive Farbung (p=0,037), im
Gegensatz zu den Ergebnissen des zytoplasmatischen Maspinverlusts (p=0,59). Der Verlust
sowohl nukleéren als auch zytoplasmatischen Maspins erwies sich auch in diesem Kollektiv

am starksten mit geringerem Uberleben assoziiert (p=0,002).

Tab. 24 Univariate Analyse von Maspin beim ACC, MEC und CXPA

Variable n n TSU% P-Wert
5Jahre | 10 Jahre | (log rank)

Maspin ¢ (n=52)

Negativ 29 80 73 0,59

Positiv 23 83 83

Maspin n (n=52)

Negativ 15 69 0,037

Positiv 37 86 86

Maspin n+c (n=52)

Negativ 10 54,0 0,002

Positiv 42 87,6 87,6

TSU=Tumorspezifisches Uberleben

ACC, MEC, CXPA Maspin (c) ACC, MEC, CXPA Maspin (n)
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Abb. 54 Maspin (zytoplasmatisch) Abb. 55 Maspin (nukleér)
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Abb. 56 Maspin (nukleér und zytoplasmatisch)

In der multivariaten Uberlebensanalyse (Tab. 25) dieser Gruppe, unter Hinzunahme der
klinischen Parameter Alter, T-Stadium, N-Stadium, R-Status, zeigte sich das Alter (p=0,005)
als stérkster prognostischer Faktor, gefolgt von Verlust sowohl nukledren als auch
zytoplasmatischen Maspins (p=0,036). In der Spearman Rangkorrelationsbestimmung
korrelierte der Verlust von Maspin mit tumorpositiven Lymphknoten (r=0,54) und dem
Vorhandensein von Residualtumor (r=0,43), wohingegen sich das Alter>70 Jahre als

unabhéngiger prognostischer Parameter in diesem Tumorkollektiv erwies.

Tab. 25 Uni- und multivariate Analyse klinisch-pathologischer Variablen und Verlust von
Maspin mittels Cox Regressionsanalyse

Variable Negativer Univariate Analyse Multivariate Analyse
Prediktor Hazard Ratio (95% Cl) P-Wert Hazard Ratio (95% CI) P-Wert
Alter >70a 5.20 (1.38 — 19.54) 0.015 15.22 (2.23 — 103.72) 0.005
T-Stadium T3-T4 8.12 (1.65 — 39.98) 0.010 8.27 (0.63 — 108.95) 0.11
N-Stadium N+ 3.09 (0.83 — 11.55) 0.093 0.27 (0.03 — 2.30) 0.23
R-Status R+ 10.91 (2.69 — 44.29) 0.001 3.98 (0.49 — 32.27) 0.20
Maspin Verlust 6.39 (1.71 — 23.93) 0.006 9.88 (1.16 — 84.25) 0.036

Cl Konfidenzintervall
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Methodik

Karzinome der Speicheldrisen unterscheiden sich von anderen soliden Tumoren vor allem
durch die sehr groRe Anzahl an histologischen Subtypen (24 nach WHO 2005) [Barnes et al.,
2005]. Dies hat zur Folge, dass bestimmte Histologien dieser ohnehin seltenen Tumoren in
sehr geringen Fallzahlen auftreten, welche keine statistisch validen Auswertungen zulassen.
So fanden sich in der eigenen Studie insgesamt 15 verschiedene Entitaten, von den 10 eine
Fallzahl weniger als 5 aufwiesen. Dies erklart die Schwéche dieser Studie und der Studien zu
prognostischen Faktoren bei Speicheldriisenkarzinomen im Allgemeinen. Die meisten der in
der Literatur beschriebenen Untersuchungen beschrénken sich entweder auf die haufigsten
Subtypen wie das adenoid-zystische Karzinom [Khan et al., 2001; da Cruz Perez et al., 2006]
oder das Mukoepidermoidkarzinom [Auclair et al., 1992; Skalova et al., 1994a] oder
beschreiben prognostische Parameter im Gesamtkollektiv bestehend aus verschiedenen
Entitaten [Therkildsen et al., 1998; Terhaard et al., 2004; Bhattacharyya and Fried, 2005].
Letztere Vorgehensweise ermoglicht zwar hohere und somit statistisch auswertbare
Fallzahlen, jedoch beziehen sich die Ergebnisse auf ein inhomogenes Kollektiv
verschiedenster Tumorsubtypen, welche unterschiedliche klinische Verlaufe und Prognosen
aufweisen koénnen. In der vorliegenden Untersuchung wurde einerseits das Gesamtkollektiv
von 101 Malignomen untersucht, andererseits wurden die funf haufigsten Entitaten (ACC,
MEC, CXPA, SDC, ACCC) separat ausgewertet. Da diese Einzelgruppen mit Ausnahme des
adenoid-zystischen Karzinoms (n=25) zwischen 11 und 14 Tumoren umfassen, ist die
statistische Aussagekraft der separaten Auswertungen limitiert. Dennoch zahlt die vorliegende

klinisch-pathologische Analyse mit 101 Karzinomen zu den gréReren monozentrischen
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Studien, da es sich bei den Analysen mit hoheren Fallzahlen oftmals um Auswertungen
landesweiter Tumorregister handelt [Therkildsen et al., 1998; Wahlberg et al., 2002;
Terhaard et al., 2004; Luukkaa et al., 2005]. Diese wurden rein retrospektiv und ohne
zusétzliche experimentelle  (Immunhistochemie, Molekularbiologie) Untersuchungen
durchgefuhrt.

Aufgrund der sehr geringen Fallzahlen einzelner Karzinomentitdten stellt die exakte
Zuordnung des histologischen Subtyps fur den Pathologen in der Routinediagnostik eine
groRe Herausforderung dar. In vielen Fallen unterstiitzen immunhistochemische
Untersuchungen durch spezifische Expressionsmuster diese Subtypisierung [Meer and Altini,
2007] und so sollte auch in dieser Studie die Entitaten-spezifische Expression der
verwendeten aktuellen Marker beurteilt werden. Ein weiterer Grundgedanke dieser Arbeit
war, immunhistochemische Parameter zu evaluieren, welche unabhangig vom histologischen
Subtyp eine Aussage bezlglich der Prognose des betroffenen Patientens zulassen.

Die Verwendung immunhistochemischer Analysen besitzt grundsétzlich einige spezifische
Vorzige: Die Untersuchungstechnik ist in der Routine weit verbreitet, die Kosten sind relativ
gering, die immunhistochemischen Schnittpréparate sind einfach aufzubewahren und die
Diagnostik erfolgt an einem laboriblichen Lichtmikroskop. Als nachteilig zu werten ist
dagegen die unterschiedliche Sensitivitdt und Spezifitdt der verwendeteten Antikorper, die
Anwendung eines subjektiven  Scoringsystem sowie der hohe Einfluss der
Aufbereitungsmethoden.

Eine Mdglichkeit der zusétzlichen Standardisierung immunhistochemischer Farbungen
besteht in der Verwendung von computergesteuerten Féarbeautomaten wie dies in der
vorliegenden Arbeit geschehen ist. Diese erméglichen sichere, konstante und reproduzierbare
Féarbungen sowohl im diagnostischen Routineablauf, vor allem aber auch im Rahmen von
vergleichenden Studien mit hoheren Fallzahlen. Darlber hinaus verkirzt sich der zeitliche

Aufwand pro Férbung.
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Ein struktureller Kritikpunkt der Arbeit besteht im retrospektiven Studiendesign. Dieses
beinhaltet in einigen Fallen eine unvollstdndige Datenerfassung. Systemische Irrtimer der
Auswahl, die sogenannte Bias, konnen nicht ausgeschlossen werden. Neue, bisher nicht
bekannte prognostische Faktoren sind zumeist nicht gleichmaRig auf Test- und
Kontrollgruppe verteilt, weshalb ihre statistische Relevanz gelegentlich fraglich scheint
[Lorenz, 1981]. Auch beim eigenen Patientenkollektiv handelt es sich nicht um eine
homogene Test bzw. Kontrollgruppe gleicher Fallzahl, vielmehr ist es wie oben beschrieben
durch zahlreiche Subgruppen verschiedener Speicheldriisenkarzinome in unterschiedlichen
Fallzahlen gekennzeichnet. So konnte eine verdnderte Zusammensetzung des Kollektivs
moglicherweise einen Einfluss auf die Prognoseergebnisse der untersuchten neuen
immunhistochemischen Parameter haben.

Trotz struktureller Nachteile sind retrospektive Untersuchungen dennoch von unverzichtbarer
Bedeutung, zumal, wenn sie mit zusétzlichen experimentellen Untersuchungen, wie in dieser
Arbeit erfolgt, korreliert werden. Gerade explorative Analysen kodnnen Hypothesen
formulieren, die dann in prospektiven Studien validiert werden [Lorenz, 1981]. So wird in
dieser Studie an Speicheldrisenkarzinomen unter anderem die Expression von
Rezeptortyrosinkinasen untersucht, die als Angriffspunkte aktueller molekularbiologischer
Antikdrpertherapien dienen und Gegenstand prospektiver klinischer Studien sind [Hotte et al.,
2005; Laurie and Licitra, 2006; Locati et al., 2008].

Um die Volistandigkeit der Daten, vor allem derer im Langzeitverlauf, weitestgehend zu
gewahrleisten, wurde ein Grofdteil der Patienten personlich telefonisch kontaktiert bzw.

Kontakt mit den behandelten Hausérzten aufgenommen.
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Deskriptive Analyse - Klinisch-pathologische Parameter

5.2.1.1 Tumorhistologie

Unter 101 Patienten mit einem malignen epithelialen Tumor der Speicheldrisen konnten 15
verschiedene Entitaten differenziert werden, wobei das adenosquamdse Karzinom als Entitat
nicht in der WHO-KIassifikation aufgefuhrt ist, sein histologisches Wachstumsmuster jedoch
keinem anderen Tumor eindeutig zuzuordnen war. Das adenoid-zystische Karzinom erwies
sich mit 24,8% als haufigste Histologie und liegt damit im oberen Bereich der in der Literatur
angegebenen 10-27% fur diesen Tumor [Ellis and Auclair, 1996; Loning and Jakel, 2004;
Terhaard et al., 2004; Luukkaa et al., 2005]. Es folgte das Mukoepidermoidkarzinom mit
einem Anteil wvon 149%. Fir dieses Karzinom sind in den grof3en
Speicheldrisentumorregister des ,,Armed Forces Institute of Pathology* (AFIP) sowie des
deutschen Referenzinstituts der Universitdt Hamburg hohere Anteile von 35% bzw. 25%
beschrieben [Ellis and Auclair, 1996; Loning and Jakel, 2004]. Das Karzinom aus
pleomorphem Adenom liegt mit einem Anteil von 12,9% etwas (ber den in der Literatur
angegeben 3,4-10% [Ellis and Auclair, 1996; Loning and Jakel, 2004; Luukkaa et al., 2005].
Die Haufigkeit der diagnostizierten Azinuszellkarzinome (10,9%) wiederum entspricht den
beschriebenen 4-17% flr diesen Subtyp [Eveson and Cawson, 1985; Wahlberg et al., 2002;
Luukkaa et al., 2005]. Das Adenokarzinom wurde in dlteren Evaluationen mit einem Anteil
von bis zu 20% oftmals als zweithdufigster maligner Tumor angegeben [Ellis and Auclair,
1996]. Dabei wurden in dieser Gruppe auch Tumoren beschrieben, die heute eher anderen,

spezifischeren Subtypen wie z.B. dem duktalen Adenokarzinom (Speichelgangkarzinom) oder
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dem polymorphen low-grade Adenokarzinom zugeordnet wirden [Auclair and Van der Wal,
2005]. Aktuellere Studien bezifferten das Adenokarzinom NOS auf 3,4-10% [Speight and
Barrett, 2002; Luukkaa et al., 2005]. In der vorliegenden Untersuchung fanden sich lediglich
3 Adenokarzinome von Typ NOS (2,9%), hingegen lag der Anteil der
Speichelgangkarzinome bei 11,9%. Die Verteilung der Plattenepithelkarzinome (5%),
myoepithelialen Karzinome (4%) und die der restlichen Entitaten entspricht den in der
Literatur angefihrten Hé&ufigkeiten [Eveson and Cawson, 1985; Spiro, 1986; Ellis and
Auclair, 1996].

Die Auswertung des eigenen Patientenguts bezliglich der Entitadten ergab somit abgesehen
von dem geringeren Anteil an Mukoepidermoidkarzinomen ein représentatives

Verteilungsmuster.

5.2.1.2 Lokalisation, Alters- und Geschlechtsverteilung

Zwei Drittel der Speicheldriisenkarzinome entstammen der GIl. parotis, die restlichen
Tumoren verteilen sich zu etwa gleichen Anteilen auf die GI. submandibularis und die kleinen
Speicheldriisen [Eveson et al., 2005; Luukkaa et al., 2005]. Dieses Verteilungsmuster konnte
auch in der vorliegenden Arbeit bestétigt werden. 67% der Karzinome entstanden demnach in
der Obhrspeicheldrise, 17% in der GI. submandibularis und 16% in den kleinen
Speicheldrisen. Unter den Tumoren der kleinen Speicheldrisen fanden sich entsprechend den
Angaben in der Literatur [Spiro, 1986; Terhaard et al., 2004; Pires et al., 2007] der Gaumen
und der Mundboden/Zungengrund als hdufigste Lokalisation. Der hohe Anteil der adenoid-
zystischen Karzinome an den Tumoren der Gl. submandibularis (53%) unterstreicht dessen
bevorzugte Lokalisation in dieser Drise [Eveson and Cawson, 1985; Di Palma et al., 2006].
Auffallig erscheint das Mukoepidermoidkarzinom, welches sich in dieser Studie zu 73% in

den kleinen Speicheldrisen manifestierte, Gblicherweise aber bevorzugt in den groflen
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Speicheldrisen lokalisiert liegt. Sein Anteil an allen Karzinomen der kleinen Speicheldriisen
lag mit 69% etwas Uber den Angaben von YIH et al. (47,9%) und PIRES et al. (51,9%),
wonach es sich in der Regel bei jedem zweiten Karzinom der kleinen Speicheldriisen um ein
Mukoepidermoidkarzinom handle [Yih et al., 2005; Pires et al., 2007].

Die WHO gibt fur Patienten mit malignen Speicheldriisentumoren ein durchschnittliches
Erkrankungsalter von 47 Jahren an [Eveson et al., 2005]. Dagegen lag das Erkrankungsalter in
der eigenen Untersuchung mit einem Mittelwert von 58,9 Jahren deutlich héher, was zum Teil
auf den erheblichen Anteil an Speichelgangkarzinomen zurtickzufiihren ist. So wurde fir
diese Tumoren ein auffallend hohes Erkrankungsalter von 72,9 Jahren ermittelt, welches die
Angaben der WHO (lber 50 Jahre) sowie die einer Studie von JAEHNE et al. (62,5 Jahre)
deutlich Ubertrifft [Brandwein-Gensler et al., 2005; Jaehne et al., 2005]. Das relativ junge
Erkrankungsalter der Patienten mit einem Mukoepidermoidkarzinom von durchschnittlich
48,9 Jahren entspricht in etwa den in der WHO angegebenen 45 Jahren [Goode and El-
Naggar, 2005]. Generell zeigte sich ein hohes Patientenalter mit high-gade Tumoren
assoziiert.

Im Gegensatz zur WHO, die bei Speicheldriisenkarzinomen ein Uberwiegen des weiblichen
Geschlechts beschreibt [Eveson et al., 2005], fand sich in der vorliegenden Untersuchung
insgesamt ein ausgewogenes Verhéltnis zwischen mannlichen und weiblichen Patienten.
Jedoch zeigten sich auch hier tumorsubtypspezifische Geschlechtsvariationen. So betrafen das
Karzinom aus pleomorphem Adenom und das Speichelgangkarzinom bevorzugt das
mannliche Geschlecht, wéahrend das Mukoepidermoidkarzinom, das Azinuszellkarzinom und
das adenoid-zystische Karzinom, letzteres vor allem bei Befall der GI. submandibularis, eher

beim weiblichen Geschlecht auftraten.
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5.2.1.3 Klinische Symptomatik - Schmerzen und Fazialisparese

Ubliche ,,Leitsymptome* fur malignes Wachstum wie rapid-progressives Wachstum bzw.
Wachstumsschiibe, Schmerzen, Fazialisparese, Lymphknotenmetastasen oder
Hautinfiltrationen gelten flr Speicheldriisenkarzinome nur bedingt, da sich 65-80% aller
Speicheldriisenmalignome als singuléare Raumforderung ohne zusétzliche Symptome — analog
zu den benignen Tumoren — préasentieren [Lang et al., 2005b]. SPIRO and SPIRO bezifferten
das Auftreten von Schmerzen bei einem Malignom der Ohrspeicheldrise auf 12-32% im
Gegensatz zu 2,5-4% bei benignen Verdnderungen, weshalb Schmerzangaben dennoch als
Hinweis auf einen malignen Prozess gewertet werden sollten [Spiro and Spiro, 2003]. In den
eigenen Untersuchungen konnte bei 40% der Patienten eine Schmerzempfindung - zumeist
intermittierend, ziehend und stechend - anamnestisch eruiert werden, ohne signifikante
Zuordnung zu bestimmten Histologien. Fur das aufgrund seiner Tendenz zu perineuralem
Wachstum oftmals mit Schmerzen einhergehende adenoid-zystische Karzinom [El-Naggar
and Huvos, 2005] lag der Anteil bei 48%. Palpatorisch imponierten die meisten Karzinome
des untersuchten Kollektivs als derbe, schmerzlose und zum Teil schlecht verschiebliche
Raumforderungen.

Von den 68 Patienten mit einem Karzinom der Gl. parotis zeigten 8 Patienten (12%) eine
partielle oder komplette Fazialisparese zum Zeitpunkt der Erstvorstellung. Dies entspricht
exakt den Angaben von ENEROTH, der bei 46 von 378 Patienten (12%) mit
Parotismalignomen das Vorliegen einer Fazialisparese beobachten konnte [Eneroth, 1972].
TERHAARD et al. ermittelten bei 324 Patienten einen Anteil von 21% mit einer
praoperativen Fazialisparese und beschrieben eine Korrelation dergleichen mit héheren T-
und N-Stadien [Terhaard et al., 2006]. Dieser Zusammenhang konnte in der eigenen
Untersuchung bestatigt werden, wéhrend ein vermehrtes Auftreten von Fazialisparesen bei

adenoid-zystischen Karzinomen [EI-Naggar and Huvos, 2005] nicht belegt werden konnte.
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Hingegen fand sich bei den duktalen Adenokarzinomen mit 27% (3 von 11) ein relativ hoher
Anteil an Fazialisparesen zum Diagnosezeitpunkt, entsprechend den von DELGADO et al.

angegebenen 25% und mehr [Delgado et al., 1993].

5.2.1.4 Grading

Ein fir alle Speicheldrisen allgemeingultiges Graduierungssystem (Grading) der
histologischen Malignitdt konnte aufgrund der groflen Vielfalt an strukturellen und
zytologischen Differenzierungsformen bislang nicht etabliert werden. So ist nicht geklart, ob
ein dreigliedriges (G1, G2, G3) oder ein zweigliedriges (low-grade, high-grade) System
angewandt werden soll.

Nach dem in der vorliegenden Untersuchung praktizierten Graduierungssystem wurde
insgesamt 48% der Tumoren ein hoher Malignitatsgrad (G3) zugeschrieben, was in etwa mit
den Angaben vergleichbarer Studien (47-51%) Ubereinstimmt [Zbaren et al., 2003; Lima et
al., 2005]. Diese Karzinome zeigten sich entsprechend den Ergebnissen von RODRIGUEZ-
CUEVAS et al. und ARMSTRONG et al. mit dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen
und fortgeschrittenen Tumorstadien assoziiert [Armstrong et al., 1992; Rodriguez-Cuevas et
al., 1995].

Unter den adenoid-zystischen Karzinomen fanden sich 36% vom soliden (G3) Typ, wéhrend
von den Mukoepidermoidkarzinomen leglich ein Tumor (6,7%) als high-grade Kklassifiziert
wurde. Beim Karzinom aus pleomorphem Adenom entsprach die maligne Komponente in
77% der Falle einem hochmalignen (G3) Tumor, was die Forderung mancher Autoren [Lewis
et al., 2001; Loning and Jakel, 2004], dieses Karzinom generell als hochmaligne zu

klassifizieren, erklart.

100



Diskussion

Eine Korrelation des durchgefuhrten Gradings mit klinischen Parametern konnte flr diese
Subtypen nicht festgestellt werden. Als Grund hierfur darf sicherlich auch ihre geringe

Fallzahl angefuihrt werden.

5.2.1.5 GroRe und Nodalstatus

Bezliglich TumorgroRe, Nodalstatus und Fernmetastasen ergab sich fir das Gesamtkollektiv
eine représentative Verteilung vergleichbar anderer Arbeiten [Kokemuller et al., 2004; Lima
et al., 2005]. GroRere Tumoren (T3,T4) waren mit Lymphknotenmetastasierungen,
Fazialisparesen und positiven Resektionsstaten assoziiert (siehe unten).

Die Inzidenz von Lymphknotenmetasen lag mit 34% etwas Uber den in der Literatur
angegebenen 18-28% [Zbaren et al., 2003]. Assoziationen zwischen Lymphknotenmetastasen
und TumorgrélRe, Malignitatsgrad sowie bestimmten histologischen Subtypen [Armstrong et
al., 1992; Rodriguez-Cuevas et al., 1995; Brandwein et al., 2002; Lima et al., 2005] konnten
in den eigenen Untersuchungen bestatigt werden. Wahrend groRe (T3,T4) Tumoren zu 47%
von tumorpositiven Lymphknoten begleitet waren lag dieser Anteil fir kleine (T1,T2)
Tumoren bei lediglich 26%. Ebenso fanden sich bei Tumoren mit hohem Malignitatsgrad
(G3) in 50% der Falle positive Lymphknoten gegentber 11% bei Tumoren mit niedrigem
Malignitatsgrad (G1+G2), was mit den Ergebnissen von BRANDWEIN et al. (62% zu 15%)
vergleichbar ist [Brandwein et al., 2002]. Patienten mit einem Speichelgangkarzinom zeigten
in 75% der Falle Lymphknotenmetastasen. Die Tendenz dieser Entitdt zur friihzeitigen
nodalen Metastasierung ist bekannt und mit 59-80% beziffert [Barnes et al., 1994; Seifert,
1997; Jaehne et al., 2005]. Ferner fand sich im eigenen Kollektiv eine Assoziation zwischen
Lymphknotenmetastasen und dem vermehrten Auftreten von Fazialisparesen sowie
Residualtumoren, was fur das aggressive, diffus-infitrative Wachstum der entsprechenden

Tumoren spricht.
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Da sich die Einteilung des Tumorgesamtstadiums aus den Faktoren T, N und M ergibt, war

auch ein héheres Stadium (111,1VV) mit Residualtumoren und Fazialisparesen assoziiert.

5.2.1.6 Therapie und Resektionsstatus

Die Standardtherapie resezierbarer Karzinome der groRen und kleinen Speicheldriisen besteht
in der chirurgischen Resektion des Karzinoms [Licitra et al., 2003]. Karzinome der GI.
parotis sollten dabei in Form einer totalen Parotidektomie therapiert werden, was auch bei den
eigenen Patienten in 84% der Falle geschehen ist. Die Entscheidung, ob eine Parotidektomie
konservativ unter Erhalt des N. facialis oder radikal mit Resektion desgleichen durchgefiihrt
wird, sollte unter anderem vom Malignitatsgrad und vom Tumorstadium abhéngig gemacht
werden. Tendenziell hat sich hierbei in den letzten Jahren eher ein konservativeres VVorgehen
etabliert [Bell et al., 2005]. Im eigenen Patientengut wurden 47% der totale Parotidektomien
radikal mit teilweiser Resektion des N. facialis durchgefiihrt, wobei sich die betroffenen
Patienten mehrheitlich (58%) in einem fortgeschrittenen Tumorstadium befanden.

Die Entscheidung zur chirurgischen Entfernung der Lymphknoten (Neck dissection) basiert
auf dem Vorhandensein klinisch und radiologisch malignomverdéchtiger Lymphknoten,
ferner der Histologie, der TumorgroRe sowie dem Malignitatsgrad des Primartumors [Medina,
1998]. Auch in der eigenen Studie waren Lymphknotenmetastasen mit fortgeschrittener
Tumorgrolle, high-grade-Tumoren sowie mit Speichelgangkarzinomen assoziiert (siehe
5.2.1.5). Insgesamt wurde bei 70 (69%) Patienten eine Neck dissection durchgefihrt,
insbesondere bei Patienten mit fortgeschrittenem Tumorstadium (86%) oder bei high-grade-
Malignomen (85%).

Bezlglich des Resektionsstatus wurde ein Residualtumor (R1 oder R2) nach chirurgischer
Therapie in etwa 20% der eigenen Patienten festgestellt, was unterhalb den Angaben von

BELL et al. und THERKILDSEN et al. liegt, welche positive Tumorresektionsrénder in 29%
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bzw. 52% ihrer Patienten fanden [Therkildsen et al., 1998; Bell et al., 2005]. Die Présenz
positiver Resektionsrdnder war in der eigenen Untersuchung stark mit fortgeschrittenen
Tumorstadien verbunden, was durch die oftmals eingeschrankte Mdglichkeit einer radikalen
Operation der betroffenen Patienten zu erklaren ist.

Insgesamt wurde bei 59% der Patienten eine adjuvante Strahlentherapie durchgefihrt,
insbesondere bei Patienten mit vorhandenem mikroskopischem Residualtumor (93%) und in
fortgeschrittenen Tumorstadien (74%). Dies spiegelt die Forderung wider, eine postoperative
Strahlentherapie vor allem bei groBeren und invasiveren Karzinomen, bei
Lymphknotenmetastasen, bei high-grade-Histologien und bei Prasenz von Residualtumoren
durchzufuhren [Licitra et al., 2003; Terhaard et al., 2005]. Obwohl zahlreiche retrospektive
Untersuchungen eine bessere lokale Tumorkontrolle durch eine adjuvante Strahlentherapie
postulierten [Pohar et al., 2005; Terhaard et al., 2005], bleibt der Einfluss der Radiatio auf
das Langzeitiiberleben von Patienten mit Speicheldriisenkarzinomen aufgrund fehlender
prospektiver, randomisierter Studien unklar. In der bislang gré3en retrospektiven Serie an 498
Patienten ergaben sich flr die Patienten mit Chirurgie plus adjuvanter Strahlentherapie trotz
schlechterer prognostischer Begleitparameter (Lymphknotenmetastasen, hohere Stadien)
héhere Raten fir die lokale Tumorkontrolle (5-Jahre 94%, 10-Jahre 76%) im Vergleich zu

den Patienten ohne adjuvante Radiatio (5-Jahre 84%, 10-Jahre 76%) [Terhaard et al., 2005].

5.2.1.7 Rezidiv

Die Rezidivrate fur Karzinome der Speicheldriisen wird mit 20-43% angegeben [Harbo et al.,
2002; Godballe et al., 2003; Lima et al., 2005; Pohar et al., 2005], wobei es sich in etwa zwei
Drittel der Falle um Lokalrezidive handelt. LIMA et al. berichteten dabei Uber eine
Assoziation des Rezidivs mit hohem Malignitatsgrad sowie fortgeschrittenem Tumorstadium

[Lima et al., 2005]. Im eigenen Kollektiv trat bei insgesamt 18 Patienten (19,6%) ein Rezidiv
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auf mit einem durchschnittlichen rezidivfreien Intervall von 18,5 Monaten. Jedoch handelte es
sich bei diesen Rezidiven mehrheitlich um sekunddre Fernmetastasen (61%). Dies konnte
wiederum indirekt auf eine verbesserte lokale Tumorkontrolle durch die adjuvante Radiatio
hinweisen. Eine statistisch signifikante Assoziation des Rezidivauftretens mit dem
Malignitatsgrad oder dem Tumorstadium konnte zwar nicht festgestellt werden, jedoch
befanden sich 76% der vom Rezidiv betroffenen Patienten in einem fortgeschrittenen

Tumorstadium und 56% der Patienten litten an einem hochmalignen (G3) Tumor.

5.2.2 Deskriptive Analyse - Immunhistochemische Parameter

5.2.2.1 Ki-67

In der Literatur finden sich zahlreiche Studien, welche die proliferative Aktivitdt von
Speicheldriisenkarzinomen mittels Ki-67 (MIB-1) bestimmten. Dabei wurden zur dichotomen
Unterscheidung zwischen erhdhter und nicht erhéhter Proliferationsrate Schwellenwerte (SW)
von 4% [Nordgard et al., 1997], 10% [Skalova et al., 1994a; Hellquist et al., 1997], 20%
[Luukkaa et al., 2006], 25% [Jaehne et al., 2005] und 50% [Luukkaa et al., 2006] festgesetzt.
In der eigenen Untersuchung sollten deshalb vergleichend die Schwellenwerte 10%, 20% und
30% untersucht werden.

Erhohte Proliferationsindizes wurden flr das adenoid-zystische Karzinom (75% bei SW 4%),
das Speichelgangkarzinom (73% bei SW 25%) sowie das Karzinom aus pleomorphem
Adenom (35 bei SW 10%) angegeben [Nordgard et al., 1997; Lewis et al., 2001; Jaehne et
al., 2005]. Eine niedrigere proliferative Aktivitdt wurde dem Azinuszellkarzinom (23% bei
SW 10%) und dem Mukepidermoidkarzinom (8% bei SW 20%) zugeordnet [Skalova et al.,
19944; Skalova et al., 1994b; Luukkaa et al., 2006]. Im eigenen Kollektiv fand sich bei 48%
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aller Karzinome eine proliferative Aktivitat in mehr als 10% der Zellen (SW 10%), in 16%
der Félle konnte sogar eine sehr hohe proliverative Aktivitat (Ki-67>30%) festgestellt werden.
Bei den Tumoren mit hochster Proliferationsrate handelte es sich um das
Plattenepithelkarzinom (80% bei Ki-67>30%) und das lymphoepitheliale Karzinom (100%
bei Ki-67>30%). Auch das Speichelgangkarzinom zeigte in 25% der Falle einen
Proliferationsindex von Ki-67>30%. Eine signifikant niedrige Proliferationsrate ergab sich
hingegen auch in dieser Studie fiir das Mukoepidermoidkarzinom (7% bei Ki-67>10%). Beim
adenoid-zystischen Karzinom und dem Azinuszellkarzinom fand sich eine mittlere
proliferative Aktivitat. Zwar wiesen 44% der adenoid-zystischen Karzinome einen Ki-67-
Index tber 10% auf, jedoch nur 16% der Tumoren einen Index Uber 20%, vergleichbar dem
Azinuszellkarzinom (18% bei Ki-67>20%).

Erwartungsgemé&R war der erhohte Proliferationsindex bei allen Schwellenwerten mit dem
histologischen Malignitatsgrad assoziiert, da die proliferative Aktivitat der Zellen (z.B.
Mitoserate) auch ein Kriterium des Gradings darstellt.

Daneben zeigte sich ein erhohtes Ki-67 bei allen Schwellenwerten mit der Prdsenz von
Residualtumor und der Negativitat fir C-KIT assoziiert. Tumoren mit Ki-67>20% und Ki-
67>30% korrelierten zudem mit dem Auftreten eines Rezidivs. Tumoren mit Ki-67>10%
korrelierten mit der Expression von P53 und konnten in etwa zwei Drittel der Falle
fortgeschrittenen Tumorstadien zugeordnet werden. Die Bestimmung der erhdhten
proliferativen Aktivitat mittels Ki-67 scheint somit auf aggressiv wachsende Karzinome

hinzuweisen.

5.2.2.2 P53

Die Expression von P53 bei Karzinomen der Speicheldriisen wurde in den letzten Jahren

ebenfalls wiederholt untersucht. Als Schwellenwerte zur Abgrenzung zwischen negativer und
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positiver P53-Expression dichotomisierter Auswertungen wurden dabei 5% [Gallo et al.,
1995; da Cruz Perez et al., 2006], 10% [Karja et al., 1997] und 20% [Luukkaa et al., 2006]
verwendet. Hohe Pravalenzen positiver P53-Expression fanden sich beim adenoid-zystischen
Karzinom (69%-80%), dem Speichelgangkarzinom (75%), dem Azinuszellkarzinom (79%-
83%) und dem Mukoepidermoidkarzinom (67%-78%) [Gallo et al., 1995; Karja et al., 1997;
Luukkaa et al., 2006]. Vereinzelt wurde eine Assoziation der Expression von P53 mit
regionalen Metastasen und Fernmetastasen sowie mit hohem Malignitatsgrad beschrieben
[Gallo et al., 1995; Kiyoshima et al., 2001]. Im eigenen Kollektiv lag der Anteil P53-positiver
Tumoren mit 13% aller Karzinome deutlich niedriger, wobei sich die héchste Pravalenz bei
den Karzinomen aus pleomorphen Adenomen (42%) fand. Ferner waren P53-positive
Tumoren mit der Prasenz von Resiualtumoren assoziiert. Eine Korrelation von P53 mit dem

Tumorstadium oder dem Malignitatsgrad konnte nicht festgestellt werden.

5.2.2.3 HER2

In 32% aller untersuchten Karzinome konnte eine Expression (2+ und 3+) von HER2 (ErbB-
2) gefunden werden. Dabei lag die hochste Prévalenz bei den Speichelgangkarzinomen mit
einer Positivitat in 83% der Félle, was die Ergebnisse von GLISSON et al. mit einer
Expression in ebenfalls 83% ihrer Speichelgangkarzinome unterstreicht [Glisson et al., 2004]
und die morphologische Verwandtschaft dieser Histologie zum duktalen Mammakarzinomen
verdeutlicht. Das adenoid-zystische Karzinom zeigte eine HER2-Expression in 36% der Falle,
das Mukoepidermoidkarzinom in 13%, das Karzinom aus pleomorphem Adenom in 30% und
das Azinuszellkarzinom in 27% der Falle. In der Literatur ist eine Assoziation der HER2-
Expression mit Lokalrezidiven und Fernmetastasen fir das Mukoepidermoidkarzinom [Press

et al., 1994] und das Speichelgangkarzinom [Jaehne et al., 2005] beschrieben, was in den
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eigenen Untersuchungen nicht bestédtigt werden konnte. Hier fand sich hingegen eine

Korrelation der HER2-Positivitat mit hohem Patientenalter und der Negativitét fur C-KIT.

5.2.24 EGFR

In den Literatur angegebene Daten zur Expression von EGFR (ErbB-1) bei
Speicheldrusenkarzinomen variieren von 37% bis 85% [Gibbons et al., 2001; Vered et al.,
2002; Katopodi et al., 2003; Sorensen et al., 2006]. Hohe Expressionsraten wurden fir das
adenoid-zystische Karzinom (77%-85%) und das Mukoepidermoidkarzinom (77%-78%)
angegeben [Gibbons et al., 2001; Vered et al., 2002; Sorensen et al., 2006]. Die
Vergleichbarkeit dieser verschiedenen Studien gestaltet sich jedoch schwierig, da
unterschiedliche Evaluationskriterien angewandt wurden. In der vorliegenden Studie erfolgte
die Interpretation der EGFR-Reaktivitat nach den sogenannten Herceptest™-Kriterien, so
dass lediglich die starke (3+) Membranfarbung als Uberexpression von EGFR gewertet
wurde. Diese Uberexpression fand sich in 36% der untersuchten Karzinome. Bei den
adenoid-zystischen ~ Karzinomen lag die Uberexpression bei 36%, bei den
Mukoepidermoidkarzinomen bei 53%, was den Ergebnissen von KATOPODI et al. mit 36%
bzw 56% bei diesen Entitaten entspricht [Katopodi et al., 2003]. Eine hohe Prévalenz der
EGFR-Uberexpression fand sich bei den Plattenepithelkarzinomen (80%). Karzinome aus
pleomorphen Adenomen exprimierten in 46% EGFR, wahrend die Speichelgangkarzinome
und die Azinuszellkarzinome EGFR leglich in jeweils 9% exprimierten. Eine Assoziation der
EGFR-Uberexpression mit anderen klinisch-pathologischen Faktoren konnte nicht festgestellt

werden.
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5225 C-KIT

Eine Immunpositivitat fur C-KIT (CD117) fand sich in 55 (57%) Féllen und zeigte sich stark
mit den adenoid-zystischen Karzinomen (92%) assoziiert, wodurch die hohe C-KIT-
Expression dieser Histologie in friiheren Untersuchungen (80-100%) bestétigt wurde [Holst et
al., 1999; Jeng et al., 2000; Penner et al., 2002; Mino et al., 2003; Freier et al., 2005]. Eine
hohe Expressionsrate von C-KIT ergab sich mit 80% auch bei den Azinuszellkarzinomen,
hingegen waren alle Speichelgangkarzinome C-KIT-negativ. Far das
Mukoepidermoidkarzinom und das Karzinom aus pleomorphem Adenom konnte eine C-KIT-
Expression in 40% bzw. 42% ermittelt werden. Wie auch beim Mammakarzinom [Tsutsui et
al., 2006] korrelierte der Mangel an C-KIT mit Lymphknotenmetastasen, hohem Alter, high-
grade-Malignomen, hoher proliferativer Aktivitdt (Ki-67) und Expression von HER2.
Mangelnde C-KIT-Expression scheint somit mit Tumorentdifferenzierung und aggressivem

Tumorwachstum assoziiert zu sein.

5.2.2.6 Maspin

Bei dem Serinproteaseinhibitor Maspin handelt es sich um ein neuartiges Protein mit
vielschichtiger Tumorsuppressoraktivitat, welches durch préapaptotisches P53 hochreguliert
wird [Wang et al., 2007]. Im Gegensatz zu Studien von LONARDO et al. und CHO et al., die
eine negative Korrelation der Maspinexpression mit P53 beim Adenokarzinom der Lunge
sowie dem Plattenepithelkarzinom der Zunge fanden [Lonardo et al., 2006; Cho et al., 2007],
konnte in den eigenen Untersuchungen an Speicheldrisenkarzinomen keine derartige
Korrelation festgestellt werden. Eine Expresion von Maspin wurde fir verschiedene
menschliche Tumoren wie dem Mammakarzinom, dem Lungenkarzinom oder auch dem
Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereiches beschrieben [Yasumatsu et al., 2001;
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Umekita et al., 2002; Lonardo et al., 2006]. Kritisch jedoch bleibt die Interpretation des
immunhistochemischen Farbemusters (zytoplasmatisch, nukleér). So kann Maspin etwa beim
Mammakarzinom im Zytoplasma lokalisiert sein aber auch im Zellkern, in den sekretorischen
Vesikeln und an der Zelloberfache [Bailey et al., 2006]. Je nach Lokalisation kdnnen
unterschiedliche Funktionen zugeteilt werden (siehe 2.3.5).

Bei den Karzinomen der Speicheldriise wurden sowohl nukledre als auch zytoplasmatische
Féarbemuster beschrieben [Navarro Rde et al., 2004; Martins et al., 2005; de Araujo et al.,
2006; Nakashima et al.,, 2006]. In der eigenen Untersuchung zeigte sich beim
Mukoepidermoidkarzinom und beim Karzinom aus pleomorphem Adenom eine hohe nuklére
Maspinexpression von einer hohen zytoplasmatischen Expression begleitet. Beim
Speichelgangkarzinom war die nukleédre Farbung in allen Fallen negativ, die zytoplasmatische
Féarbung in nur zwei Féllen (20%) positiv. Dies mag auf die hohe Malignitat dieses Tumors
mit frihzeitiger Metastasierung und schlechter Prognose hinweisen [Jaehne et al., 2005]. Das
niedrigmaligne Azinuszellkarzinom wiederum, das aus neoplastischen Zellen mit serdser
azinarer Differenzierung besteht, zeigte weder eine nukledre noch zytoplasmatische Farbung.
Diese mangelnde Maspinexpression wurde auch fur das Azinuszellkarzinom des Pankreas
beschrieben [Maass et al., 2001]. Beim adenoid-zystischen Karzinom konnte entsprechend
den Arbeiten von NAVARRO et al. und NAKASHIMA et al. sowohl eine nukledre als auch
eine zytoplsmatische Expression von Maspin beobachtet werden, wobei die nukledre Farbung
haufiger auftrat als die zytoplasmatische [Navarro Rde et al., 2004; Nakashima et al., 2006].
In der Gruppe von Speicheldrisenkarzinomen mit mittlerem Malignitatsgrad (Adenoid-
zystisches Karzinom, Mukoepidermoidkarzinom, Karzinom aus pleomorphem Adenom) fand
sich der Verlust vor allem des nukledren Maspins mit Lymphknotenmetastasen und
Residualtumoren assoziiert. Die Korrelation zwischen negativer Maspinfarbung und
Lymphknotenmetastasen wurde bereits fiur das orale Plattenepithelkarzinom und das

Adenokarzinom der Prostata beschrieben [Xia et al., 2000; Machtens et al., 2001] und
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unterstreicht den hemmenden Effekt Maspins auf die Tumorinvasivitdt, Motilitdt und
Metastasierung. Fur das adenoid-zystische Karzinom separat konnte eine statistisch
signifikante Assoziation des Maspinverlusts mit dem soliden Subtyp, wie sie von
NAKASHIMA et al. beschrieben wurde [Nakashima et al., 2006], nicht identifiziert werden,
obwohl die Maspinféarbung beim tubuléren und kribriformen Typ h&aufiger (81%) auftrat als

beim soliden Subtyp (67%).

5.2.3 Uberleben und Prognose - Klinisch-pathologische Parameter

Das tumorspezifische Gesamtuberleben (TSU) aller 101 untersuchten
Speicheldrusenkarzinome lag bei 76% nach 5 Jahren und 70% nach 10 Jahren und liegt damit
im oberen Bereich der Uberlebensstatistiken groBer Krebsregister (Schweden, Finnland,
Danemark und Holland) mit Uberlebensraten von 56-78% nach 5 Jahren und 50-70% nach 10
Jahren [Therkildsen et al., 1998; Wahlberg et al., 2002; Terhaard et al., 2004; Luukkaa et al.,
2005].

H&aufig erwéhnte klinisch-pathologische Prognosefaktoren fur Speicheldrisenkarzinome
umfassen das TNM-Stadium, das Patientenalter, die Tumorlokalisation, den histologischen
Tumortyp, den Malignitatsgrad sowie die Therapieform [Therkildsen et al., 1998; Renehan et
al., 1999; Bhattacharyya and Fried, 2005].

In  den eigenen Untersuchungen zeigten sich in der univariaten Analyse
Lymphknotenmetastasen, das Tumorstadium und die Prasenz von Residualtumor als stérkste
prognostische Parameter, gefolgt von der TumorgréRe, Alter, Malignitatsgrad und
Lokalisation. Kein statistisch signifikanter prognostischer Einfluss konnte fir den
histologischen Tumortyp und das Geschlecht festgestellt werden. Die Therapieform wurde

aufgrund der Heterogenitét der untersuchten Gruppe und der fehlenden Vergleichbarkeit nicht
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ausgewertet. So wurde z. B. eine adjuvante Strahlentherapie vorrangig bei den Patienten
durchgefunhrt, die sich in einem forgeschrittenen Stadium befanden, high-grade Tumoren oder

positive Resektionsstaten aufwiesen und somit ohnehin eine schlechtere Prognose besafen.

5.2.3.1 Histologischer Subtyp

Unter den héufigsten Tumorhistologien des eigenen Patientenguts erwies sich das
Azinuszellkarzinom mit einer 5-Jahres- und 10-Jahres-TSU von 89% als Tumor mit der
hichsten Uberlebensrate und bestétigte somit die gute Prognose dieser Histologie in
vorausgehenden Untersuchungen [Wahlberg et al., 2002; Terhaard et al., 2004]. Die
schlechte Prognose des Speichelgangkarzinoms lieR sich ebenfalls mit einer 5-Jahres-TSU
von 61% erkennen, jedoch konnten die in der Literatur beschriebenen infausten
Uberlebensraten dieses Karzinoms von unter 30% nach 5 Jahren [Lewis et al., 1996; Hosal et
al., 2003] nicht bestatigt werden. Fiir das adenoid-zystische Karzinom (5-Jahres-TSU 77%,
10-Jahres-TSU 77%), das Mukoepidermoidkarzinom (5-Jahres-TSU 91%, 10-Jahres-TSU
76%) sowie das Karzinom aus pleomorphem Adenom (5-Jahres-TSU 76%, 10-Jahres-TSU
76%) ergaben sich vergleichbare, mittlere Uberlebensraten. Diese Ergebnisse entsprechen der
mit insgesamt 2465 Patienten bislang grofiten Studie zum Langzeitiiberleben von
Speicheldrusenkarzinomen von WAHLBERG et al., die fur das adenoid-zystische Karzinom,
das Mukoepidermoidkarzinom und das Karzinom aus pleomorphem Adenom 10-Jahres-
Uberlebensraten von 74% bzw. 80% und 73% fanden [Wahlberg et al., 2002]. Die
Einordnung des adenoid-zystischen Karzinoms und des Karzinoms aus pleomorphem
Adenom als hochmaligne Tumoren, wie dies andere Autoren [Zbaren et al., 2003; Lima et al.,
2005] empfehlen, scheint nicht gerechtfertigt. Insgesamt ergab sich unter den haufigsten
Histologien kein statistischer signifikanter Unterschied beziiglich des Uberlebens, was

sicherlich auch in der geringen Fallzahl begriindet liegt.
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5.2.3.2 Lokalisation und Alter

In friiheren Jahren wurde immer wieder den Tumoren der kleinen Speicheldriisen und denen
der GIl. submandibularis eine schlechtere Prognose zugeschrieben als denen der GI. parotis
[Spiro et al., 1973; Nascimento et al., 1986]. In der vorliegenden Studie hingegen zeigten
Tumoren der GI. parotis ein schlechters Gesamttiberleben als die der Gl. submandibularis und
der Kkleinen Speicheldriisen. KOKEMULLER et al., die zu &hnlichen Ergebnissen kamen,
fuhrten als Erklarung hierfir die aufgrund der anatomischen Né&he zur Schédelbasis
schwieriger zu erreichende RO-Resektion bei Parotis-Tumoren an [Kokemuller et al., 2003].
Zum anderen scheint sich in den letzten Jahren die Prognose der Submandibularis-Tumoren
durch eine umfassende lokale Tumorresektion mit gleichzeitiger Durchfuhrung einer Neck
dissection verbessert zu haben [Vander Poorten et al., 1999a; Wahlberg et al., 2002]. So fand
sich auch in der eigenen Untersuchung eine exzellente Prognose (5-Jahres-TSU 94%) fiir
diese Karzinome.

Patienten mit einem Alter von Uber 70 Jahren zum Zeitpunkt der Diagnose wiesen in der
eigenen Studie eine schlechtere Uberlebensrate auf als jiingere. Entsprechendes wird auch in
anderen Serien berichtet [Terhaard et al., 2004; Luukkaa et al., 2005]. SPIRO et al. stellten
dazu die Vermutung auf, dass der Einfluss des Alters durch den héheren Anteil hochmaligner
Histologien in dieser Altersgruppe erklart werden koénnte [Spiro et al., 1989]. Auch in der
vorliegenden Untersuchung war das hohe Alter mit high-grade Tumoren im Allgemeinen und

dem hochmalignen Speichelgangkarzinom im Speziellen assoziiert.

5.2.3.3 Grading

Ein Einfluss des Malignitatsgrades auf die Prognose von Speicheldriisenkarzinomen konnte in

einigen Studien nachgewiesen werden [Hocwald et al., 2001; Harbo et al., 2002; Zbaren et
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al., 2003; Lima et al., 2005], wobei sich die Graduierungssysteme unterschieden. So
benutzten HARBO et al. und ZBAREN et al. ein zweigradiges Gradingsystem [Harbo et al.,
2002; Zbaren et al., 2003], wéhrend etwa LIMA et al. ein dreigradiges
Graduieruierungssystem anwendeten [Lima et al., 2005]. Die in dieser Studie durchgefuhrte
Gaduierung (G1-G3) der Tumoren hat sich als sinnvoll erwiesen und zeigte sowohl fur die
zweigradige (G1+G2/G3) als auch fir die dreigradige (G1/G2/G3) Unterteilung signifikante
Unterschiede in der univariaten Analyse ohne jedoch eine prognostische Relevanz in der
multivariaten Analyse zu erreichen. Wihrend fiir niedrigmaligne Tumoren ein 5-Jahres-TSU
von 90% dokumentiert werden konnte, lag das 5-Jahres-TSU der hochmalignen Tumoren bei
nur noch 65%. Bezlglich des Gradings einzelner Entitdten konnte weder fiir das adenoid-
zystische Karzinom noch fur das Mukoepidermoidkarzinom oder das Karzinom aus
pleomorphem Adenom ein signifikanter Einfluss festgestellt werden. Weitere Aussagen zur
Berechtigung einer Graduierung dieser Tumoren kdnnen aufgund der zu geringen Fallzahl

jedoch nicht gemacht werden.

5.2.3.4 TNM-Stadium

Tumorgrolle, Nodalstatus und Tumorgesamtstadium gelten als stérkste prognostische
Parameter [Spiro and Huvos, 1992; Therkildsen et al., 1998; Bhattacharyya and Fried, 2005;
Luukkaa et al., 2005], wobei der Présenz von Lymphknotenmetastasen ein starkerer negativer
Einfluss zuzuordnen ist als der fortgeschrittenen TumorgroRe [Therkildsen et al., 1998]. Der
prognostische Wert des TNM-Stadiums konnte in der vorliegenden Untersuchung vollauf
bestatigt werden. Sowohl hohere T-Stadien (T3,T4), Lymphknotenmetastasen als auch
fortgeschrittene Gesamtstadien (I11, I\V) waren in der univariaten Analyse hoch signifikant mit
einer schlechteren Uberlebensprognose assoziiert. Das Stadium erwies sich zudem als starker

prognostischer Faktor in der multivariaten Analyse. Beziglich des T-Stadiums konnte flr T4-
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Tumoren keine Verschlechterung der Prognose gegeniiber T3-Tumoren beobachtet werden.
Dies ist moglicherweise auf die Tatsache zurlckzufihren, dass oftmals auch kleinere
Tumoren aufgrund einer Infiltration der Haut, des Unterkiefers oder des N. facialis als T4-
Tumoren (T4a) klassifiziert werden (UICC 2002), diese jedoch bei radikaler Resektion der
betroffenen  Strukturen durchaus eine gute Prognose haben koénnen. Bei den
Lymphknotenmetastasen scheint vor allem der Befall von mehr als einem Lymphknoten (N2)
die Prognose deutlich zu verschlechtern. Dementsprechend geht das Tumorgesamtstadium 1V

mit signifikant schlechterem Uberleben der Patienten einher.

5.2.3.5 Resektionsstatus

Wie zu erwarten war, konnte die hohe prognostische Aussagekraft der Prdsenz von
Residualtumoren (R1+R2) nach chirurgischer Therapie bestétigt werden. Dabei korrelierten
auch mikroskopische Residualtumoren (R1) mit einer schlechteren Uberlebensrate gegeniiber
einer Resektion ,,in sano“. Der positive Resektionsstatus war sowohl in uni- als auch
multivariater Analyse mit signifikant schlechterem Uberleben assoziiert. Dieser Umstand
wurde zuvor bereits in zahlreichen Studien beschrieben [Therkildsen et al., 1998; Renehan et

al., 1999; Vander Poorten et al., 1999b].

5.2.4 Uberleben und Prognose - Immunhistochemische Parameter

5.2.4.1 Ki-67

Die prognostische Relevanz der mittels Ki-67 (MIB-1) immunhistochemisch bestimmten
proliferativen Aktivitadt bei Karzinomen der Speicheldriisen ist seit l&ngerem bekannt. So
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zeigte sich ein erhohtes Ki-67-Expressionsmuster sowohl bei einzelnen Entitaten wie dem
Azinuszellkarzinom [Hellquist et al., 1997], dem Mukoepidermoidkarzinom [Skalova et al.,
1994a; Rapidis et al., 2007], dem adenoid-zystischen Karzinom [Norberg-Spaak et al., 2000;
Luukkaa et al., 2006] oder dem Speichelgangkarzinom [Hellquist et al., 1994] als auch bei
aus unterschiedlichen Subtypen bestehenden Gesamtkollektiven [Luukkaa et al., 2006] mit
schlechterer Prognose assoziiert. Dabei wurden jedoch zur dichotomen Unterscheidung
zwischen erhdhter und nicht erhéhter Proliferationsrate verschiedenste Schwellenwerte (SW)
von 4% [Nordgard et al., 1997], 10% [Skalova et al., 1994a; Hellquist et al., 1997], 20%
[Luukkaa et al., 2006], 25% [Jaehne et al., 2005] und 50% [Luukkaa et al., 2006] festgesetzt.
In der eigenen Untersuchung sollten deshalb die Schwellenwerte 10%, 20% und 30% in ihrem
Einfluss auf die Prognose verglichen werden.

Bei samtlichen Schwellenwerten konnte fir das Gesamtkollektiv eine prognostische Relevanz
von Ki-67 festgestellt werden, wobei sich in der univariaten Analyse eine proliferative
Aktivitat in mehr als 30% der Zellen (Ki-67>30%) am statistisch signifikantesten (p=0,000)
mit schlechteren Uberlebensraten assoziiert zeigte, gefolgt von einer Proliferation in mehr als
20% der Zellen (P=0,004) und mehr als 10% der Zellen (P=0,011). Dariiber hinaus erwies
sich Ki-67>30% als starkster unabhé&ngiger prognostischer Parameter in der multivariaten
Analyse, starker als die anerkannten Faktoren Stadium, Residualtumor und Malignitatsgrad
[Ettl et al., 2008a; Ettl et al., 2008b].

Bei separater Untersuchung der hdufigsten Entitaten (ACC, MEC, CXPA, SDC, ACCC)
konnten zwar tendenziell schlechtere Uberlebensraten fiir erhohte Ki-67-Werte festgestellt

werden, jedoch ohne statistische Signifikanz zu erreichen.
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5.2.4.2 P53

Fir die prognostische Relevanz der immunhistochemischen Bestimmung des mutierten
Tumorsuppressors P53 finden sich in der Literatur widersprichliche Ergebnisse. So zeigte
sich in einer Untersuchung von GALLO et al. an einem Kollektiv von insgesamt 46
Karzinomen unterschiedlicher Entitaten die Aberration von P53 mit Lymphknotenmetastasen,
Fernmetastasen und niedrigeren Gesamtuberlebensraten assoziiert [Gallo et al., 1995].
Ahnlich konnten DA CRUZ PEREZ et al. eine Korrelation der P53-Expression mit
schlechterer Prognose an 80 adenoid-zystischen Karzinomen feststellen, wahrend JAEHNE
et al. bei Speichelgangkarzinomen eine Assoziation der P53-Expression mit Rezidiven,
Fernmetastasen und schlechteren Gesamtlberlebensraten dokumentierten [Jaehne et al.,
2005; da Cruz Perez et al., 2006]. Im Gegensatz dazu konnte in anderen Studien an
Speichelgangkarzinomen [Felix et al., 1996], Karzinomen aus pleomorphen Adenomen
[Lewis et al., 2001] oder auch an gemischten Kollektiven [Luukkaa et al., 2006] keine
Korrelation der P53-Expression mit dem Uberleben gefunden werden. In der eigenen Studie
zeigte sich kein prognostischer Einfluss der Positivitéat fir P53, wobei insgesamt lediglich 12
Tumoren P53 exprimierten. Somit bleibt die prognostische Bedeutung von P53 fir

Speicheldriisenkarzinome weiter unklar.

5.2.4.3 HER2

Die prognostische Relevanz von HER2 (ErbB-2) bei Speicheldriisenkarzinomen ist unklar
und scheint modglicherweise vom histologischen Subtyp abhéngig zu sein. So wurde eine
Assoziation der HER2-Uberexpression mit friher Rezidivierung, Fernmetastasierung und
niedrigeren Uberlebensraten fiir das Mukoepidermoidkarzinom [Press et al., 1994] und das

Speichelgangkarzinom [Felix et al., 1996; Jaehne et al., 2005] beschrieben. DI PALMA et al.
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vermuteten, dass die HER2-Amplifikation und Uberexpression ein frithzeitiger Schritt der
Kanzerogenese bei der Entstehung von high-grade-Karzinomen in pleomorphen Adenomen
sei, vergleichbar der Entstehung des invasiven duktalen high-grade-Mammakarzinoms, das
gehduft aus HER2-positiven duktalen high-grade-Karzinomen in situ entsteht [Di Palma et
al., 2005]. Eine prognostische Bedeutung dieser HER2-Expression bei Karzinomen aus
pleomorphen Adenomen konnte jedoch in einer Studie von LEWIS et al. an 69 Karzinomen
nicht festgestellt werden [Lewis et al., 2001]. Ebenso fand sich keine Korrelation der HER2-
Expression mit schlechteren Uberlebensraten beim adenoid-zystsichen Karzinom [Khan et al.,
2001; da Cruz Perez et al.,, 2006]. In der eigenen Untersuchung zeigte sich beim
Mukoepidermoidkarzinom entsprechend den Ergebnissen von PRESS et al. eine Korrelation
der HER2-Expression mit schlechterem Uberleben [Press et al., 1994]. Hingegen konnte kein
prognostischer Einfluss der HER2-Expression beim adenoid-zystischen Karzinom und beim
Karzinom aus pleomorphem Adenom festgestellt werden. Beim Speichelgangkarzinom
konnte den beiden verstorbenen Patienten zwar eine HER2-Expression nachgewiesen werden,
statistisch signifikant war dieser Umstand jedoch nicht. Im Gesamtkollektiv zeigte sich fir die
HER2-positiven Karzinome eine geringere Uberlebensrate (5-Jahres-TSU 60%) als fiir die

HER2-negativen (5-Jahres-TSU 80%), jedoch auch hier ohne statistische Signifikanz.

5.2.4.4 EGFR

Eine Korrelation der EGFR-Uberexpression mit schlechterem Uberleben wurde bisher bei
verschiedenen Tumoren wie dem Bronchialkarzinom, dem Kolonkarzinom oder auch dem
Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereiches beschrieben [Normanno et al., 2006]. In der
bisher einzigen Studie zur prognostischen Bedeutung von EGFR (ErbB-1) bei
Speicheldrusenkarzinomen von SORENSEN et al. konnte jedoch keine Korrelation der

Expression des Tyrosinkinaserezeptors mit schlechterm Uberleben festgestellt werden
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[Sorensen et al., 2006]. Diese Arbeitsgruppe hatte die zytoplasmatische und membrandse
Reaktivitdt zusammengefasst und Farbeintensitaten der Stérke 2+ und 3+ als positiv definiert.
Im Gegensatz dazu wurde in der eigenen Studie ausschliellich die starke (3+)
Membranfarbung als positiv gewertet. Die Evaluation verschiedener Kriterien zur
Dichotomisierung der semiquantitativen Farbeintensitdten in der univariaten Analyse ergab,
dass lediglich die starke (3+) Reaktivitdt von EGFR signifikant mit schlechterer Prognose
korrelierte. Diese Ergebnisse konnten in der multivariaten Analyse bestatigt werden. Hier
erwies sich die EGFR-Uberexpression als unabhéngiger prognostischer Parameter [Ettl et al.,
2008a]. In der Analyse der histologischen Subgruppen ergab sich ein signfikanter Einfluss der
EGFR-Expression beim Karzinom aus pleomorphem Adenom, wahrend das adenoid-
zystische Karzinom, das Mukoepidermoidkarzinom, das Speichelgangkarzinom sowie das
Azinuszellkarzinom keine Korrelationen erkennen liel3en.

Da EGFR Ziel neuartiger spezifischer Antikorpertherapien ist, bedarf es weiterer Studien, um
die prognostische Bedeutung der EGFR-Uberexpression in Relation zum Ansprechen auf
Anti-EGFR-Therapien, besonders bei Patienten mit Metastasierungen und fortgeschrittener
Erkrankung zu untersuchen. In zwei aktuellen Phase 11-Studien zur Anwendung von Gefitinib
[Laurie and Licitra, 2006] und Cetuximab [Locati et al., 2008] an Patienten mit
fortgeschrittenen adenoid-zystischen Karzinomen und Mukoepidermoidkarzinomen konnte
zwar bei einem Teil der Patienten eine Stabilisierung der Erkrankung beobachtet werden,
jedoch keine objektive Remission. Beim Adenokarzinom der Lunge konnte gezeigt werden,
dass von einer Antikorpertherapie lediglich EGFR-positive Patienten profitieren, welche
aktivierende Mutationen im Gen des EGF-Rezeptors aufweisen [Lynch et al., 2004]. Kdirzlich
konnten auch beim adenoid-zystischen Karzinom und dem Mukoepidermoidkarzinom mittels
PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion) und Gelelektrophorese zwei aktivierende EGFR-

Mutationen auf dem Exon 19 delE746-A750 identifiziert werden [Dahse and Kosmehl, 2008;
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Dahse et al., 2009a; Dahse et al., 2009b], wodurch in der Zukunft eine noch spezifischere

Antikorpertherapie moglich sein kdnnte.

5245 C-KIT

Bisher gibt es in der Literatur wenig Informationen (ber die prognostische Bedeutung der
Expression von C-KIT (CD117) bei Speicheldriisenkarzinomen. In der bisher einzigen
Untersuchung von SORENSEN et al. konnte kein prognostischer Einfluss der C-KIT-
Expression dokumentiert werden [Sorensen et al., 2006]. Diese Autoren interpretierten eine
Férbeintensitat von 0 und 1+ als negativ, eine Farbeintensitat von 2+ und 3+ als positiv. In der
vorliegenden Studie wurden analog dem Vorgehen bei EGFR verschiedene Kriterien zur
Dichotomisierung der semiquantitativen Farbeintensitdten in der univariaten Analyse
evaluiert. Dabei erwies sich lediglich die Abwesenheit einer C-KIT-Expression als
prognostisch signifikant und war mit schlechteren Uberlebensraten assoziiert. Ahnliche
Beobachtungen konnten beim kleinzelligen Lungenkarzinom [Rohr et al., 2004], dem
extrahepatischen Gallengangskarzinom [Hong et al., 2007] sowie dem Mammakarzinom
[Tsutsui et al., 2006] gemacht werden. Auch ROHR et al. evaluierten beim Lungenkarzinom
verschiedene Intensitatsstarken der C-KIT-Expression und fanden keinen statistisch
signifikanten Unterschied fur das Uberleben von Patienten mit schwachen, mittleren oder
starken C-KIT-reaktiven Tumoren [Rohr et al., 2004]. Auch hier zeigte sich lediglich die
Abwesenheit von C-KIT mit signifikant schlechterem Uberleben assoziiert, weshalb auch
schon die schwache (1+) C-KIT-Farbung als positiv betrachtet werden muss.

Dariiber hinaus zeigte sich in der vorliegenden Arbeit der Mangel an C-KIT mit
Lymphknotenmetastasen, hohem Alter, hohem Malignitatsgrad und hoher proliferativer
Aktivitat (Ki-67) assoziiert und scheint somit mit Tumorentdifferenzierung und aggressivem

Wachstum einherzugehen [Ettl et al., 2008a].
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Auch fur C-KIT-exprimierende Tumoren besteht seit wenigen Jahren eine spezifische
Antikorpertherapie (Imatinib), welche z.B. beim gastrointestinalen Stromatumor oder bei der
chronisch-myeloischen Leukamie erfolgreich eingesetzt wird [Rohr et al., 2004; Ali and Ali,
2007]. In zwei Phase II-Studien [Hotte et al., 2005; Pfeffer et al., 2007] an Patienten mit
fortgeschrittenen adenoid-zystischen Karzinomen, welche allesamt C-KIT exprimierten,
konnte jedoch durch die Gabe des Tyrosinkinaseinhibitors Imatinib (Gleevec) bei lediglich
13-20% der Patienten eine Stabilisierung der Erkrankung flr 6-12 Monate beobachtet werden,

weshalb der Effekt dieser Therapie bei diesen Karzinomen momentan noch fraglich scheint.

5.2.4.6 Maspin

Eine prognostische Bedeutung des Serin-Protease-Inhibitors Maspin konnte bei verschiedenen
Tumoren wie dem Mammakarzinom [Umekita et al., 2002; Mohsin et al., 2003; Umekita and
Yoshida, 2003], dem Bronchialkarzinom [Lonardo et al., 2006], dem Larynxkarzinom
[Marioni et al., 2005] oder dem oralen Plattenepithelkarzinom [Xia et al., 2000; Yasumatsu et
al., 2001; Marioni et al., 2008] dokumentiert werden. Jedoch scheint die genaue
prognostische Aussagekraft einer Expression oder einer fehlenden Expression von Maspin
einerseits vom Karzinomtyp und andererseits von der Interpretation der Maspin-Farbemuster
(nukleér oder zytoplasmatisch) abhéngig zu sein. So zeigte sich in grof3en Studien an duktalen
Mammakarzinomen die verstarkte Expression von zytoplasmatischen Maspin mit Progression
und aggressiverem Phanotyp des Tumors assoziiert [Umekita et al., 2002; Mohsin et al.,
2003; Umekita and Yoshida, 2003], wahrend sich die nukledre Expression von Maspin als
positiver prognostischer Faktor erwies [Mohsin et al., 2003]. Dagegen korrelierte beim oralen
Plattenepithelkarzinom  die  zytoplasmatische =~ Maspinexpression  mit  geringerer
Lymphknotenmetastasierung und héheren Uberlebensraten [Xia et al., 2000; Marioni et al.,

2008]. Beim Larynxkarzinom [Marioni et al., 2005] sowie beim Adenokarzinom der Lunge
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[Lonardo et al., 2006] wiederum fungierte nukledres Maspin als positiver prognostischer
Parameter.

Bei Karzinomen der Speicheldrisen wurden sowohl nukledre als auch zytoplasmatische
Maspin-Farbemuster beschrieben [Navarro Rde et al., 2004; Martins et al., 2005; de Araujo
et al., 2006; Nakashima et al., 2006], jedoch gibt es bisher keine Aussagen zur prognostischen
Relevanz dergleichen. In der eigenen Studie zeigte sich sowohl fiir das untersuchte Kollektiv
aus Karzinomen mit mittlerem Malignitatsgrad (Adenoid-zystisches Karzinom,
Mukoepidermoidkarzinom, Karzinom aus pleomorphem Adenom) als auch fiir das adenoid-
zystische Karzinom allein die Expression nukledren Maspins mit signifikant hoheren
Uberlebensraten in univariater Analyse assoziiert (p=0,037 bzw. p=0,024). Ebenfalls ergaben
sich bessere Uberlebensraten fiir die zytoplamatische Maspinexpression, jedoch ohne
statistische Signifikanz zu erreichen. Bei Berticksichtigung sowohl des nukleéren als auch
zytoplasmatischen Expressionsmusters zeigte sich der groRte Einfluss von Maspin auf das
Uberleben (p=0,002 bzw. p=0,005), weshalb beide Expressionsmuster zur Auswertung bei
Speicheldriisenkarzinomen herangezogen werden sollten. Zusétzlich war der kombinierte
Maspinverlust im Tumorkollektiv mit Lymphknotenmetastasen und der Présenz von
Residualtumor assoziiert, wodurch der suppressive Effekt des Proteins auf die
Tumorinvasivitat, Motilitat und Metastasierung unterstrichen wurde.

In der multivariaten Analyse unter Hinzunahme der klinischen Faktoren Alter, T-Stadium, N-
Stadium sowie Residualtumor erwies sich der Verlust der Maspinexpression neben dem

hohen Alter ebenfalls als signifikanter prognostische Parameter [Schwarz et al., 2008].
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6  Zusammenfassung

Hintergrund: Aufgrund der morphologischen Vielfalt maligner Speicheldriisentumoren mit
unterschiedlichsten klinischen Verlaufen erweist sich die Etablierung prognostischer Faktoren
als schwierig. Die vorliegende klinisch-pathologische Studie sollte neben bekannten
klinischen und histologischen Kriterien neue immunhistochemische Marker hinsichtlich ihrer

Expressionsmuster und ihrer Korrelation mit dem Langzeittiberleben der Patienten evaluieren.

Patienten und Methoden: Klinische und histologische Daten von 101 Patienten mit priméren
Karzinomen der grofRen und Kleinen Speicheldriisen wurden retrospektiv erfasst. Von
sdmtlichen Tumorgewebsproben wurden neue HE-Schnitte angefertigt. Anhand dieser wurde
entsprechend der aktuellen WHO-KIassifikation die Diagnose des Tumors bestimmt sowie
sein Malignitatsgrad festgelegt. Fur alle Karzinome erfolgten immunhistochemische
Untersuchungen des Tumorgewebes mit den Antikdrpern Ki-67, P53, HER2, EGFR und C-
KIT. Die Farbungen fiir Maspin beschrankten sich auf die hdufigsten Entitaten adenoid-
zystsiches Karzinom, Mukoepidermoidkarzinom, Karzinom aus pleomorphem Adenom,
Speichelgangkarzinom sowie Azinuszellkarzinom. Statistische Auswertungen erfolgten
assoziativ, Korrelationen mit dem tumorspezifischen Langzeitiiberleben (durchschnittliches
Follow-up 4,7 Jahre) wurden mittels univariater (Kaplan-Meier) und multivariater (Cox-

Regression) Analyse ermittelt.

Ergebnisse: 13% aller Karzinome, mit hdchster Préavalenz beim Karzinom aus pleomorphem
Adenomen (42%), exprimierten P53 und korrelierten mit der Prasenz von Resiualtumoren
(p=0,029). Hohe Zellproliferationsindizes (Ki-67>30%) ergaben sich fir das
Plattenepithelkarzinom (80%) und das Speichelgangkarzinom (25%), niedrige

Proliferationsraten  (Ki-67<10%) fir das Mukoepidermoidkarzinom (93%). Hohe
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Expressionsraten von C-KIT zeigten sich bei den adenoid-zystischen Karzinomen (92%).
Mangel an C-KIT charakterisierte das Speichelgangkarzinom (100%) und war insgesamt mit
high-grade-Tumoren (p=0,002), Lymphknotenmetastasen (p=0,002) und hoher (Ki-67>30%)
proliferativer Aktivitat (p=0,001) assoziiert. Eine Expression von HER2 konnte in 83% der
Speichelgangkarzinome beobachtet werden, zeigte sich aber mit keinem weiteren Parameter
assoziiert. Eine Uberexpression von EGFR trat unabhéngig des histologischen Subtyps und
klinischer Parameter auf. Hohe Expressionsraten von Maspin zeigten sich beim adenoid-
zystischen Karzinom (76%), dem Mukoepidermoidkarzinom (87%) und dem Karzinom aus
pleomorphem Adenom (83%). Speichelgangkarzinome exprimierten zu 20% Maspin, die
Azinuszellkarzinome waren allesamt Maspin-negativ. Im Kollektiv bestehend aus adenoid-
zystisches Karzinom, Mukoepidermoidkarzinom und Karzinom aus pleomorphem Adenom
korrelierte der Maspinverlust mit Lymphknotenmetastasen (p=0,001) und Residualtumor
(p=0,006).

In der univariaten Analyse der klinisch-pathologischen Faktoren erwiesen sich die Parameter
Residualtumor (p=0,000), T-Status (p=0,003), N-Status (p=0,000), Gesamtstadium (p=0,001),
Malignitatsgrad (p=0,012), Alter (p=0,008) und Lokalisation (p=0,027) von prognostischer
Relevanz. Keinen Einfluss auf das Uberleben hatte der histologische Subtyp. In der
univariaten Analyse der immunhistochemischen Parameter zeigten die erhdhte (Ki-67>10%,
Ki-67>20%, Ki-67>30%) proliferative Aktivitat (p=0,011, p=0,004, p=0,000), die EGFR-
Uberexpression (p=0,011), die fehlende C-KIT-Expression (p=0,014) sowie der Verlust von
Maspin (p=0,002) eine schlechtere Prognose. Keine prognostische Relevanz konnte fir P53
und HER? festgestellt werden.

In der multivariaten Analyse sowohl der klinisch-pathologischen Faktoren als auch der
immunhistochemischen Parameter erwiesen sich die hohe (Ki-67>30%) proliferative Aktivitat

von Tumorzellen (p=0,002), die Priasenz von Residualtumor (p=0,006), die Uberexpression
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von EGFR (p=0,026) sowie das fortgeschrittene Tumorstadium (p=0,041) als insgesamt

starkste negative prognostische Parameter.

Schlussfolgerungen:

1. Das Tumorstadium besitzt einen hdheren prognostischen Wert als der histologische
Tumortyp und der Malignitatsgrad.

2. Die immunhistochemisch bestimmte hohe Proliferationsaktivitat (Ki-67>30%) ist der
starkste negative prognostische Faktor bei Speicheldriisenkarzinomen, stérker noch als das
fortgeschrittene Tumorstadium, oder die Prasenz von Residualtumor.

3. Neue immunhistochemische Marker wie Maspin, EGFR und C-KIT konnen neben

etablierten  klinisch-pathologischen  Faktoren zur Prognoseeinschatzung  beitragen.
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