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1. Einleitung

1.1 Maligne Speicheldriisentumoren

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Maligne Tumoren der Speicheldriisen sind sehr selten mit einer globalen Inzidenz von 0,4-2,6
pro 100 000 Personen [Eveson et al., 2005]. Etwa 80% der Tumoren der Gl. parotidea sind
benigne, hingegen sind 50% der Tumoren sowohl in der Gl. submandibularis als auch in den
kleinen Speicheldriisen bosartig. Tumoren der Gl. sublingualis kommen in nur 1% der Fille
vor, sind aber fast ausschlieBlich maligne (90%) [Ehrenfeld et al., 2011]. Im Mittel treten
benigne und maligne Speicheldriisentumoren in der 5. Lebensdekade auf. Pleomorphe
Adenome, Mukoepidermoid- und Azinuszellkarzinome werden am hiufigsten in der 3. und 4.
Lebensdekade diagnostiziert, einige weitere Entititen wie etwa das Speichelgangkarzinom
haben ihren Altersgipfel zwischen dem 60. und 70. Lebensjahr [Eveson et al., 2005]. Generell
sind Frauen héufiger betroffen als Manner, jedoch kommen je nach Tumor-Typ Variationen
vor. Das gutartige pleomorphe Adenom bildet die Haélfte aller epithelialen
Speicheldriisentumoren und ist damit die hdufigste Entitit. Das am weitesten verbreitete
Malignom stellt das Mukoepidermoidkarzinom dar [Eveson et al., 2005].

Die Pathogenese der Speicheldriisentumoren ist weitgehend unklar. Beim lymphoepithelialen
Karzinom etwa konnte eine Assoziation mit dem Epstein-Barr-Virus (EBV) nachgewiesen
werden. Eine Beeinflussung durch humane Papillomaviren (HPV) wie z.B. bei
Zervixkarzinomen konnte nicht bestétigt werden [Eveson et al., 2005]. Des Weiteren konnte
eine Langzeitstudie belegen, dass ionisierende Strahlung die Entwicklung von
Speicheldriisenneoplasien begiinstigt. Uberlebende der Atombombendetonationen von

Hiroshima und Nagasaki weisen ein elfmal hoheres Risiko auf, an einem Malignom der
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Speicheldriisen, v.a. an einem Mukoepidermoidkarzinom zu erkranken. Ebenso steigt nach
einer therapeutischen Bestrahlung im Kopf- und Halsbereich die Wahrscheinlichkeit, einen
malignen Speicheldriisentumor zu entwickeln. Auch fiir UV-Strahlung und zahnérztliche
Rontgenstrahlung gilt ein erhdhtes Risiko [Eveson et al., 2005]. Bestimmte Berufsgruppen,
die der Exposition von Stoffen wie Asbest, Zementstaub, Chrom, Nickel oder bestimmten
Kosmetika ausgesetzt sind, erkranken hdufiger an malignen Neoplasien der Speicheldriisen.
Hingegen konnte keine Assoziation zwischen Tabak- und Alkoholkonsum und der

Entstehung von Speicheldriisentumoren nachgewiesen werden [Eveson et al., 2005].

1.1.2 Klinische Symptomatik

Zumeist werden Tumoren der Speicheldriisen durch eine schmerzlose, langsam an Grofle
zunehmende Schwellung je nach Lokalisation praauriculdr, submandibuldr oder intraoral
auffdllig. Das klinische Erscheinungsbild eines bdsartigen Tumors der Speicheldriisen
unterscheidet sich oftmals nicht von dem eines gutartigen Befundes. Gelegentlich gehen
Speicheldriisenkarzinome, insbesondere in fortgeschrittenen Stadien, mit Schmerzen und
Nervausfillen einher. So kann ein Malignom im Bereich der Ohrspeicheldriise durch
Infiltration des N. facialis zu einer periphere Parese des Nervs mit einhergehender Lihmung
der entsprechenden mimischen Muskulatur fithren. Eine Fazialisparese ist daher bei einem
Befund in der Ohrspeicheldriise nahezu beweisend fiir das Vorliegen einer malignen
Neoplasie [Guzzo et al., 2009, Carlson et al., 2013]. Ein Ausfall des N. lingualis mit
einhergehender Gefiihlsstorung der Zunge deutet auf eine Infiltration durch ein Malignom der
Gl. sublingualis hin [Ehrenfeld et al., 2011]. Weitere Symptome wie Fisteln, Ulzerationen der
Haut und Kieferklemme treten meist erst in fortgeschrittenen Stadien auf. Maligne

Verdnderungen der kleinen Speicheldriisen sind in 50% der Félle intraoral zu lokalisieren und
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gehen meist mit einer schmerzlosen submukdsen Schwellung und einer mdglichen Ulzeration
einher. Befindet sich der Tumor in der Nasenkavitit oder dem Nasopharynx, klagen Patienten
iiber Epistaxis, Schmerzen im Gesicht und Obstruktion der Nasenatmung. Bei Symptomen
wie Heiserkeit, Atemnot und einer Verdnderung der Stimme ist an einen Tumor im Bereich

des Larynx zu denken [Guzzo et al., 2009, Carlson et al., 2013].

1.1.3 Diagnostik

Zur Diagnosefindung eines malignen Prozesses tragen mehrere Kriterien bei. Es sollten
mogliche Differentialdiagnosen wie unspezifische Lymphadenopathien, Entziindungsprozesse
oder auch Zysten mit in Betracht gezogen werden. Neben der Anamnese und der klinischen
Untersuchung spielt die bildgebende Diagnostik eine wichtige Rolle. Hierbei sind
insbesondere  die  Sonographie, die = Computertomographie = (CT) und die
Magnetresonanztomographie (MRT) zu nennen. Mit Hilfe der Sonographie lassen sich
intraglanduldre Lésionen von extraglandulidren gut unterscheiden. Ein MRT ist fiir die
korrekte Planung der chirurgischen Therapie von entscheidender Bedeutung, um die
Begrenzungen des Tumors zu definieren [Guzzo et al., 2009]. Zur abschlieBenden
Verifizierung eines Malignomverdachts ist jedoch in den meisten Féllen eine
histopathologische Untersuchung des Tumorgewebes erforderlich. Die Sicherung einer
Probebiopsie bei Verdacht auf einen Speicheldriisentumor gestaltet sich insbesondere im
Bereich der Ohrspeicheldriise schwierig, da eine Inzisionsbiopsie hier mit der Gefahr einer
Verletzung des N. facialis verbunden ist. Modgliche Alternativen sind die
Feinnadelaspirations-Biopsie (FNA-Biopsie) oder die intraoperative Sicherung der Diagnose

mittels Schnellschnittuntersuchung [Khandekar et al., 2006, Zbéaren 2007].



1.1.4 Histologische Klassifikation

Nach der momentanen Klassifikation der WHO (Tab. 1) konnen iiber 20 maligne epitheliale
Tumoren der Speicheldriisen unterschieden werden [Barnes et al., 2005]. Im Folgenden sollen
die wichtigsten Vertreter, insbesondere beziiglich des Tumorauftretens innerhalb des

Patientenguts dieser Arbeit, beschrieben werden.

Tab. 1: Histologische Klassifikation der Speicheldriisenmalignome (WHO 2005)

‘ Tumorentitat . 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
Talgdriisenkarzinom 8410/3
Sebazioses Lymphadenokarzinom 8410/3
Zystadenokarzinom 8440/3
Low-grade kribriformes Zystadenokarzinom

Muzinoses Adenokarzinom 8480/3
Onkozytires Karzinom 8290/3
Duktales Adenokarzinom/Speichelgangkarzinom 8500/3
Adenokarzinom NOS (not otherwise specified) 8140/3
Myoepitheliales Karzinom 8982/3
Karzinom aus pleomorphen Adenom 8941/3
Karzinosarkom 8980/3
Metastasierendes pleomorphes Adenom 8940/1
Plattenepithelkarzinom 8070/3
Kleinzelliges Karzinom 8041/3
Grof3zelliges Karzinom 8012/3
Lymphoepitheliales Karzinom 8082/3
Sialoblastom 8974/1
ICD-O: International Classification of Diseases for Oncology

Code /3: Malignom; Code /1: Borderline-Tumor




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

Bei ca. 15% aller malignen Speicheldriisenneoplasien handelt es sich um ein adenoid-
zystisches Karzinom [Ehrenfeld et al., 2011]. Der Tumor, der weder alters- noch
geschlechtsspezifisch auftritt, kann sich in allen Speicheldriisen manifestieren, betrifft aber
oftmals die GI. submandibularis und die kleinen Speicheldriisen, insbesondere am Gaumen
[Di Palma et al., 2006]. Dieser Tumor zeigt fiir eine maligne Neoplasie ein eher langsames
Wachstum und kann aufgrund perineuraler Invasion zu frither Schmerzsymptomatik fithren
[Ehrenfeld et al., 2011]. Typisch fiir das adenoid-zystische Karzinom ist auch die Bildung von
Fernmetastasen, wie z.B. in der Lunge oder den Knochen. Die Metastasierung in lokale
Lymphknoten ist moglich, jedoch selten zu beobachten [Di Palma et al., 2006].

Das adenoid-zystische Karzinom besteht histopathologisch gesehen aus duktalen und
myoepithelialen Zellen mit typischerweise hyperchromatischen, gewinkelten Zellkernen und
klarem Zytoplasma und ldsst sich in drei Wachstumstypen einteilen, wobei auch
Mischformen vorkommen. Am héufigsten imponiert der kribriforme Typ, der durch
Zellnester und zylindromatdse mikrozystischen Hohlrdume das fiir ihn typische ,,Schweizer-
Kése-Muster (Abb. 1) formt. Der tubulédre Typ zeichnet sich durch kleine Tubuli aus, die im
Inneren des Lumens mit Epithelzellen und aulen mit Myoepithelzellen bedeckt sind [El-
Naggar et al., 2005]. Zuletzt ist noch der solide Typ zu nennen, der sich durch inselartige
Tumorzellnester mit gelegentlich komedoartiger zentraler Nekrose darstellt [Di Palma et al.,

2006].



Abb. 1: Adenoid-zystisches Karzinom: kribriformes Wachstumsmuster mit multiplen Pseudozysten —
Schweizer-Kise-Muster [Nagao et al., 2012]

Bei einem adenoid-zystischen Karzinom liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate (JUR) bei 62-88%,
wihrend die 15-JUR hingegen nur noch bei 5-29% liegt, was dem langsamen
Tumorwachstum und der Neigung zur spédten Fernmetastasierung zuzuschreiben ist [Lang et
al., 2005a]. Die histopathologischen Subtypen besitzen einen Einfluss auf die Prognose.
Hierbei haben sowohl das tubuldre und kribriforme Wachstumsmuster eine deutlich bessere
Heilungschance als das aggressivere solide adenoid-zystische Karzinom [Di Palma et al.,

2006].

1.1.4.2 Azinuszellkarzinom (ICD-O: 8550/3)

Das Azinuszellkarzinom ist eines der haufiger vorkommenden Malignome, das ca. 12-17%
aller bosartigen Speicheldriisentumoren repréasentiert und sich zu 92% in der Gl. parotidea
manifestiert. Ein bilaterales Erscheinungsbild zeigt sich in 3% der Félle [Di Palma et al.,
2006]. Frauen sind tendenziell etwas hdufiger betroffen als Ménner mit einem Altersgipfel

zwischen dem 40. und 60. Lebensjahr [Lang et al., 2005a]. Auch hier zeichnet sich der Tumor



wieder durch langsames, teils liber Jahrzehnte andauerndes Wachstum aus, das gelegentlich
durch eine periphere Fazialisparese und Schmerzen symptomatisch wird [Di Palma et al.,
2006]. Die Metastasierung findet hier bevorzugt iiber den lymphogenen Weg statt.
Fernmetastasen sind selten [Lang et al., 2005a].

Histopathologisch lédsst sich eine Differenzierung in vier verschiedene Wachstumsmuster
feststellen. Es handelt sich hierbei um solide (Abb. 2 rechts), mikrozystische (Abb. 2 links),
follikuldre und papilldr-zystische Formen, die keine gesicherte prognostische Bedeutung
haben. Nicht selten findet man auch Blutungen, Nekrosen und (Pseudo)zysten [Lang et al.,

2005a].

Abb. 2: Azinuszellkarzinom: mikrozystisches (links) und solides Wachstumsmuster mit Nekrosen (rechts)
[Nagao 2013]

Die 5-JUR wird beim Azinuszellkarzinom mit 78-100% angegeben, so dass die Tumoren
zumeist als niedrig maligne bezeichnet werden konnen. Rezidive konnen in 12-44% der Fille
beobachtet werden. Die Sterberate liegt tumorbezogen bei ca. 16% [Ehrenfeld et al., 2011].
Prognostisch bedeutsam sind das Tumorstadium und eine vollstindige Resektion. Ein

langfristiges Follow-up ist wegen spit auftretender Lokalrezidive obligat [Lang et al., 2005a].



1.1.4.3 Mukoepidermoidkarzinom (ICD-O: 8430/3)

Das Mukoepidermoidkarzinom ist mit 22% aller malignen Speicheldriisenneoplasien der am
hdufigsten vorkommende Tumor [Ehrenfeld et al., 2011]. 53% dieser Tumorentitét betrifft die
groflen Speicheldriisen, insbesondere die Gl. parotidea mit knapp der Halfte aller Fille, aber
auch gelegentlich die Gl. submandibularis (7%) und GI. sublingualis (1%). Bei Befall der
kleinen Speicheldriisen manifestiert sich das Mukoepidermoidkarzinom bevorzugt im Bereich
des Gaumens und der bukkalen Mukosa. Das durchschnittliche Erkrankungsalter betragt 45
Jahre mit einer Bevorzugung des weiblichen Geschlechts (3:2), wobei auch Kinder und
Jugendliche betroffen sein konnen. 60% aller Patienten, die Lasionen am Gaumen aufweisen,
sind jiinger als 40 Jahre [Goode et al., 2005]. Der Tumor imponiert als derbe,
unverschiebliche Schwellung, die meist schmerzlos ist. Bei oberflichlichen intraoralen
Léasionen dhnelt das Malignom durch seine bldulich-rote Farbung einer Retentionszyste oder
einem vaskuldren Defekt. Gelegentlich wird auch eine Arrosion der Kortikalis beobachtet.
Klinisch zeigen sich Symptome wie Blutungen, Otorrhoe, Kieferklemme, Schluckstorungen,
Parésthesien, Schmerzen und periphere Lahmungserscheinungen des N. facialis [Goode et al.,
2005].

Beim Mukoepidermoidkarzinom lassen sich histopathologisch ein hoch und ein niedrig
differenzierter Typ unterscheiden. Der hoch differenzierte Typ (low-grade) stellt sich in der
Regel zystisch mit {iberwiegend reifen mukoiden, schleimbildenden Zellen dar.
Kernpleomorphie und mitotische Aktivitdt sind nur gering ausgepragt (Abb. 3 links). Der
niedrig differenzierte Typ (high-grade) imponiert hingegen durch Blutungen und Nekrosen
und zeigt vor allem epidermoide bzw. intermedidre Zelltypen mit deutlich erkennbarer
Kernpleomorphie und erhohter Mitoserate (Abb. 3 rechts) [Lang et al., 2005a]. Neuerdings
wird zunehmend auch eine dreistufige Graduierung propagiert [Ellis und Auclair, 2003,

Seethala, 2009].
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Abb. 3: Mukoepidermoidkarzinom: low-grade (links) mit zystischem Wachstumsmuster und high-grade
(rechts) mit infiltrativem Wachstum [Seethala 2009]

Je nach Differenzierungsgrad unterscheidet sich auch die Prognose. So hat ein Patient mit
einem hoch differenzierten Mukoepidermoidkarzinom eine sehr gute 5-JUR von iiber 90%,
wihrend die Prognose fiir ein niedrig differenziertes Malignom mit einer 5-JUR von nur 49%
deutlich schlechter ist. Auch die Rate an lokalen Rezidiven ist mit 74% beim niedrig

differenzierten Mukoepidermoidkarzinom signifikant hoher [Lang et al., 2005a].

1.1.4.4 Speichelgangkarzinom (ICD-O: 8500/3)

Das Speichelgangkarzinom (duktales Adenokarzinom) ist ein seltener, aber hochmaligner
Tumor, der etwa 1-3% aller bdsartigen Speicheldriisenneoplasien darstellt und sich
iiberwiegend in der Gl. parotidea manifestiert. Diese Entitdt kann entweder neu entstehen oder
sich als maligne Variante aus einem pleomorphen Adenom (Karzinom ex pleomorphes
Adenom) entwickeln [Kallianpur et al., 2012]. Die Mehrzahl der erkrankten Patienten ist

ménnlich (Verhéltnis 3:1) und tiber 50 Jahre alt [Di Palma et al., 2006]. Dieses Malignom



zeichnet sich durch ein schnelles und aggressives Wachstum aus, was zu friither
Metastasierung sowohl in lokalen Lymphknoten als auch in entfernten Geweben wie
Knochen, Leber und Lunge fiihrt. Bei Lokalisation in der GI. parotidea kommt es hiufiger zu
einer Infiltration des N. facialis [Kallianpur et al., 2012].

Histopathologisch besteht das Speichelgangkarzinom aus intraduktalen und invasiven
Komponenten und zeigt eine auffallend starke Ahnlichkeit zum duktalen Mammakarzinom.
Die intraduktalen Bestandteile imponieren kribriform (Abb. 4), papillir oder solide mit
komedoartigen zentralen Nekrosen. Die invasive Fraktion ist durch grofere Zellnester

gekennzeichnet, die desmoplastische Reaktionen auslésen [Kallianpur et al., 2012].

Abb. 4: Speichelgangkarzinom: erweiterter Duktus mit kribriformen Wachstumsmuster und
komedoartigen Nekrosen [Nagao et al., 2012]

Die Prognose bei einem diagnostizierten Speichelgangkarzinom ist als schlecht einzustufen,
da aufgrund der Aggressivitit des Tumors und der hohen Rezidivrate iiber 70% der
erkrankten Patienten innerhalb von 3 Jahren versterben. Ein wichtiger Faktor zur
Prognoseeinschétzung ist die GroBe des Malignoms, da Tumordurchmesser unter 30 mm als

prognostisch giinstiger zu bewerten sind [Di Palma et al., 2006].
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1.1.4.5 Sonstige

Weitere nennenswerte Entitdten beziiglich dieser Arbeit sind das myoepitheliale Karzinom
(ICD-O: 8982/3), das Plattenepithelkarzinom (ICD-O: 8070/3) und das Karzinom ex

pleomorphes Adenom (ICD-O: 8941/3).

Das myoepitheliale Karzinom oder auch malignes Myoepitheliom tritt durchschnittlich im
Alter von 55 Jahren auf und ist nicht geschlechtsspezifisch. Vornehmlich ist dieser Tumor in
der Gl. parotidea zu finden, kann sich aber auch in der Gl. submandibularis und den kleinen
Speicheldriisen manifestieren. Die Hélfte aller Fille entstehen aus benignen Neoplasien wie
dem pleomorphen Adenom oder einem gutartigen Myoepitheliom [Di Palma et al., 2006].
Das myoepitheliale Karzinom wichst langsam und hédufig perineural infiltrierend, eine
Metastasierung ist sehr selten [Ehrenfeld et al., 2011, Di Palma et al., 2006]. Mikroskopisch
lassen sich atypische myoepitheliale, mitotisch sehr aktive Zellen beobachten [Ehrenfeld et
al., 2011]. 33% der Patienten versterben an diesem Malignom, ebenso viele entwickeln einen

Residualtumor [Di Palma et al., 2006].

Bei weniger als 1% aller malignen Speicheldriisenneoplasien handelt es sich um ein
Plattenepithelkarzinom, das zu 80% in der Gl. parotidea und zu 20% in der GI.
submandibularis vorkommt. Die Patienten sind zu meist ménnlich und im Alter zwischen 60
und 80 Jahren mit einem Altersgipfel zwischen dem 60. und 65. Lebensjahr. Eine
vorausgegangene Strahlentherapie in der Kopf-Hals-Region kann eine Tumorentwicklung
begiinstigen [Lewis et al., 2005]. Das Plattenepithelkarzinom imponiert durch schnelle
GroBlenzunahme, derbe Konsistenz und oftmals einer zentralen Nekrose sowie einer
Infiltration  von  perineuralem  Gewebe mit entsprechender = Schmerz-  und

Lihmungssymptomatik. Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung ist der Tumor haufig schon weit
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fortgeschritten. Histologisch gleicht das Plattenepithelkarzinom der Speicheldriisen den
anderen im Kopf-Hals-Bereich vertretenden Plattenepithelkarzinomen [Lewis et al., 2005].
Mehr als die Hilfte der Patienten entwickelt ein Lokalrezidiv und in 20-45% der Fille sind
Lymphknotenmetastasen zu beobachten. Die 5-JUR liegt bei 25% [Ehrenfeld et al., 2011].
Vor Diagnosestellung eines primiren Plattenepithelkarzinoms der Speicheldriisen muss
immer eine Metastase eines Plattenepithelkarzinoms, z.B. eines kutanen Platten-

epithelkarzinoms der Stirnregion, ausgeschlossen werden [Yilmaz et al., 2012].

Das Risiko der malignen Transformation eines pleomorphen Adenoms liegt bei knapp 5%
und erhoht sich durch lange Bestehensdauer und héufige Rezidivierung [Ehrenfeld et al.,
2011]. Ca. 12% aller maligner Speicheldriisenneoplasien werden als Karzinom ex
pleomorphes Adenom diagnostiziert, wobei die Mehrheit der Patienten ménnlich und {iber 60
Jahre alt ist [Gnepp et al., 2005]. Der Tumor ist in 70% der Fille in der Gl. parotidea zu
finden, 12% betreffen die Gl. submandibularis und 10% die kleinen Speicheldriisen,
insbesondere am Gaumen [Ehrenfeld et al., 2011]. Klinisch imponiert der Ubergang in ein
Karzinom durch eine plotzliche und schnelle Gréfenzunahme des vorher bestehenden
benignen Tumors. Einen weiteren Hinweis auf eine maligne Transformation gibt das
Auftreten einer peripheren Parese des N. facialis. Das Karzinom ex pleomorphes Adenom
lasst sich in drei Gruppen unterteilen, die hinsichtlich der Prognose von Bedeutung sind. Bei
der nicht-invasiven Form ist die Kapsel, die das pleomorphe Adenom begrenzt, nicht
infiltriert. Die minimal invasive Form hingegen penetriert bis zu 1,5 mm in das umliegende
extrakapsuldre Gewebe (Abb. 5). Die invasive Form dringt um mehr als 1,5 mm in die

benachbarten Strukturen ein [Gnepp et al., 2005].
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Abb. 5: Karzinom ex pleomorphes Adenom: minimal invasive Infiltration der Kapsel [Kini et al., 2012]

Histopathologisch handelt es sich hdufig um niedrig differenzierte Speichelgangkarzinome,
undifferenzierte Karzinome und Adenokarzinome NOS [Gnepp et al., 2005]. Die Prognose
des Karzinoms ex pleomorphes Adenom héngt zum einen vom Invasionsgrad, zum anderen
von der entstandenen Tumorentitét ab. Bei nicht-invasiven und minimal invasiven Formen ist
die Prognose eher giinstig. Beim invasiven Typ hingegen handelt es sich um eine sehr
aggressive und hoch-maligne Form, bei der die betroffenen Patienten in bis zu 50% der Félle
ein Rezidiv und bis zu 70% sowohl lokale als auch Fernmetastasen entwickeln. Die 5-JUR
wird mit 25-65%, die 10-JUR mit 18-50% angegeben [Gnepp et al., 2005]. Beziiglich des
entstandenen Subtyps impliziert ein Speichelgangkarzinom im pleomorphen Adenom eine
wesentlich schlechtere Prognose als zum Beispiel ein entstandenes niedrig-malignes
Mukoepidermoidkarzinom [Seethala, 2009]. Aus diesem Grund wird das Karzinom ex
pleomorphes Adenom in manchen Untersuchungen nicht mehr als eigene Entitdt gefiihrt,

sondern dem entstandenen Subtyp zugeordnet [Ettl et al., 2012a].
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1.1.5 Staging

1.1.5.1 TNM-Klassifikation

Um eine moglichst addquate Therapie planen und durchfiihren zu kénnen, ist eine genaue
Erhebung der Anamnese des Patienten, sowie Bestimmung der Entitdt, Lokalisation,
Ausdehnung und moglichen Metastasierung des Tumors unumgénglich. Mittels des
sogenannten ,,Stagings* lassen sich alle diese Informationen sammeln und mit Hilfe des
TNM-Schemas der UICC (Union Internationale Contre le Cancer) klassifizieren, welches aus

drei Kategorien besteht:

T Ausdehnung des Primértumors
N Fehlen oder Vorhandensein von regiondren Lymphknotenmetastasen
M Fehlen oder Vorhandensein von Fernmetastasen

Die TNM-Klassifikation (Tab. 2) ldsst sich noch in zwei Subtypen gruppieren. Die
prioperative, klinische Einteilung wird durch ein kleines vorangestelltes ,,c* gekennzeichnet,
die postoperative, histopathologische dagegen erhélt ein kleines ,,p*“. Mit Hilfe der TNM-
Klassifikation ldsst sich fiir jedes Malignom eine entsprechende Tumorformel kreieren und
dadurch eine Zuordnung zum entsprechenden Tumorstadium vornehmen (Tab. 3). Dies ist fiir
eine suffiziente Therapieplanung und anschlieBende Prognosestellung von entscheidender

Bedeutung [Ehrenfeld et al., 2011, Sobin et al., 2009].
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Tab. 2: TNM-Klassifikation der grofien Kopfspeicheldriisen nach UICC von 2009

T-Status (Primértumor)

TX Primértumor nicht beurteilbar

TO Keine Anhaltspunkte fiir Primartumor

Tis Carcinoma in situ

T1 <2 cm, keine Infiltration in umliegendes Gewebe

T2 2-4 cm, keine Infiltration in umliegendes Gewebe

T3 > 4 cm und/oder Infiltration in umliegendes Gewebe

T4a Infiltration von Haut, Mandibula, duBleren Gehorgang oder N. facialis
T4b Infiltration von Schidelbasis, Proc. pterygoideus oder A. carotis int.
NX Regiondre Lymphknoten nicht beurteilbar

NO Keine regionidren Lymphknotenmetastasen vorhanden

N1 Metastase in solitdrem ipsilateralem Lymphknoten < 3 cm

N2a Metastase in solitdrem ipsilateralem Lymphknoten 3-6 cm

N2b Metastasen in multiplen ipsilateralen Lymphknoten < 6 cm

N2c Metastase(n) in kontralateralem oder bilateralen Lymphknoten < 6 cm
N3 Metastase(n) > 6 cm

M-Status (Fernmetastasen)

MX Fernmetastasen nicht beurteilbar

Mo Keine Fernmetastasen vorhanden

M1 Fernmetastasen vorhanden

Tab. 3: Stadieneinteilung

Stadieneinteilung
Stadium I T1 NO MO
Stadium 11 T2 NO MO
Stadium III T3 NO MO
T1, T2, T3 N1 MO
Stadium IVA T1, T2, T3 N2 MO
T4a NO, N1, N2 MO
Stadium IVB T4b Jedes N MO
Jedes T N3 MO
Stadium IVC Jedes T Jedes N M1
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1.1.5.2 C-Faktor

Um eine akkurate Aussagekraft der Tumorformel zu gewéhrleisten, wurde diese um den
sogenannten Sicherheitsfaktor oder C-Faktor (C = certainty) ergénzt. Durch dieses Hilfsmittel
kann nun beurteilt werden, auf welchen diagnostischen Grundlagen die Tumorformel basiert

(Tab. 4) [Ehrenfeld et al., 2011].

Tab. 4: Sicherheitsfaktor fiir Lippe, Mundhohle, Oropharynx, Nasenhaupt- und —nebenhohlen

‘ C-Faktor

C1 Standardverfahren, wie klinische Untersuchung, konventionelles Rontgen usw.

C2 Spezielle Mallnahmen, wie Sonographie, CT, MRT, Biopsie

C3 Ergebnisse der chirurgischen Exploration, Zytologie oder Biopsie

C4 Befund bei definitiven Eingriff (vollstindige histopathologische Aufbereitung des
Resektats; entspricht der pTNM-Klassifikation)

Cs Ergebnis nach Autopsie mit histopathologischer Untersuchung

1.1.5.3 Grading

Da sich maligne Neoplasien in ithrem Verhalten beziiglich Wachstum, Metastasierungs-
neigung und Aggressivitit unterscheiden, wurde zur besseren Beurteilung die histologische
Graduierung eingefiihrt. Kriterien zur Bestimmung des Differenzierungsgrades sind z.B.
Mitoseaktivitét, Atypie der Zellkerne, Zellreichtum, Verdnderungen im Zytoplasma oder etwa
das Vorhandensein von Nekrosen [Ehrenfeld et al., 2011]. Bei den Speicheldriisenkarzinomen

lassen sich zwei Graduierungssysteme unterscheiden. Zum einen die zweigliedrige Einteilung
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in ,,low-grade* und ,high-grade®, zum anderen eine je nach Autor drei- bzw. viergliedrige
Typisierung [Lang et al., 2005a].

Aufgrund des grofen Spektrums der Speicheldriisenkarzinome gibt es kein einheitliches
Grading-System, d.h. die verschiedenen Entitdten miissen gesondert betrachtet werden [Lang
et al.,, 2005a]. Einige Entititen werden entsprechend oben genannter Kriterien zusdtzlich
graduiert, andere werden entsprechend ihres Wachstumsmusters und ihrer Prognose als
Ganzes einem Malignitdtsgrad zugeordnet (Tab. 5) [Schwarz-Furlan, 2011]. So werden z. B.
Speicheldriisenneoplasien wie das Azinuszellkarzinom, das gut differenzierte Muko-
epidermoidkarzinom (G1 nach WHO) oder das polymorphe niedrig-maligne Karzinom als
niedrig-maligne klassifiziert. Hingegen wird das Speichelgangkarzinom, das gering
differenzierte Mukoepidermoidkarzinom (G3 nach WHO) oder das solide adenoid-zystische
Karzinom der hoch-malignen Gruppe (G3) zugeteilt. Eine Zwischenstufe mit intermediérem
Malignitédtsgrad (G2) stellen das mittelgradig differenzierte Mukoepidermoidkarzinom (G2
nach WHO), das tubuldre und kribriforme adenoid-zystische Karzinom oder das
myoepitheliale Karzinom dar. Fiir das Karzinom ex pleomorphes Adenom gibt es keine
eigene Graduierung, es wird je nach malignem Tumorgewebe der entsprechenden Gruppe
zugeordnet. Meist handelt es sich aber um den hoch-malignen Grad (G3) [Schwarz-Furlan,

2011].
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Tab. 5: Dreistufiges Graduierungssystem [Schwarz-Furlan, 2011]

Differenzierungsgrad

Grad 1 gut differenziertes MukoepidermoidCa (G1 nach WHO),
AzinuszellCa, epithelial-myoepitheliales Ca,
BasalzelladenoCa, polymorphes niedrig-malignes Ca,
niedrig-malignes kribriformes ZystadenoCa

Grad 2 mittelgradig differenziertes MukoepidermoidCa (G2 nach
WHO), tubuldres und kribriformes adenoid-zystisches Ca,
myoepitheliales Ca

Grad 3 gering differenziertes MukoepidermoidCa (G3 nach WHO),
duktales AdenoCa, AdenoCa NOS, onkozytires Ca, solides
adenoid-zystisches Ca, entdifferenziertes Azinus- und
BasalzellCa

1.1.5.4 R-Klassifikation

Von prognostisch wichtiger Bedeutung ist das postoperative Vorhandensein bzw. Fehlen von
Restgewebe des Malignoms, welches durch die R-Klassifikation (Tab. 6) zum Ausdruck
gebracht wird [Wittekind, 2010]. Auch im Hinblick auf die Notwendigkeit einer adjuvanten

Strahlentherapie ist der R-Status von entscheidender Relevanz.

Tab. 6: R-Klassifikation [Wittekind, 2010]

R-Klassifikation

RX Vorhandensein von Residualtumor kann nicht beurteilt werden
RO Kein Residualtumor

R1 Mikroskopischer Residualtumor

R2 Makroskopischer Residualtumor
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1.1.6 Therapie

Bei malignen Speicheldriisenneoplasien ist der Therapieansatz in Abhédngigkeit von
Tumorausdehnung und Lokalisation, histologischem Differenzierungsgrad, Vorhandensein
von Metastasen und dem Allgemeinzustand des Patienten zu wihlen. Man unterscheidet die
kurative von der palliativen Therapie. Eine kurative Behandlung mit dem Ziel einer Heilung
des Patienten ist vor allem dann anzustreben, wenn eine komplette Resektion des Malignoms
beziiglich Grée und Lokalisation des Tumors und dem Allgemeinbefinden des Patienten
realisierbar ist. Dem entgegen steht die Palliativtherapie, die aufgrund von ausgedehntem
Tumorwachstum, Infiltration in lebenswichtige Strukturen, (Fern-)metastasen oder dem
schlechten Allgemeinzustand des Erkrankten das Tumorleiden lediglich mildern kann
[Ehrenfeld et al., 2011]. Im Folgenden soll ndher auf die einzelnen Therapieméglichkeiten

eingegangen werden.

1.1.6.1 Resektive Verfahren

Die Therapie der Wahl bei Speicheldriisenmalignomen ist die komplette (radikale) Resektion
des tumordsen Gewebes und erfolgt in der Regel en bloc und ,,in sano* [Metelmann et al.,
2007]. Tumorfreie Rénder sind dann zu erreichen, wenn je nach Entitdt ein Sicherheitsabstand
im Gesunden in alle Richtungen eingehalten wird. Um dies zu {iberpriifen, werden
intraoperativ hiufig Schnellschnitte der Resektionsgrenzen angefertigt und vom Pathologen
befundet. Eine entsprechende Markierung der Préparate zur sicheren Orientierung ist obligat.
AnschlieBend kann bei Bedarf nachreseziert werden.

Besteht der Verdacht auf Metastasen in den regiondren Lymphknoten bzw. wurden diese

bereits diagnostiziert, so ist eine Lymphadenektomie angezeigt [Ehrenfeld et al., 2011]. Zur
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topographischen Orientierung lassen sich die regiondren Halslymphknoten in sechs Level und
sechs Sublevel einteilen (Abb. 6). Level I lésst sich in eine submentale (Level Ia) und eine
submandibuldre (Level 1b) Region aufteilen. Die kraniojugulidre Lymphknotengruppe (Level
IT) wird durch den N. accessorius separiert. Der obere Part entspricht dem Level IIb, der
untere dem Level Ila. Level III enthdlt die mediojuguldren und Level IV die kaudojuguliren
Lymphknoten. Level V entspricht dem hinteren Halsdreieck und wird auf Hohe des
Ringknorpels in das oberhalb liegende Sublevel Va und das untere Sublevel Vb unterteilt. Die
Lymphknoten des vorderen Kompartiments werden dem Level VI zugeordnet [Robbins et al.,

2002, Reichert et al., 2012].

Abb. 6: Lokalisation der Halslymphknoten [Pitak-Arnnop et al., 2012]

Die Ausrdumung der Level, auch Neck Dissection genannt, wird wie folgt klassifiziert

[Robbins et al., 2002]:

= Radikale Neck Dissection
= Modifizierte radikale Neck Dissection
= Selektive Neck Dissection

= FErweiterte radikale Neck Dissection
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Bei einer radikalen Neck Dissection werden nicht nur alle Lymphknotenlevel I-V ausgerdumt,
sondern auch die angrenzenden Strukturen M. sternocleidomastoideus, N. accessorius und V.
jugularis interna mit entfernt. Aufgrund von gesteigerten Morbiditétsraten und der begrenzten
Option einer beidseitigen radikalen Neck Dissection ist diese Operation selten indiziert. Sollte
dennoch ein bilateraler Eingriff unumgénglich sein, muss die zweite Seite in einer weiteren
Operation nach 4-6 Wochen ausgerdumt werden [Reichert et al., 2012].

Im Unterschied dazu wird bei der modifizierten radikalen Neck Dissection zwar auch eine
Entfernung der Lymphknotengruppen der Level 1-V durchgefiihrt, aber es bleibt mindestens

eine der drei nicht-lymphatischen Strukturen erhalten (Tab. 7) [Maurer et al., 2010].

Tab. 7: Einteilung der modifizierten radikalen Neck Dissection [Maurer et al., 2010]

‘ Modifizierte radikale Neck Dissection ‘

Typ Erhaltene Struktur
| N. accessorius

I N. accessorius, V. jugularis interna

III'  N. accessorius, V. jugularis interna, M. sternocleidomastoideus

Zwischen zwei und vier Level werden bei der selektiven Neck Dissection ausgerdumt und
zugleich werden alle nicht-lymphatischen Strukturen geschont. Welche Level operativ
behandelt werden, hingt von der Tumorentitit und dem zugehdrigen lymphogenen
Metastasierungsmuster ab [Robbins et al., 2002].

Werden zusitzlich zu den im Rahmen einer radikalen Neck Dissection zu entfernenden
Strukturen weitere Gruppen von Lymphknoten (z.B. parapharyngeal) oder nicht-lymphatische
Gewebe wie der N. hypoglossus reseziert, handelt es sich um eine erweiterte radikale Neck

Dissection [Robbins et al., 2002].
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Die Notwendigkeit einer Lymphadenektomie bei malignen Speicheldriisenneoplasien hdngt
von Faktoren wie Entitdt, Differenzierungsgrad, Lokalisation und GroB3e des Tumors ab [Ettl
et al.,, 2012a]. Im Allgemeinen ist die lymphogene Metastasierung bei Speicheldriisen-
malignomen mit 14-20% relativ gering und betrifft vor allem high-grade (G3) Tumoren
(Metastasierung bis zu 60%) und solche mit fortgeschrittener TumorgroBBe [Guzzo et al.,
2009].

Sobald der Verdacht auf eine Lymphknotenmetastasierung besteht, wird eine therapeutische
Neck Dissection durchgefiihrt [Ettl et al., 2012a]. Bei prioperativ eindeutiger
Lymphknotenmetastasierung kommt dabei eine radikale oder modifiziert-radikale
Lymphknotenausrdumung zur Anwendung [Zbéren et al., 2011].

Gibt es praoperativ keinerlei Hinweise auf mogliche Lymphknotenmetastasen (cNO-Situation)
kann eine elektive bzw. prophylaktische Neck Dissection in Betracht gezogen werden, was in
der Literatur aber kontrovers diskutiert wird [Zbdren et al., 2011]. Aufgrund von okkulten
Metastasen, die sich in 12-53% der Fille nachweisen lassen, ist ein solcher Eingriff mit
Ausrdaumung der Level I-III dennoch sinnvoll [Carlson et al., 2013]. Die elektive Neck
Dissection ist besonders bei duktalen Adenokarzinomen zu empfehlen, da hier mit erhdhter
lymphogener Metastasierung von 60-80% zu rechnen ist [Bootz et al., 2008]. Bei
Karzinomen, die in der Gl. parotidea lokalisiert sind, sollte zusatzlich die Ausrdumung der
Level IV und V in Erwdgung gezogen werden [Guzzo et al., 2009].

Davon abzugrenzen ist die chirurgische Therapie des Karzinoms. Die Resektion von
Malignomen der kleinen Speicheldriisen entspricht dabei etwa dem operativen Procedere bei
oralen Plattenepithelkarzinomen [Ettl et al., 2012a].

Ist der maligne Tumor in der Gl. sublingualis lokalisiert, so wird dieser samt Driise entfernt.
Der Zugang erfolgt in der Regel von intraoral und wenn moglich unter Schonung des N.
lingualis und Ductus submandibularis [Ehrenfeld et al., 2011]. Eine Infiltration des N.

lingualis und der Mandibula ist dennoch hdufig. Bei der Resektion miissen dementsprechend
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diese Strukturen mit entfernt werden ebenso wie die Gl. submandibularis der ipsilateralen
Seite. Zusitzlich ist eine selektive funktionelle Lymphknotenausrdumung der Level I-III
vorteilhaft [Rinaldo et al., 2004].

Maligne Neoplasien, die sich in der Gl. submandibularis manifestieren, werden von extraoral
mit besonderer Beriicksichtigung der nervalen Strukturen (R. marginalis mandibulae des N.
facialis, N. lingualis, N. hypoglossus) en Bloc mit der Driise entfernt. Dieser Vorgang wird
Submandibulektomie genannt [Ehrenfeld et al., 2011]. Eine Neck Dissection der Level I-II1
ist auch hier zu befiirworten [Ettl et al., 2012a].

Die Parotidektomie ldsst sich in drei Modifikationen einteilen. Der am wenigsten invasive
Eingriff ist die laterale Parotidektomie. Die Gl. parotidea wird durch den N. facialis in zwei
Teile separiert, ein kleineres mediales und ein groBeres laterales Kompartiment. Bei der
lateralen Parotidektomie, die bei benignen Neoplasien zum Einsatz kommt, wird nur der
laterale Anteil unter Darstellung und Erhalt des N. facialis entfernt [Ehrenfeld et al., 2011].
Wurde ein Malignom der GI. parotidea diagnostiziert, so wird in der Regel entweder eine
totale oder eine radikale Parotidektomie durchgefiihrt. Bei gut abgekapselten niedrig-
malignen Karzinomen ist eine partielle Parotidektomie moglich, vorausgesetzt der Tumor
befindet sich im lateralen Parotis-Lappen [Moore et al., 2007].

Zeigt der Patient noch keine paralytischen Symptome im Versorgungsgebiet des N. facialis,
so kann davon ausgegangen werden, dass keine Infiltration vorliegt. Ein Erhalt des Nervs ist
somit anzustreben (totale Parotidektomie) [Lang et al., 2005b]. Bei der totalen operativen
Entfernung der Gl. parotidea miissen die Aste des N. facialis dargestellt und freipripariert
werden [Ehrenfeld et al., 2011]. Als Folge des operativen Eingriffs tritt dennoch bei knapp
der Hélfte aller Patienten eine temporire, in 6% eine dauerhafte Fazialisparese auf [Baghi et
al., 2009].

Ist der N. facialis bereits infiltriert oder werden dessen Aste vom Malignom vollstindig

umschlossen, ist eine radikale Parotidektomie unter Mitnahme und ggf. Rekonstruktion des
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N. facialis unumgénglich. Eine erweiterte Resektion ist ntig, wenn umliegend Strukturen wie
der M. masseter, der Jochbogen oder der aufsteigenden Ast der Mandibula von tumordsen
Zellen infiltriert werden [Eckel et al.,, 2011]. Bei Parotiskarzinomen wird eine
Lymphadenektomie der Level I-V empfohlen, da eine Metastasierung hdufig auch die Level

IV (38%) und Level V (42%) betrifft [Chisholm et al., 2011].

1.1.6.2 Strahlentherapie

Ziel der postoperativen adjuvanten Strahlentherapie ist es, eine lokoregiondre Rezidiv-
entwicklung zu verhindern. Deshalb ist diese Form der Therapie besonders bei Patienten mit
ausgedehntem Tumorwachstum (> T3), diagnostizierten Lymphknotenmetastasen,
perineuralem Wachstum und Infiltration von angrenzenden kndchernen Strukturen und/oder
des N. facialis indiziert. Konnte der geforderte Sicherheitsabstand nicht eingehalten werden
(< 5mm) oder sind sogar tumordse Zellen an den Réndern des Resektats vorhanden (R1-
Status), so ist ebenfalls eine anschlieBende Bestrahlung sinnvoll [Terhaard, 2011]. Auch bei
Rezidiven, high-grade (G3) Tumoren und adenoid-zystischen Karzinomen empfiehlt sich die
postoperative Radiatio [Lang et al., 2005b]. In mehreren Studien konnte nachgewiesen
werden, dass eine Strahlentherapie im Anschluss an die operative Behandlung bei oben
genannten Indikationen zu einer verbesserten lokalen Tumorkontrolle fiithrt [Carlson et al.,
2013]. Trifft bei Patienten keiner dieser negativen Prognosefaktoren zu, so ist eine rein
chirurgische Therapie bei einer damit zur erreichenden lokoregiondren Tumorkontrolle von
90% ausreichend [Terhaard, 2011].

Davon abzugrenzen ist die alleinige primdre Radiatio bzw. Radiochemotherapie ohne
vorherige  operative  Therapie des  Speicheldriisenmalignoms,  wobei  diesem

Behandlungsschema eine kurative oder auch palliative Intention zu Grunde liegen kann. Eine
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kurative Zielsetzung gilt als Moglichkeit fiir Patienten, fiir die ein chirurgischer Eingriff mit
zu hohem Komplikationsrisiko verbunden ist. Auch bei inoperablen Tumoren und bei
Patienten, die eine Operation ablehnen, ist die primére Strahlentherapie anwendbar.

Eine palliative Bestrahlung kann ausschlieBlich zur Symptomkontrolle eingesetzt werden

[Terhaard, 2011].

1.1.6.3 Systemische Therapieformen

Die Systemtherapie im Sinne einer Chemotherapie kommt hauptsidchlich zur
Palliativbehandlung von Patienten zur Anwendung, die aufgrund von Metastasen und
Rezidiven nicht mehr durch chirurgische Eingriffe oder Bestrahlung kurativ therapiert werden
konnen [Harrington et al., 2011]. Nicht alle Entititen sprechen gleich gut auf
Chemotherapeutika an [Bootz et al., 2008]. Es zeigt sich, dass sowohl bei der Mono- als auch
bei der Kombitherapie platinbasierende Priparate von Vorteil sind. So sprechen
beispielsweise adenoid-zystische Karzinome, Azinuszellkarzinome und duktale Adeno-
karzinome dhnlich gut auf die Kombination aus Cyclophosphamid, Doxorubicin und Cisplatin
an. Mukoepidermoidkarzinome sind hingegen mit Praparaten zu behandeln, die auch wirksam
gegen Plattenepithelkarzinome sind. Beispiele hierfiir sind Methotrexat, Cisplatin und 5-
Fluorouracil. Dennoch ist unklar, ob die kombinierte Therapie der Monotherapie iiberlegen ist
[Carlson et al., 2013].

Eine weitere Behandlungsmdglichkeit im Rahmen einer systemischen Therapie stellt wihrend
der letzten Jahre die Antikorpertherapie dar. Imatinib ist ein biologischer Wirkstoff, der als
Tyrosinkinase-Inhibitor gegen das in adenoid-zystischen Karzinomen erhoht exprimierte C-
KIT wirkt. Gefitinib und Cetuximab hemmen die EGFR-Expression, Lapatinib die von EGFR

und HER-2. Weitere Agentien sind Trastuzumab und Bortezomib. Ersteres ist ein
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monoklonaler Antikdrper, der die Uberexpression von HER-2 blockiert. Bei Bortezomib
handelt es sich um einen Proteasomen-Inhibitor, der in den Zellstoffwechsel eingreift und
dadurch das Tumorwachstum reduziert. Bisher ist das Ansprechen auf diesen relativ neuen
Therapieansatz noch wenig aussagekriftig. Dennoch konnte z.B. bei 36% aller Patienten, die
mit Lapatinib behandelt wurden, eine Tumorstagnation fiir mehr als sechs Monate beobachtet

werden [Harrington et al., 2011].

1.1.7 Prognosefaktoren

Maligne Neoplasien der Speicheldriisen sind sehr selten und zeigen unterschiedliche
Eigenschaften, was die Bestimmung prognostischer Faktoren erschwert. Die aussage-
kraftigsten Merkmale sind derzeit Tumorgrofe, lymphogene und himatogene Metastasierung,
Resektionsstatus, histologischer Subtyp und Differenzierungsgrad bzw. Malignititsgrad und
eine Invasion des N. facialis. Zusitzlich spielt auch das Alter der Patienten eine Rolle

hinsichtlich der Prognose [Guzzo et al., 2009, Carlson et al., 2013].

1.2 Genetik

1.2.1 MDM4

Sowohl MDM?2 (Mouse double minute 2) als auch MDM4 (Mouse double minute 4) spielen
eine Schliisselrolle in der Regulation des Tumorsuppressors p53 [Xiong 2013]. Beide
besitzen dhnliche Grundstrukturen (Abb. 7) und binden an die Transaktivator-Doméne des

p53-Proteins. Es kommt zur Hemmung der Transkriptionsaktivitéit, was die Tumorentstehung
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begiinstigt [Li et al., 2013, Yu et al., 2012]. Der Zusammenhang zwischen MDM2/MDM4
und p53 konnte durch Knockout-Méuse bewiesen werden. Durch gezielte Manipulation des
entsprechenden Gens in Mausestammzellen, wie beispielsweise dem Verlust von MDM4,
kam es zur embryonalen Letalitét. Ist jedoch zugleich ein Verlust des p53-Proteins vorhanden,
wurde keine erhohte Letalitdt beobachtet [Li et al., 2013, Xiong 2013].

Das MDM4 Gen ist auf Chromosom 1 in der Region 1q32 lokalisiert und kodiert fiir ein p53-
bindendes Protein. In vielen kanzerosen Geweben u.a. in Glioblastomen, Mammakarzinomen
und oralen Plattenepithelkarzinomen konnten gehduft Bindungen an den p53 Wildtyp,
Amplifikationen oder auch Uberexpression von MDM4 beobachtet werden [Yu et al., 2012,
Mancini et al., 2009]. YU ET AL beschrieben auflerdem, dass eine vermehrte Expression
nicht nur die Tumorprogression fordert, sondern auch mit einer schlechteren Prognose
einhergeht [Yu et al., 2011]. VALENTIN-VEGA ET AL stellten in der Hélfte aller Fille von
Plattenepithelkarzinomen im Kopf- und Halsbereich eine MDM4 Uberexpression und in 82%
der Fille eine erhohte Aktivitit von MDM4 im dysplastischen Epithel fest. Im gesunden
Plattenepithel konnte keine MDM4 Expression nachgewiesen werden [Valentin-Vega et al.,

2007].

A SMP14
(154-167) Acidic Zinc
p53 binding site domain finger Ring
vov N 11 BN
27 107 2 @ 243 299 328 438 ¢ 479
e &
Ab112
(109-198)
Acidic Zinc
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Abb. 7: Schematische Strukturen von MDM2 und MDM4 [Valentin-Vega et al., 2007]
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1.2.2 FGFR3

Bei den FGFR (Fibroblast growth factor receptor) Proteinen handelt es sich um
Transmembranproteine mit Tyrosinkinaseaktivitit. Sie bestehen aus drei extrazelluldren
immunglobulindhnlichen Doménen und lassen sich in vier Subtypen (FGFR1 - FGFR4)
unterscheiden [Korc et al., 2009]. Wird durch Ligandenbindung ein Rezeptor aktiviert (Abb.:
8), konnen verschiedene Reaktionswege initilert werden, die letztendlich in einer
Modifikation der Genexpression enden. Auf diesem Weg beeinflussen FGF-Rezeptoren
mafgeblich verschiedenste Abldufe in Zusammenhang mit embryonaler Entwicklung und
Gewebshomdostase bis hin zur Karzinogenese [ Vairaktaris et al., 2006].

Da sich diese Arbeit u.a. auf FGFR3 fokussiert (siehe Fragestellung), wird im Folgenden nur
auf FGFR3 eingegangen.

Das FGFR3 Protein wird von einem Gen kodiert, das auf dem Chromosom 4 in der Region
4p16.3 lokalisiert ist [Lafitte et al., 2013]. So bald ein FGF (Fibroblast growth factor) an den
extrazelluldren Teil des FGFR3-Rezeptors bindet, starten mehrere Transduktionskaskaden
wie z.B. die MAP-Kinase (mitogen activated protein), die PLCy (Phospholipase Cy) und die
PI3-Kinase (Phosphoinositid-3). Diese inititeren Wachstum, Migration und Proliferation der
Zellen [Tomlinson et al., 2012]. In manchen Zellentypen konnte allerdings festgestellt
werden, dass durch die FGFR3-Aktivierung die Proliferation gehemmt wird, eine
Differenzierung der Zellen stattfindet und die Apoptose induziert wird. Somit hat das FGFR3
die Eigenschaften eines Tumorsuppressors. Bei Mutationen oder Uberexpression, sind
Storungen im Zellzyklus die Folge und FGFR3 zeigt onkogene Eigenschaften [Lafitte et al.,
2013].

Auslosende Mutationen von FGFR3 wurden als erstes in Blasen- und Zervixkarzinomen
festgestellt. Spiter konnten auch in seborrhoischen Keratosen, epidermalen Névi sowie in

gutartigen Hauttumoren Mutationen von FGFR3 nachgewiesen werden [Lafitte et al., 2013].
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Laut HENSON UND GOLLIN bewirkt FGFR3 eine Zunahme der Zellproliferation von
Tumorzellen bei Mundhohlenkarzinomen [Henson et al., 2010]. Auch VAIRAKTARIS ET
AL. beschreiben eine Uberexpression von FGFR3 bei dysplastischen und friihinvasiven

Stadien des oralen Plattenepithelkarzinoms [Vairaktaris et al., 2006].
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Abb. 8: FGF/FGFR Komplex [Korc et al., 2009]
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2. Fragestellung

Im Hinblick auf diese Arbeit sollen folgende Aspekte beriicksichtigt werden:

Retrospektive Auswertung von klinischen Daten beziiglich Patienten, die aufgrund
von Speicheldriisenkarzinomen in der Zeit von 1990 bis 2008 in den
Universitétskliniken Regensburg und Erlangen, sowie im Klinikum Niirnberg in den
Abteilungen fiir Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie und fiir Hals-, Nasen- und

Ohrenheilkunde in Behandlung waren.

Analyse der genetischen Verdnderung von MDM4 und FGFR3 mittels Fluoreszenz in

Situ Hybridisierung (FISH).

Daraus ergeben sich nachfolgende Fragen:

Sind im oben genannten Patientenkollektiv genetische Aberrationen bei MDM4 und

FGFR3 festzustellen?

Bestehen Zusammenhidnge zwischen klinischen Parametern, Tumorentitit,

Malignitétsgrad und Genexpression?

Sind Aberrationen obiger Gene fiir die Prognose der Tumorpatienten bedeutsam?
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3. Patienten und Methoden

3.1 Patientenkollektiv

Das Gesamtkollektiv besteht aus 324 Patienten der Abteilungen fiir Mund-, Kiefer und
Gesichtschirurgie sowie fiir Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde der Universititskliniken
Regensburg und Erlangen und des Klinikums Niirnberg. Am gleichen Kollektiv wurden in der
Vergangenheit bereits Datenanalysen und experimentelle Untersuchungen von Gewebeproben
durchgefiihrt [Schwarz et al., 2011a, Schwarz et al., 2011b, Schwarz et al., 2012, Ettl et al.,
2012a, Ettl et al.,, 2012b, Ettl et al., 2013, Miiller et al., 2013]. Die Diagnose eines
Speicheldriisenkarzinoms wurde im Zeitraum von 1990 bis 2008 durch die zugehorigen
pathologischen Institute gestellt. Die weiterfiihrenden Therapien wurden an den oben
genannten Kliniken durchgefiihrt.

Insgesamt konnten 234 Gewebeschnitte fiir MDM4 und 211 fiir FGFR3 durch Fluoreszenz in

Situ Hybridisierung untersucht und ausgewertet werden.

3.2 Datenerhebung

Alle Daten beziiglich Anamnese, Diagnose und Therapie wurden den Patientenakten
entnommen. Die Uberlebensdaten konnten mit Hilfe des Tumorzentrums Regensburg erhoben
werden. Die malignen Speicheldriisentumoren wurden gemafl der TNM-Klassifizierung der
UICC (Union Internationale Contre le Cancer) eingeordnet [Sobin et al., 2009]. Wurde eine
chirurgische Therapie durchgefiihrt, so erfolgte die Einteilung analog des pathologischen
Befundes als pTNM, andernfalls war das klinische Stadium (cTNM) ausschlaggebend.

Konnten Priméirtumoren nicht operiert werden oder wurden nach Tumorresektion
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Fernmetastasen diagnostiziert, so wurde dieser Fall als makroskopischer Residualtumor (R2)
bewertet. Weitere wichtige Daten fiir die Auswertung waren u.a. Alter und Geschlecht der

Patienten, Ausdehnung und Lokalisation des Malignoms sowie Art der Therapie.

3.3 Histologische Untersuchungen

Vorab wurden alle fiir diese Arbeit untersuchten Speicheldriisenmalignome in Formalin
fixiert, mittels Hamatoxylin-Eosin (H.E.) Fiarbung von zwei unabhédngigen Pathologen
untersucht und laut aktueller WHO-Klassifikation eingeteilt [Barnes et al., 2005]. Bei allen
Patienten entsprach die Klassifizierung der Speicheldriisenkarzinome dem TNM-Schema der
UICC [Sobin et al., 2009]. Des Weiteren wurden die Entitdten in ihrer Malignitit unterteilt.
Hierfiir kam ein dreiteiliges Graduierungssystem zum Einsatz. Als niedrig-maligne (G1 bzw.
low-grade) wurden Azinuszellkarzinome, gut differenzierte Mukoepidermoidkarzinome (G1
nach WHO), polymorphe low-grade Karzinome, epitheliale-myoepitheliale Karzinome,
Zystadenokarzinome und Basalzelladenokarzinome gewertet. Intermediate-grade (G2)
Tumoren sind beispielsweise tubuldre und kribriforme adenoid-zystische Karzinome,
mittelgradig differenzierte Mukoepidermoidkarzinom (G2 nach WHO) und myoepitheliale
Karzinome. Speichelgangkarzinome, Plattenepithelkarzinome, Adenokarzinome NOS, solide
adenoid-zystische = Karzinome, entdifferenzierte = Azinuszellkarzinome und gering
differenzierte Mukoepidermoidkarzinome (G3 nach WHO) wurden als high-grade (G3 bzw.

hoch-maligne) Tumoren gezéhlt.
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3.4 Tissue Microarray

Von allen Malignomen wurde fiir die Herstellung von Tissue Microarrays (TMAs) ein
charakteristischer Bereich bestimmt, formalinfixiert und in Paraffin eingebettet. AnschlieBend
wurde jeweils eine zwei Millimeter durchmessende Stanze aus den Gewebeblockchen
entnommen und in einen Empfingerblock aus Paraffin {ibertragen (Abb. 9). Der
Empfangerblock konnte hinsichtlich dieser Arbeit bis zu 60 Gewebestanzen aufnehmen. Aus
diesem Paraffinblock wurden Schnitte angefertigt, die zum einen mit den jeweiligen DNA-
Sonden fiir die Fluoreszenz in Situ Hybridisierung und zum anderen mit Hamatoxylin-Eosin

als Referenzhistologie gefarbt wurden [Baader Diss, 2013].

Abb. 9: Schema Herstellung TMA: a: Entnahme des Tumorgewebes mittels Stanze,
b: Ubertragung des Gewebes auf Empfingerblock [Kononen et al., 1998]

3.5 Firbeprotokoll der Fluoreszenz in Situ Hybridisierung

Das hier angewendete Férbeprotokoll fiir die Fluoreszenz in Situ Hybridisierung ist das
Standardverfahren des pathologischen Instituts des Universititsklinikums Regensburg

[Baader Diss, 2013].
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Erster Tag

Entparaffinieren und Rehydrieren

Um die Prédparate zu entparaffinieren wurden SuperFrost® Plus-Objekttrager fiir 35 Minuten
bei 72°C im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden die Schnitte zweimal fiir je 10
Minuten bei Raumtemperatur in Xylol getaucht. Nach einer jeweils zweiminiitigen
Behandlung mit Ethanol von 100%, 80% und 70% erfolgte eine ebenfalls zweiminiitige

Waschung mit Millipore-Wasser.

Vorbehandlung
Die Priparate wurden mit einer Natriumcitratlosung im Wasserbad bei 95°C fiir 40 Minuten
inkubiert. Im Anschluss folgte die Proteolyse durch eine Pepsinldsung. Hierfiir wurden die

Objekttrager fiir vier Minuten bei 37°C im Wasserbad belassen.

Waschen

Um den Verdauungsprozess aufzuhalten, erfolgte ein kurzes Waschen der Schnitte mit
raumtemperierten zweifachen Sodiumcitratpuffer (2xSSC) und Millipore-Wasser. Danach
wurden die Objekttriger jeweils fiir eine Minute in 70-, 80- und 100%iges Ethanol getaucht

und getrocknet.

Gewebe-Denaturierung und Hybridisierung

Das Auftragen der jeweiligen DNA-Sonde auf die Gewebeschnitte musste in einem
abgedunkelten Raum stattfinden. AnschlieBend wurden die Prdparate mit einem Deckglas
versehen und mit Fixogum luftdicht verschlossen. Dann wurden die Objekttrager bei 73°C fiir
fiinf Minuten auf die Heizplatte gelegt.

Die Objekttrager wurden letztlich in eine feuchte Kammer gelegt und {iber Nacht bei 37°C im

Brutschrank inkubiert.
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Zweiter Tag

Zu Beginn wurden Fixogum und Deckglas vorsichtig entfernt. Darauf folgten jeweils
zehnminiitige Behandlungen der Schnitte von vierfachen, zweifachen und einfachen
Sodiumcitrat (4xSSC, 2xSSC, 1xSSC) im 50°C warmen Wasserbad. Zum Schluss wurden die
Préaparate nochmal mit Millipore-Wasser gereinigt. Nach der Trocknung wurden die Schnitte

mit Deckgldsern und Entellan (Eindeckmedium) versehen und anschlieBend kiihl (4°C) und

dunkel gelagert.

3.6 Verwendete Materialien und Reagenzien

Tab.8: Materialien und Hersteller

‘ Material

Dapi-Einfachbandpassfilter

Hersteller

' AHF, Tiibingen

Filterset Sp. Green

AHF, Tiibingen

HQ-Filterset TRITC/TAMARA

AHF, Tiibingen

Glaskiivetten Dako Diagnostika, Hamburg
Deckgliser 24x50 mm Engelbrecht GmbH, Edermiinde
Brutschrank B6060 Heraeus Sepatech, Osterode
Heizplatte Ika Labortechnik, Staufen im Breisgau
Wasserbad Lo-boy Lab-Line Instruments, Illinois/USA
Gefrierschrank Liebherr, Kirchdorf a. d. Iller
Fixogum Marabu, Tamm

Objekttriger: SuperFrost®Plus Menzel-Gléser, Braunschweig
Entellan Merck, Darmstadt
Schlittenmikrotom Mikrom, Heidelberg

Millipore-Wasser: Filteranlage Milli-Q UF Plus

Millipore, Billerica/USA

Vectashield mounting medium with Dapi

Vector Laboratories, Burlingame/USA

Metallstinder

Wagner & Munz, Miinchen

Fluoreszenz-Mikroskop: Axiolmager Z1

Zeiss, Oberkochen

Handstanze

Zytomed, Berlin

Zytolight SPEC FGFR3/CEN 4 Dual Color

Zytovision, Bremerhaven

Zytolight SPEC MDM4/1p12 Dual Color Probe

Zytovision, Bremerhaven
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Tab. 9: Reagenzien und Hersteller

Reagenz Hersteller

Xylol J.T. Baker, Griesheim
Trinatriumcitratdihydrat Merck, Darmstadt

Ethanol Riedel-de Haén, Seelze
Igepal CA-630 Sigma-Aldrich, Louis/USA
Natriumchlorid VWR, West Chester/USA
Pepsinlosung Zytovision, Bremerhaven

Tab. 10: Reagenzien und Inhaltsstoffe

Reagenz Inhaltstoffe

0,01 N Natriumcitratlosung, pH 6 0,98 g Trinatriumcitratdihydrat
Millipore-Wasser ad 1000 ml
20 x Sodiumcitratpuffer (SSC), pH 7,35 175,32 g Natriumchlorid

88,24 g Trinatriumcitratdihydrat
Millipore-Wasser ad 1000 ml

1 x SSC, pH 7-7,5 50 ml 20 x SSC

950 ml Millipore-Wasser
2 x SSC, pH 7-7,5 100 ml 20 x SSC

900 ml Millipore-Wasser
4 x SSC + 0,3% Igepal, pH 7-7,5 200 ml 20 x SSC

3 ml Igepal CA-630
800 ml Millipore-Wasser

3.7 FISH-Sonden

Zur Farbung der Gewebeschnitte wurden DNA-Sonden der Firma ZytoVision® verwendet.
Fiir die Auswertung von MDM4 kam die Sonde ZytoLight® SPEC MDM4/1p12 Dual Color

Probe (PL39) und fiir FGFR3 ZytoLight® SPEC FGFR3/CEN 4 Dual Color Probe (PL41)
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zum Einsatz. Beide Sonden enthalten orange- und griinmarkierte Polynukleotide (ZyGreen:
Absorption bei 503 nm, Emission bei 528 nm; ZyOrange: Absorption bei 547 nm und
Emission bei 572 nm), um entsprechende Gensignale zum Leuchten zu bringen. Bet MDM4
werden zum einen Sequenzen, die das MDM4-Gen flankieren (griines Signal), und zum
anderen Sequenzen, die gegen Region 1p12 des Chromosoms 1 (oranges Signal) gerichtet
sind, nachgewiesen (Abb. 10). Analog dazu erscheint ein griines Leuchtsignal bei Sequenzen
gegen das FGFR3-Gen, ein oranges zum Nachweis von alpha-Satelliten-Sequenzen des

Zentromers von Chromosom 4 (Abb. 11).%/%*

di€= 1pl12

Abb. 10: Lokalisation der Hybridisierung an Chromosom 1 *

14= FGFR3

14= CEN 4 (D4Z1)

Abb. 11: Lokalisation der Hybridisierung an Chromosom 4 **

Quelle:

*http://www.zytovision.com/index.php/zytolight/17-zytolight-fish-products/202-z-2080

**http:// www.zytovision.com/index.php/zytolight/17-zytolight-fish-products/204-z-2082
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3.8 FISH-Analyse

Die Préaparate wurden mit Hilfe eines Fluoreszensmikroskops (Axio Imager Z1) der Firma
Zeiss ausgewertet. Zur Differenzierung der Leuchtsignale wurden drei Filter der Firma AHF
verwendet. Zum einen zur Beurteilung der Ubersicht (Dapi-Einfachbandpassfilter) und zum
anderen zur Auswertung der griinen (Filterset Sp. Green) und orangen Signale (HQ-Filterset
TRITC/TAMARA).

Pro Stanze wurden 25 Zellkerne mittels vorgefertigten Auszdhlungsbdgen des pathologischen
Instituts des Universititsklinikums Regensburg ausgewertet. Zur ersten Ubersicht und
Beurteilung der Tumorzellen wurde der Dapi-Filter in fiinf- bis 20-facher VergroBerung
verwendet. Anschlieend wurde Immersionsdl aufgetragen und die Zellkerne mittels 63-
facher VergroBerung beurteilt. Fiir die Auswertung wurden nur Zellkerne mit gut sichtbaren
Grenzen ohne Uberlagerungen beriicksichtigt. Es folgte die Auszihlung der griinen und
orangen Leuchtsignale. Hierbei wurde jede Farbe einzeln begutachtet. Gewertet wurden nur
eindeutige Signale. Zwei Signale in einer Entfernung von weniger als einem
Signaldurchmesser wurde als ein Leuchtpunkt angesehen (Split-Signale). Unter Zuhilfenahme

des Feintriebs konnten Zellkerne in verschiedenen Ebenen beurteilt werden.

3.9 Auswertungskriterien

Im Normalfall enthalten Zellkerne einen diploiden Chromosomen- und Gensatz. Wurden fiir
eine Stanze Nuklei mit je zwei griinen (Gensignal) und orangen (Zentromersignal)
Leuchtsignalen in mehr als 50% der untersuchten Zellkerne beobachtet, so wurde dies als
Disomie gewertet. Waren jedoch Aberrationen erkennbar, so wurden diese wie folgt

ausgewertet. Drei erkennbare Zentromersignale in mehr als 40% der untersuchten Zellkerne
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wurden als niedrige Polysomie, vier oder mehr Zentromersignale in mehr als 40% der
untersuchten Zellkerne wurden als hohe Polysomie gezahlt. Eine Amplifikation lag vor bei
einem Gen- zu Zentromerverhdltnis von mindestens 2:1 oder einem Gen-Cluster in mehr als
30% der Zellkerne. Hierfiir war die Summe aller gewerteten Gene und Zentromere
ausschlaggebend. War bei zwei sichtbaren Zentromersignalen nur ein Gensignal zu erkennen,
so wurde dies als hemizygote Deletion gezéhlt. Als relative Deletion wurde, umgekehrt zur
Amplifikation, ein Gen- zu Zentromerverhiltnis von maximal 1:2 - z.B. 2 Gen-, 4
Zentromersignale oder 2 Gen, 5 Zentromersignale — in mehr als 30% der Zellkerne bewertet.
Auch hier wurde wieder die gesamte Anzahl der gewerteten Gen- und Zentromersignale
beriicksichtigt. Die Auswertungskriterien waren sowohl fiir MDM4 als auch fiir FGFR3

identisch.

3.10 Statistische Auswertung

Mit Hilfe des Programms SPSS (Version 20.0 fiir Mac) der Firma IBM wurden alle Daten
statistisch verarbeitet. Das Chi-Quadrat-Testverfahren kam zur Anwendung um einen Bezug
zwischen den unterschiedlichen Parametern herzustellen (Signifikanzniveau p<0,05). Die
univariate Analyse beziiglich des Uberlebens wurde mittels Kaplan-Meier-Methode und Log-
Rank-Test (Signifikanzniveau p<0,05) ausgefiihrt, die multivariate Uberlebensanalyse unter
Zuhilfenahme der Cox-Regression (Einschlussverfahren; Signifikanzniveau p<0,05). Das
tumorspezifische Uberleben (TSU) wurde durch das Datum der Diagnosestellung und des

tumorbedingten Todes bzw. der letzten Information zum Lebensstatus bestimmt.
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4. Ergebnisse

4.1 Deskriptive Analyse — Klinisch-pathologische Parameter

4.1.1 Tumorentititen

Insgesamt konnten 16 Unterarten von Speicheldriisenkarzinomen im Patientenkollektiv
(n=324) unterschieden werden (Tab. 11). Die drei hdufigsten waren das adenoid-zystische
Karzinom mit 55 Féllen, das Mukoepidermoidkarzinom mit 51 Féllen und das
Azinuszellkarzinom mit 44 Fillen. Die Héaufigkeitsverteilungen aller Entitdten kann Tabelle

11 und Abbildung 12 entnommen werden.

Tab. 11: Einteilung der Tumorentitdten beziiglich des Patientenkollektivs

Entitédt Héaufigkeit Prozentualer
Anteil (%)
Adenoid-zystisches Karzinom 55 17,0
Mukoepidermoidkarzinom 51 15,7
Azinuszellkarzinom 44 13,6
Adenokarzinom NOS 37 11,4
Duktales Adenokarzinom 35 10,8
Plattenepithelkarzinom 31 9,6
Myoepitheliales Karzinom 21 6,5
Polymorphes niedrig-malignes Karzinom 13 4,0
Basalzelladenokarzinom 9 2,8
Onkozytires Karzinom 7 2,0
Epitheliales myoepitheliales Karzinom 5 1,5
Primiir maligner Mischtumor 5 1,5
Undifferenziertes Karzinom 4 1,2
Rhabdoides Karzinom 3 0,9
Zystadenokarzinom 2 0,6
Grof3zelliges Karzinom 2 0,6
Gesamt 324 100
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Fiir alle folgenden klinisch-pathologischen Parameter wurden die Entititen mit einer
Haufigkeitsverteilung von >5% einzeln tabellarisch aufgelistet, die restlichen Tumortypen

wurden als sonstige Malignome zusammengefasst.

18
16
14
12
10

M Entitdten in Prozent

O N B O

Abb. 12: Hiufigkeitsverteilung der Speicheldriisenkarzinome

4.1.2 Alter und Geschlecht

Hinsichtlich der Altersverteilung waren die Patienten zum Diagnosezeitpunkt im Mittel 60,8
Jahre alt. 60,4% der Erkrankten waren bei Diagnosestellung <70 Jahre. Hier wurden am
hiufigsten Mukoepidermoid- (18,3%), adenoid-zystische (17,8%) und Azinuszellkarzinome
(17,3%) festgestellt. Bei Patienten >70 Jahre war mit 19,7% das Plattenepithelkarzinom das
meist vorkommende, gefolgt vom duktalen Adenokarzinom und dem adenoid-zystischen
Karzinom mit jeweils 15,6% (p<0,001).

Beziiglich des gesamten Patientenkollektivs erkrankten Manner mit 47,2% tendenziell etwas
weniger hdufig an einem malignen Speicheldriisentumor als Frauen mit 52,8%. Betrachtet
man aber die einzelnen Entitdten, so sind deutliche Unterschiede erkennbar. Frauen

erkrankten haufiger an einem adenoid-zystischen (69,1%), Azinuszell- (68,2%) oder Muko-
41



epidermoidkarzinom (62,7%). Die Privalenz eines Plattenepithelkarzinoms liegt mit 80,6%

eindeutig beim ménnlichen Geschlecht (Tab. 12; p<0,001)

Tab. 12: Alters- und geschlechtsspezifische Verteilung der Entitdten

Entitiit Alter Geschlecht
<70 >70 weiblich ~ maénnlich

Adenoid-zystisches Karzinom 36 19 38 17
Mukoepidermoidkarzinom 37 14 32 19
Azinuszellkarzinom 35 9 30 14
Adenokarzinom NOS 25 12 13 24
Duktales Adenokarzinom 16 19 16 19
Plattenepithelkarzinom 7 24 6 25
Myoepitheliales Karzinom 15 6 12 9
Sonstige Malignome 31 19 24 26
Gesamt 202 122 171 153

4.1.3 Lokalisation

In den meisten Fillen (71%) kam es zum Befall der Ohrspeicheldriisen (Abb. 13). Am
hiufigsten wurden hier Azinuszellkarzinome (17%), Mukoepidermoidkarzinome (13,5%) und
Plattenepithelkarzinome (13,1%) diagnostiziert. In der Gl. submandibularis und den kleinen
Speicheldriisen war das adenoid-zystische Karzinom mit 32,6% bzw. 36,2% am stédrksten
vertreten. In der GIl. sublingualis wurde bei nur zwei Patienten ein Malignom (Tab. 13)

festgestellt.
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Abb. 13: Hiufigkeitsverteilung der Tumorlokalisation (n=324)

Tab. 13: Tumorlokalisation (n=324)

Entitat Lokalisation

Gl. Gl. sub- Gl. Kleine
parotidea mandibularis  sublingualis Speichel-
driisen
Adenoid-zyst. Karzinom 22 15 1 17
Mukoepidermoidkarzinom 31 4 1 15
Azinuszellkarzinom 39 3 0 2
Adenokarzinom NOS 28 6 0 3
Duktales Adenokarzinom 29 5 0 1
Plattenepithelkarzinom 30 1 0 0
Myoepitheliales Karzinom 14 6 0 1
Sonstige Malignome 36 6 0 8
Gesamt 229 46 2 47
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4.1.4 TNM-Klassifikation

Die Stadien wurden nach Resektion und pathologischer Beurteilung gemidfl der TNM-
Klassifikation fiir Speicheldriisenmalignome der UICC eingeordnet. Als hiufigste
Tumorgrdfle konnte bei einem Gesamtkollektiv von 319 Patienten bei 33,2% der Félle ein T2-
Befund diagnostiziert werden. Die genaue Verteilung der T-Stadien auch hinsichtlich der

einzelnen Entitdten ist in Tabelle 14 aufgefiihrt.

Tab. 14: T-Status (p=0,165; n=319)

Entitét

Adenoid-zystisches Karzinom 13 17 14 8
Mukoepidermoidkarzinom 17 21 8
Azinuszellkarzinom 19 14 8 3
Adenokarzinom NOS 10 11 9 6
Duktales Adenokarzinom 7 10 5 13
Plattenepithelkarzinom 3 10 10 7
Myoepitheliales Karzinom 2 6 9 4
Sonstige Malignome 11 17 13 9
Gesamt 82 106 76 55

Beziiglich des Lymphknotenstatus wurden insgesamt 316 auswertbare Fille betrachtet,
wovon 217 Erkrankte eine NO-Situation aufwiesen (68,7%). Ein negativer Nodalbefund
konnte mit 93% bei den Azinuszellkarzinomen am héufigsten diagnostiziert werden. Auch bei
82% der adenoid-zystischen und 74,5% der Mukoepidermoidkarzinome konnten keine
Metastasen der Lymphknoten festgestellt werden.

31,3% der untersuchten Patienten zeigten einen positiven Lymphknotenbefund. Besonders
prignant ist die Lymphknotenmetastasierung beim duktalen Adenokarzinom (71,4%).

Weitere Malignome mit auffillig hdufigem positiven N-Status sind das Adenokarzinom NOS
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mit 44,4% und das Plattenepithelkarzinom mit 43,3% (vgl. Tab. 15; p<0,001). In Abbildung

14 lassen sich Zusammenhinge zwischen Nodalbefund und TumorgroBe eruieren.

Tab. 15: N-Status (p<0,001; n=316)

Entitét NO N1 N2 N3
Adenoid-zystisches Karzinom 41 4 5 0
Mukoepidermoidkarzinom 38 7 5 1
Azinuszellkarzinom 40 3 0 0
Adenokarzinom NOS 20 2 14 0
Duktales Adenokarzinom 10 6 19 0
Plattenepithelkarzinom 17 7 6 0
Myoepitheliales Karzinom 15 1 5 0
Sonstige Malignome 36 7 6 1
Gesamt 217 37 60 2
0 20 40 60 80 100

“T1
uT2

T3
“T4

Abb. 14: Zusammenhang zwischen T- und N-Status (Anzahl der Patientenfille; p<0,001; n=316)
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Fernmetastasen wurden nur in 33 der 321 untersuchten Fille diagnostiziert (10,3%). Jeweils
24,2% entfallen hier auf das adenoid-zystischen Karzinom und das Adenokarzinom NOS,
gefolgt vom duktalen Adenokarzinom mit 15,2%. Eine detaillierte Auflistung ist Tabelle 16

zu entnehmen (p=0,21).

Tab. 16: M-Status (p=0,21; n=321)

‘ Entitit MO Ml
Adenoid-zystisches Karzinom 46 8
Mukoepidermoidkarzinom 46 4
Azinuszellkarzinom 43 1
Adenokarzinom NOS 29 8
Duktales Adenokarzinom 30 5
Plattenepithelkarzinom 29 1
Myoepitheliales Karzinom 18 3
Sonstige Malignome 47 3
Gesamt 288 33

Aufgrund der TNM-Klassifikation lassen sich Gesamtstadien nach UICC ermitteln (Tab. 3).
Es konnten 322 Patientenfélle analysiert werden. Zumeist konnte das Stadium IV mit 34,2%
festgestellt werden, gefolgt von Stadium II (22,7%), Stadium 1 (22%) und Stadium III
(21,1%). Das Stadium IV war vor allem durch duktale Adenokarzinome, Adenokarzinome
NOS und adenoid-zystische Karzinome geprigt (siche Abb. 15). In niedrigen Tumorstadien (I
und II) tiberwogen Azinuszell- und Mukoepidermoidkarzinome mit 21,5% bzw. 23,6% (Tab.

17; p<0,001)
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Tab. 17. Tumorstadium nach Einteilung der UICC (p<0,001; n=322)

Entitét I II I v
Adenoid-zystisches Karzinom 11 13 11 19
Mukoepidermoidkarzinom 18 16 9 8
Azinuszellkarzinom 20 11 9 4
Adenokarzinom NOS 5 4 7 21
Duktales Adenokarzinom 4 3 5 23
Plattenepithelkarzinom 2 9 8 11
Myoepitheliales Karzinom 2 5 7 7
Sonstige Malignome 9 12 12 17
Gesamt 71 73 68 110

Adenoid-zystisches Ca
MukoepidermoidCa
AzinuszellCa

AdenoCa NOS
Duktales AdenoCa
PlattenepithelCa

Myoepitheliales Ca

Sonstige Malignome

Abb. 15: Verteilung der Entititen im Stadium IV

4.1.5 Grading

Die Bestimmung des Malignitédtsgrads der untersuchten 324 Speicheldriisentumoren ergab zu
50,9% schlecht differenzierte Tumoren (G3), zu 32,4% gut differenzierte Tumoren (G1), und

zu 16,7% maiBig differenzierte Tumoren (G2). Bei den low-grade (G1) Tumoren war das
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Azinuszellkarzinom mit 36,2% am stidrksten vertreten. Das duktale Adenokarzinom war mit
21,2% gefolgt vom Plattenepithelkarzinom mit 18,8% am héufigsten unter den high-grade
(G3) Tumoren zu finden. Adenoid-zystische Karzinome (70,4%) wiesen vor allem einen
mafBig differenzierten Malignititsgrad auf (Tab. 18; p<0,001).

Vergleicht man das Stadium mit dem Grading, so ist eine eindeutige Korrelation erkennbar
(Abb. 16). Knapp 70% der schlecht differenzierten Neoplasien wiesen zugleich Stadium IV
auf. Lymphknotenmetastasen konnten in 47,5% der G3-Malignome nachgewiesen werden,
wihrend hoch differenzierte (G1) Karzinome nur in 14,4% Lymphknotenmetastasen
aufwiesen (Abb. 17). 85% der Tumoren mit N2-Status waren den schlecht differenzierten

Tumoren zu zuordnen.

Tab. 18: Grading (p<0,001; n=324)

Entitét Gl G2 G3
Adenoid-zystisches Karzinom 3 38 14
Mukoepidermoidkarzinom 30 6 15
Azinuszellkarzinom 38 0 6
Adenokarzinom NOS 3 4 30
Duktales Adenokarzinom 0 0 35
Plattenepithelkarzinom 0 31
Myoepitheliales Karzinom 4 6 11
Sonstige Malignome 27 0 23
Gesamt 105 54 165
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Abb. 16: Korrelation zwischen Malignitéitsgrad und Tumorstadium (p<0,001; n=322)

LG1

LG2

“G3

NO N1-3

Abb. 17: Korrelation zwischen Malignititsgrad und Lymphknotenmetastasen (p<0,001; n=316)
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4.1.6 Therapie

Von allen 324 Patienten wurde bei nur einem Patienten (duktales Adenokarzinom der GI.
parotidea) keine Therapie durchgefiihrt. Bei einem weiteren Patienten mit diagnostiziertem
adenoid-zystischen Karzinom der GIl. parotidea war der Behandlungsansatz eine primire
Radio-/Chemotherapie. Somit wurden 99,4% der betroffenen Patienten chirurgisch behandelt
(Tab. 19). Die meisten Erkrankten (58,6%) wurden zusdtzlich zur operativen Therapie
adjuvant bestrahlt (durchschnittliche Strahlendosis 57,3 Gy). 16,7% erhielten eine adjuvante
Radiochemotherapie. Hierbei wurden als Zytostatikum vor allem 5-Fluoruracil oder Cisplatin
verwendet. 74,7% der adjuvant behandelten Malignome waren in der Gl. parotidea lokalisiert.
In 94,6% der Fille war der Therapieansatz kurativ (RO und R1). Posttherapeutisch war bei
247 von 316 Patienten kein Anhalt auf restliches Tumorgewebe gegeben. In 52 Fillen konnte
ein mikroskopischer (R1) und in 17 Féllen ein makroskopischer Residualtumor (R2)

nachgewiesen werden (Abb. 18).

Tab. 19: Therapieformen (p=0,803; n=324)

Entitét Chirurgie Chirurgie Primére Keine
und Radio- Radio-/ Therapie
therapie Chemo-
therapie
Adenoid-zystisches Karzinom 15 39 1 0
Mukoepidermoidkarzinom 29 22 0 0
Azinuszellkarzinom 24 20 0 0
Adenokarzinom NOS 12 25 0 0
Duktales Adenokarzinom 11 23 0 1
Plattenepithelkarzinom 11 20 0 0
Myoepitheliales Karzinom 10 11 0 0
Sonstige Malignome 20 30 0 0
Gesamt 132 190 1 1
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Abb. 18: R-Status des Gesamtkollektives (p=0,094; n=316)

Bei 233 Patienten wurde eine Ausrdumung der Halslymphknoten vorgenommen. Eine genaue
Ubersicht zum Zusammenhang zwischen der Neck Dissection und den einzelnen Entitéiten ist
Abbildung 19 zu entnehmen.

Bei 85,9% der Patienten mit klinisch manifesten Lymphknotenmetastasen (cN1-3) wurde eine
Neck Dissection durchgefiihrt. Andererseits wurde bei 68,1% der Patienten mit ¢cNO-Situation
ebenfalls eine Ausrdumung der Halslymphknoten vorgenommen.

Eine weitere Korrelation der Neck Dissection ergibt sich hinsichtlich der Lokalisation der
Speicheldriisenkarzinome. Konnten Malignome in der Gl. parotidea diagnostiziert werden, so
wurde in 79,7% der Félle eine Ausrdumung der Halslymphknoten vorgenommen (p<0,001;
n=322). Waren allerdings die kleinen Speicheldriisen betroffen, so verzichtete man bei 61,7%
auf eine Neck Dissection. Bei schlecht differenzierten (G3) Malignomen wurden 134 (81,7%)
Patienten, bei gut differenzierten (G1) 64,4% durch eine Neck Dissection therapiert (p=0,001;

n=322).
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Abb. 19: Hiiufigkeitsverteilung Neck Dissection (Anzahl Patientenfille; p=0,019; n=322)

4.1.7 Rezidive

Bei 73,9% der Patienten wurde kein Rezidiv diagnostiziert. VerhéltnismaBig oft trat beim
adenoid-zystischen Karzinom (38,5%) ein rezidivierendes Tumorwachstum auf. Nennenswert
ist auch das groBzellige Karzinom. Beide Patienten erlitten ein Rezidiv. Die Verteilung
hinsichtlich der einzelnen Entitdten ist Tabelle 20 zu entnehmen. Lag ein T3 oder T4 Status
vor, so rezidivierten 32,5% der Malignome. Bei kleineren TumorgréB3en (T1 und T2) konnte
bei 21,5% ein Rezidiv festgestellt werden (p=0,037; n=306). Bei Vorliegen von
Lymphknotenmetastasen wurden bei 33% (p=0,088; n=304) der Fille rezidivierende
Tumoren diagnostiziert. Ein signifikanter Zusammenhang ergab sich hinsichtlich des
Stadiums. 83,2% aller Patienten in niedrigen Tumorstadien (I und II) blieben rezidivfrei. Lag

allerdings ein Tumorstadium von III oder IV vor, erkrankten 34,5% der Patienten an einem
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Rezidiv (p<0,001; n=308). Hinsichtlich des Malignititsgrades ergab sich, dass 33,3% der
gering differenzierten Karzinome (G3) auch ein Rezidiv entwickelten. Hingegen blieben
79,4% der Gl und G2 Malignome rezidivfrei (p=0,015; n=310). Es bestanden keine

nennenswerten Assoziationen hinsichtlich des Alters oder der Lokalisation.

Tab. 20: Rezidive (p=0,291; n=310)

‘ Entitit Rezidiv Kein Rezidiv
Adenoid-zystisches Karzinom 20 32
Mukoepidermoidkarzinom 8 41
Azinuszellkarzinom 9 35
Adenokarzinom NOS 11 23
Duktales Adenokarzinom 8 25
Plattenepithelkarzinom 9 20
Myoepitheliales Karzinom 5 15
Sonstige Malignome 11 38
Gesamt 81 229

4.2. Deskriptive Analyse — FISH-Ergebnisse

4.2.1 MDM4

Von den 234 untersuchten Tumoren wiesen insgesamt 84 (35,9%) eine Aberration von
MDM4 auf (Abb. 20-23). Dabei =zeigten das adenoid-zystische Karzinom, das
Azinuszellkarzinom und das Mukoepidermoidkarzinom wenig Auffilligkeiten (Disomie bei
85%, 75% und 74,4%). Aberrationen waren vor allem bei duktalen Adenokarzinomen zu

beobachten (68%). Hier zeigte sich bei 36% der betroffenen Patienten eine hohe Polysomie,
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eine niedrige bei 20% und 12% wiesen Amplifikationen auf. Ebenso waren in der Gruppe der
Adenokarzinome NOS mit je 19,2% hohen Polysomien und Amplifikationen zu beobachten.
Nennenswert ist auch der maligne Mischtumor, bei dem beide Patientenfdlle eine hohe

Polysomie aufwiesen. Die einzelnen Aufteilungen sind in Tabelle 21 ersichtlich.

Tab. 21: Disomie und Aberrationen von MDM4 (p=0,006, n=234)

Entitat Disomie Niedrige Hohe Ampli-
Polysomie ~ Polysomie fikation
Adenoid-zystisches Karzinom 34 2 2 2
Mukoepidermoidkarzinom 29 5 4 1
Azinuszellkarzinom 27 4 3 2
Adenokarzinom NOS 12 4 5 5
Duktales Adenokarzinom 8 5 9 3
Plattenepithelkarzinom 15 5 5 3
Myoepitheliales Karzinom 12 4 1 2
Sonstige Malignome 13 5 2 1
Gesamt 150 34 31 19

Abb. 20: Disomie von MDM4 bei einem adenoid-zystischen Karzinom
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Abb. 21: Niedrige Polysomie von MDM4 bei einem Adenokarzinom NOS

Abb. 22: Hohe Polysomie von MDM4 bei einem Mukoepidermoidkarzinom
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Abb. 23: Amplifikation von MDM4 bei einem myoepithelialen Karzinom

Der Genstatus von MDM4 war signifikant mit dem Malignitdtsgrad der Tumoren assoziiert
(Abb. 24; p<0,001). Schlecht differenzierte Speicheldriisenkarzinome zeigten zu 47,2% auch
genetische Aberrationen. Im Gegensatz dazu waren bei 77,1% der Erkrankten mit G1- oder
G2-Tumoren keinerlei genetischen Verdnderungen feststellbar. Zusammenhénge lieen sich
auch beziiglich der Tumorgrof3e darstellen. Bei 90 von 129 Patienten (69,8%) mit T1- oder
T2-Status lieB sich eine Disomie nachweisen. Bei groBerer Tumorausdehnung war ein
unauffilliger Genstatus bei 56,4% ersichtlich. 43,6% zeigten hingegen Aberrationen.

(p=0,039).
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Abb. 24: Verteilung Genstatus MDM4 und Grading (p<0,001; n=234)

Statistisch ~ signifikante Korrelationen ergaben sich auch in Bezug auf den
Lymphknotenbefund. 70,2% der Félle mit einer NO-Situation hatten keine Aberrationen.
Patienten mit Lymphknotenmetastasen zeigten zu 48,7% genetische Verdnderungen
(p=0,008). Betrachtet man das jeweilige Tumorstadium, so stellten sich auch hier signifikante
Zusammenhdnge mit dem Genstatus von MDM4 dar. Ein Viertel (25,5%) aller Patienten mit
niedrigen Stadium (I und II) wiesen Genaberrationen auf. Dagegen stieg die Zahl bei
fortgeschrittenen Stadien auf 44% an (Abb. 25; p=0,004). Keine signifikanten Assoziationen
zeigten sich beziiglich des Alters, Geschlechts oder des Vorhandenseins von Fernmetastasen

und Residualtumor.
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Abb. 25: Verteilung MDM4 Genstatus und Tumorstadium (p=0,004; n=232)

4.2.2 FGFR3

Von den 211 untersuchten Tumoren wiesen insgesamt 117 (55,5%) eine Aberration von
FGFR3 auf (Abb. 26-29). In Tabelle 22 sind die hdufigsten Speicheldriisenkarzinome und die
Verteilung des FGFR3- Genstatus aufgelistet. Besonders prignant waren - dhnlich wie bei
MDM4 - auch hier wieder das duktale Adenokarzinom und das Adenokarzinom NOS. Mit
jeweils 30,4% waren niedrige und hohe Polysomien beim duktalen Adenokarzinom
erkennbar. Das Adenokarzinom NOS wies zu 75% Aberrationen auf (41,7% hohe, 33,3%
niedrige Polysomie). Gleichfalls zeigte auch das Plattenepithelkarzinom in dreiviertel aller
Félle Genverdnderungen. Am auffdlligsten war hier die hohe Polysomie mit 65%. Zu
beachten ist auch das myoepitheliale Karzinom, das zu 50% eine niedrige und zu 22,2% eine

hohe Polysomie aufwies.
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Tab. 22: Disomie und Aberrationen von FGFR3 (p=0,096; n=211)

Entitét Disomie Niedrige Hohe Ampli-
Polysomie  Polysomie fikation
Adenoid-zystisches Karzinom 19 13 4 1
Mukoepidermoidkarzinom 20 11 6 0
Azinuszellkarzinom 20 4 3 0
Adenokarzinom NOS 6 8 10 0
Duktales Adenokarzinom 9 7 7 0
Plattenepithelkarzinom 5 2 13 0
Myoepitheliales Karzinom 5 9 4 0
Sonstige Malignome 10 7 8 0
Gesamt 94 61 55 1

Abb. 26: Disomie von FGFR3 bei einem Karzinom ex pleomorphes Adenom
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Abb. 27: Niedrige Polysomie von FGFR3 bei einem Karzinom ex pleomorphes Adenom

Abb. 28: Hohe Polysomie von FGFR3 bei einem Mukoepidermoidkarzinom
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Abb. 29: Amplifikation von FGFR3 bei einem adenoid-zystischen Karzinom

Auch der Genstatus von FGFR3 zeigte wie auch schon MDM4 signifikante Zusammenhinge
in Hinsicht auf den Malignititsgrad. Bei der Mehrzahl der Patienten (58,5%) mit niedrig-
malignen oder mittelgradig differenzierten Speicheldriisentumoren konnte keine genetische
Aberration von FGFR3 nachgewiesen werden. Dem gegeniiber zeigten sich FGFR3-

Abberationen bei 69,5% der Patienten mit schlecht-differenzierten Karzinomen (Abb. 30).
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Abb. 30: Verteilung FGFR3 Genstatus und Grading (p < 0,001; n =211)
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Es bestanden keine signifikanten Korrelationen zwischen der Ausdehnung des Tumors und
vorhandenen Genverdnderung von FGFR3. Die Zahl der Aberrationen bei T1- und T2-Status
(50,8%) entsprach in etwa dem Patientenkollektiv ohne Aberrationen (49,2%). Ein auffalliger
Genstatus konnte bei 61,4% der Patienten mit fortgeschrittenem Tumorwachstum (T3 und
T4) beobachtet werden (p>0,05; n=211). Auch in Bezug auf Lymphknoten- und
Fernmetastasen, Alter und Geschlecht konnten keine aussagekréftigen Zusammenhidnge mit
genetischen Aberrationen von FGFR3 hergestellt werden.

Beziiglich des Tumorstadiums stellten sich wieder statistische Assoziationen dar. Die Stadien
[ und II wiesen in 53,3% der Félle Disomien auf. Dem gegeniiber zeigten 62,5% der Patienten
mit fortgeschrittenem Stadium (IIT und IV) eine Aberration von FGFR3 und nur 37,5% eine
Disomie (p=0,025; n=210). Im Gegensatz zu MDM4 wies FGFR3 eine signifikante
Verkniipfung mit dem R-Status auf. War kein Residualtumor nachweisbar, so zeigten die
Patienten in 51,3% der Félle Genverdnderungen. Deutlicher stellte sich der Unterschied bei
mikroskopisch (R1) und makroskopisch (R2) diagnostiziertem Residualtumor dar. Hier

konnte bei 67,9 % der Patienten eine Aberration festgestellt werden (Abb. 31).
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Abb. 31: Verteilung FGFR3 Genstatus und R-Status (p=0,0039; n=209)
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4.2.3 MDM4 und FGFR3

Vergleicht man beide Gene miteinander, so zeigten sich signifikante Zusammenhinge. War
keine genetische Mutation von MDM4 vorhanden, so war in 59,9% der Félle auch eine
Disomie bei FGFR3 zu beobachten. Lag eine Aberration von MDM4 vor, dann lie3 sich zu
76,9% auch eine Genverdanderung von FGFR3 nachweisen (Tab. 23).

In 24,5% wiesen beide Gene eine hohe Polysomie auf. Bei den hohen Polysomien von
FGFR3 zeigten 13,2% eine Amplifikation und 22,6% eine niedrige Polysomie von MDM4.
Auf die niedrige Polysomie von FGFR3 fielen weitere 32,1% der Aberrationen von MDM4.
Im Einzelnen war dies in 38,9% eine niedrige Polysomie, in 27,8% eine hohe Polysomie und

in 33,3% der Fille eine Amplifikation von MDM4 (p<0,001; n=212).

Tab. 23: Relationen zwischen MDM4 und FGFR3 (p<0,00;1 n=212)

} Disomie Aberration
‘ Disomie 88 (59,9%) 59 (40,1%)
‘ Aberration 15 (23,1%) 50 (76,9%)
L Gesamt 103 109
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4.3 Uberlebensrate und Prognose — Klinisch-pathologische Parameter

4.3.1 Tumorentititen

Zur Prognosebestimmung wurden Patientendaten iiber einen Zeitraum von einem Monat bis
zu 21,2 Jahren erfasst. Im Schnitt lag die Beobachtungsphase der Erkrankten bei 4,85 Jahre
und die 5- bzw. 10-Jahres tumorspezifische Uberlebensrate (TSU) aller Patienten bei 74,8%
bzw. 68,9%. Eine detaillierte Auflistung der hiufigsten Speicheldriisenmalignome ist Tabelle

24 zu entnehmen.

Tab. 24: Uberlebensrate der héufigsten Entititen (p=0,001)

5-J-TSU 10-J-TSU Anzahl der
Fille
Adenoid-zystisches Karzinom 78,2% 76,4% 55
Mukoepidermoidkarzinom 84,3% 80,4% 51
Azinuszellkarzinom 97,7% 95,5% 44
Adenokarzinom NOS 62,2% 62,2% 37
Duktales Adenokarzinom 68,6% 0% 35
Plattenepithelkarzinom 71% 71% 31
Myoepitheliales Karzinom 66,7% 66,7% 21

Mit einer 5-J-TSU von 97,7% war das Azinuszellkarzinom prognostisch am besten, gefolgt
vom Mukoepidermoidkarzinom mit 84,3% und dem adenoid-zystischen Karzinom mit 78,2%.
Fiir die 10-J-TSU ergab sich ein analoges Bild. Mit 95,5% ist auch hier fiir das
Azinuszellkarzinom die Prognose sehr gut. Ahnlich gut war die Uberlebensrate bei
Mukoepidermoidkarzinomen (80,4%), wobei das Uberleben vom Differenzierungsgrad

abhingig war. Wihrend bei hoch differenzierten (G1) Mukoepidermoidkarzinomen die
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Uberlebensrate  bei  96,3% (5-J-TSU) lag, zeigten schlecht differenzierte (G3)
Mukoepidermoidkarzinome mit einer 5-J-TSU von 63,6% eine deutlich schlechtere Prognose
(p<0,001). Die schlechteste Prognose ergab sich fiir das duktale Adenokarzinom. Nach 5
Jahren waren hier noch 68,6% der erkrankten Patienten am Leben. Die Uberlebensraten der

hiufigsten Entititen sind in Abbildung 32 ersichtlich.
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Abb. 32: Tumorentititen (p=0,001; n=274)
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4.3.2 Alter und Geschlecht

Patienten, die zum Zeitpunkt der Diagnosestellung dlter als 70 Jahre waren, hatten eine 5-J-
TSU von 63,9% und eine 10-J-TSU von 62,3% (Abb. 33 und 34). Eine deutlich bessere
Prognose (p<0,001) ergab sich fiir alle Patienten, die jiinger als 70 Jahre waren. Hier lag die
Rate bei 86,6% (5-J-TSU) und 84,7% (10-J-TSU).

Kein signifikanter Zusammenhang zeigte sich hinsichtlich des Geschlechts (p=0,335).

Alter>70]

110-J-TSU

“5-J-TSU

Alter<70]

0 20 40 60 80 100

Abb. 33: Altersabhiingige Uberlebensrate in Prozent (p<0,001; n=324)
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Abb. 34: Alter (p<0,001; n=324)
4.3.3 Lokalisation

Die giinstigste Prognose konnte fiir Malignome ausgesprochen werden, die in den kleinen
Speicheldriisen (n=47) lokalisiert waren. Hier lag die 5-J-TSU bei 91,5% und die 10-J-TSU
bei 87,2%. War die Gl. submandibularis (n=46) betroffen, so lag sowohl die 5-Jahres-, als
auch die 10-Jahres-Prognose bei 76,1%. Karzinome der GI. parotidea (n=229) zeigten eine 5-
J-TSU von 75,5% und eine 10-J-TSU von 73,8%. Die ungiinstigste Prognose konnte fiir die

Gl. sublingualis ermittelt werden. Beide Patienten verstarben binnen drei Jahren nach

Diagnosestellung (Abb. 35).
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Abb. 35: Tumorlokalisation (p=0,286; n=324)

4.3.4 TNM-Klassifikation

Hinsichtlich der TumorgroB3e ergaben sich folgende prognostische Werte. Bei kleinerer
Ausdehnung des Malignoms (T1+T2; n=188) zeigte sich eine tumorspezifische
Uberlebensrate von 88,3% (5 Jahre) bzw. 86,7% (10 Jahre). Lag eine T3 oder T4 Situation
(n=130) vor, so war dies mit einer deutlich schlechteren Prognose von 63,4% bzw. 61,1%

vergesellschaftet (Abb. 36; p<0,001).
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Abb. 36: Tumorgrofie (T-Status; p<0,001; n=318)

Diagnostizierte Lymphknotenmetastasen (N1-N3; n=101) waren mit einer wesentlich
ungiinstigeren Prognose assoziiert. Die 5-J-TSU lag hier im Schnitt bei 57,4%, die 10-J-TSU
bei 54,5%. Die Uberlebensrate bei Erkrankten mit N2-Situation lag nach 5 Jahren bei nur
41,7%. Dem gegeniiber wiesen Patienten mit einer NO-Situation (n = 215) mit 87,4% (5-J-

TSU) und 86% (10-J-TSU) signifikant bessere Prognosen auf (Abb. 37; p<0,001).
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Abb. 37: Lymphknotenmetastasen (N-Status; p<0,001; n=313)

Bei vorhandenen Fernmetastasen lag das tumorspezifische Uberleben bei 30,3% bzw. 27,3%
(5 bzw.10 Jahre). Kontrdr dazu war die Prognose mit 83,3% und 81,9% bei Patienten ohne

Fernmetastasierung deutlich besser (p<0,001; Abb. 38).
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Abb. 38: Fernmetastasen (p<0,001; n=320)

In Abbildung 39 ist die signifikante Assoziation zwischen Tumorstadium und Uberleben
dargestellt. Es zeigte sich, dass Patienten in niedrigen Stadien (I+II) mit 93% eine wesentlich
bessere 5-Jahres-Prognose hatten als jene in fortgeschrittenen Stadien (III+1V) mit 65,9%.
Auch die 10-Jahres-Uberlebensrate zeigte mit 91,6% gegeniiber 63,7% #hnliche Werte

(p<0,001; n=322).
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Abb. 39: Tumorstadium nach UICC (p<0,001; n=322)
4.3.5 Grading

Die Uberlebensrate fiir niedrig-maligne Karzinome (G1) war nach fiinf Jahren bei 91,4% und
nach 10 Jahren noch bei 88,5%. Mittelgradig differenzierte Neoplasien der Speicheldriisen
(G2) zeigten eine 5-J-TSU von 85,2% und eine 10-J-TSU von 83,3%. Schlechtere Prognosen

wiesen G3-Karzinome mit 48,5% (5-J-TSU) und 42,2% (10-J-TSU) auf (Abb. 40; p<0,001).
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Abb. 40: Malignititsgrad (p<0,001; n=324)
4.3.6 Therapie

Von 132 Patienten, die rein chirurgisch behandelt wurden, iiberlebten 87,9% die ersten fiinf
Jahre. Die 10-Jahres-Prognose war mit 86,4% dhnlich gut. Bei 190 Erkrankten erfolgte zur
Chirurgie noch eine adjuvante Behandlung wie Radiatio und/oder Chemotherapie. Hier lagen
die Uberlebensraten bei 72,1% (5-J-TSU) und 70% (10-J-TSU). In zwei Fillen wurde keine
bzw. eine primidre Radiotherapie durchgefiihrt. Beide Patienten verstarben in Folge des

Tumors binnen 2,5 Jahren (Abb. 41; p<0,001; n=324).
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Abb. 41: Therapieformen (p<0,001; n=324)

Keine signifikante Assoziation bestand hinsichtlich der Prognose bei Neck Dissection. Bei

der Mehrzahl der Patienten (n=234) wurde eine Ausrdumung der Halslymphknoten

vorgenommen. Die 5-J-TSU lag hier bei 76,9%. Ohne Neck Dissection (n=88) wurde die

Prognose fiir 5 Jahre mit 80,7% angegeben (Abb. 42; p=0,366; n=322).
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Abb. 42: Neck Dissection (p=0,366; n=322)

Kein Anhalt auf einen Residualtumor war bei 248 von 321 Patienten gegeben (R0). Die

Uberlebensraten waren mit 86,3% nach fiinf Jahren und 84,3% nach 10 Jahren sehr gut.

Wurde ein Residualtumor mikroskopisch nachgewiesen (R1), so sanken die Raten auf 64,2%

bzw. 62,3%. Die schlechteste Prognose konnte fiir einen R2-Status (makroskopischer

Tumorrest) eruiert werden. Nur 15% {iberlebten die ersten 5 Jahre (Abb. 43; p<0,001; n=321).
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Abb. 43: Residualtumor (p<0,001; n=321)
4.3.7 Rezidive

Signifikante Zusammenhinge zeigten sich auch beziigliche der Prognose bei Rezidiven.
Abbildung 44 ist zu entnehmen, dass die Uberlebensraten bei Rezidivfreiheit mit 91,7% (5-J-
TSU) und 90,8% (10-J-TSU) sehr hoch waren. Im Gegensatz dazu sank die Prognose bei
diagnostiziertem Rezidiv drastisch auf 51,9% nach 5 Jahren und 46,9% nach 10 Jahren

(p<0,001; n=310).
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Abb. 44: Rezidive (p<0,001; n=310)

4.4 Uberlebensrate und Prognose — FISH Ergebnisse

4.4.1 MDM4

Signifikante Korrelationen zeigten sich auch in Bezug auf den Genstatus von MDM4. Die
giinstigste Prognose war gegeben, wenn keine Aberrationen vorlagen. Je ausgeprégter die
Genverinderungen waren, desto schlechter wurde die Uberlebensrate. So sank die 5-Jahres-
Prognose von 82% bei Disomien, auf 52,6% bei Amplifikationen. Eine detaillierte Ubersicht

ist Tabelle 25 und Abbildung 45 zu entnehmen.
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Tab. 25: Tumorspezifische Uberlebensraten von MDM4 (p=0,025; n=234)

Uberlebensrate Disomie Niedrige Hohe Ampli-
(n=150) Polysomie Polysomie fikation
(n=34) (n=31) (n=19)
5 Jahre 82% 76,5% 67,7% 52,6%
10 Jahre 80,7% 73,5% 67,7% 52,6%
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Abb. 45: MDM4 Aberrationen (p=0,025; n=234)
4.4.2 FGFR3

Auch beziiglich des Genstatus von FGFR3 waren deutliche Assoziationen mit der

Uberlebensrate festzustellen. Wie auch bei MDM4 ergaben sich mit einer 5-J-TSU von 87,2%
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die besten Prognosen fiir Disomien. Fiir das Vorliegen von Amplifikationen zeigte sich auch
hier wieder die ungiinstigste Prognose. Zwar war nur ein Patient betroffen, dieser verstarb
allerdings tumorbedingt 2 Jahre nach Diagnosestellung. Tabelle 26 und Abbildung 46 sind die

entsprechenden Werte zu entnehmen.

Tab. 26: Tumorspezifische Uberlebensraten von FGFR3 (p = 0,008; n = 211)

Uberlebensrate Disomie Niedrige Hohe Ampli-
(n=94) Polysomie Polysomie fikation
(n=61) (n=55) (n=1)
5 Jahre 87,2% 72,1% 69,1% 0%
10 Jahre 85,1% 68,9% 69,1% 0%
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Abb. 46: FGFR3 Aberrationen (p=0,008; n=211)
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4.5 Multivariate Uberlebensrate

Als signifikanter eigenstindiger Prognosefaktor stellte sich in Bezug auf die giinstigste
Uberlebensrate in der multivariaten Analyse (Tab. 27) das Alter der Patienten dar (p=0,049).
Die ungiinstigste Prognose konnte fiir den Malignititsgrad ermittelt werden. Hier lag das
Risiko an den Folgen des Tumors zu versterben fast um ein fiinffaches héher (Odds-Ratio
4,935; p=0,005). Weitere Signifikanzen erwiesen sich im Falle von Lymphknotenmetastasen
(p=0,003) sowie bei mikro- und makroskopischem Residualtumor (p=0,019). Es lieBen sich
keine signifikanten Zusammenhinge in der multivariaten Uberlebensanalyse mit MDM4,

FGFR3 und der TumorgrdBe darstellen.

Tab. 27: Multivariate Relationen (KI = Konfidenzintervall)

‘ Parameter Signifikanz Odds Ratio (95% KI)
Alter (<70 vs. >70) 0,049 1,897 (1,002-3,592)
Malignitiitsgrad (G1+G2 vs. G3) 0,005 4,935 (1,635-14,900)
T-Status (T1+T2 vs. T3+T4) 0,074 2,024 (0,933-4,389)
N-Status (NO vs. N1+N2+N3) 0,003 2,910 (1,423-5,950)
R-Status (RO vs. R1+R2) 0,019 2,171 (1,134-4,158)
MDM4 (Disomie vs. Aberration) 0,950 1,021 (0,534-1,954)
FGFR3 (Disomie vs. Aberration) 0,085 1,957 (0,911-4,204)
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5. Diskussion

5.1 Diskussion der Methodik

Maligne Neoplasien der Speicheldriisen sind selten und weisen zudem eine gro3e Vielfalt auf.
Laut WHO lassen sich 24 Entititen unterscheiden [Barnes et al., 2005]. Allein fiir dieses
Patientenkollektiv konnten 16 Tumortypen diagnostiziert werden. Die Hélfte der dieser Studie
zu Grunde liegenden Entitdten wurde bei weniger als 10 Patienten manifest. Aufgrund der
geringen Anzahl der Patientenfdlle und der daraus resultierenden Schwierigkeit, valide
Aussagen zu treffen, ist eine kritische Evaluierung unerldsslich. Ein GroBteil der Literatur
beschiftigt sich daher ausschlieflich mit den haufiger auftretenden Speichel-
driisenkarzinomen wie beispielsweise dem Azinuszellkarzinom [Breen et al., 2012, Schwarz
et al., 2012], dem adenoid-zystischen Karzinom [LukSi¢ et al., 2013, Vékony et al., 2007]
oder auch dem Mukoepidermoidkarzinom [Liyanage et al., 2013, Schwarz et al., 2011a].
Einige Arbeiten, die mehrere Entititen einschliefen, weisen zumeist nur geringe Fallzahlen
auf, wie beispielsweise ARKISH ET AL. mit 61 Féllen oder OLIVEIRA ET AL. mit 63
Féllen [Arkish et al., 2012, Oliveira et al., 2011]. Aussagekréftige Zahlen zeigte eine Studie
zu Speicheldriisentumoren in China von WANG ET AL. mit einem Gesamtkollektiv von
1176 Patienten. Insgesamt wurde bei 289 Patienten (24,6%) ein maligner Tumor der
Speicheldriisen diagnostiziert und ausgewertet [Wang et al., 2012]. Auch die Studie von
LAWAL ET AL. weist mit 221 Fillen von Speicheldriisenmalignomen ein groB3eres
Patientenkollektiv auf [Lawal et al., 2013].

Fiir diese Arbeit konnten Daten von 324 Patienten erhoben und analysiert werden. Von den
16 diagnostizierten Entitdten wurden die 7 hdufigsten gesondert betrachtet und die {ibrigen,

deren Anteil <5% war, als ,,Sonstige Malignome** zusammengefasst.
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Unterstiitzend zur hdufig schwierigen und nicht immer eindeutigen histopathologischen
Diagnostik der einzelnen Subtypen wurde eine Genanalyse mittels Fluoreszenz in Situ
Hybridisierung (FISH) durchgefiihrt, um dadurch eine vom histologischen Subtyp
unabhdngige und aussagekriftige Prognose zu erhalten. Mit Hilfe der Fluoreszenz in Situ
Hybridisierung lassen sich spezifische DNA-Sequenzen visualisieren und einzelne Zellen
dahingehend beurteilen. Genutzt wird diese Analyse vor allem, um genetische Aberrationen
zu erkennen. Aullerdem ermdglicht diese Diagnostikmethode in vielen Féllen eine zusétzliche
Aussage zur Prognose der betroffenen Patienten. Nicht zuletzt stellt sie mittlerweile bei
manchen Tumoren die Grundlage zielgerichteter molekularbiologischer Antikorpertherapien
(z.B. Trastuzumab-Therapie bei Mammakarzinomen mit Amplifikation von HER2) dar [Savic
et al., 2007]. Die FISH-Analyse erweist sich im Vergleich zur immunhistochemischen
Expressionsanalyse insbesondere deshalb als gewinnbringend, da sich genetische
Aberrationen in der Regel auf Tumorgewebe konzentrieren. Rein immunhistochemische
Analysen zeigen auf Grund der Proteinexpression auch in physiologischem Gewebe bisweilen
falsch positive Ergebnisse [Savic et al., 2007, Han et al., 2014]. Angesichts dieser
Erkenntnisse empfehlen KATOH ET AL. die Fluoreszenz in Situ Hybridisierung zur
Diagnostik von Genaberrationen bei FGFR, was auch in dieser Arbeit Anwendung fand
[Katoh et al., 2013]. Auch SAVIC ET AL. favorisieren die FISH-Analyse zur Detektion von
HER2-Amplifikationen im Rahmen der Mammakarzinombehandlung, da sich mit ihr validere
Ergebnisse im Vergleich zur Immunhistochemie erreichen lassen [Savic et al., 2007]. Auch
hinsichtlich der Differentialdiagnose und dem Eruieren neuer Therapieansitze bei Sarkomen
erweist sich die Fluoreszenz in Situ Hybridisierung von Vorteil [Merkelbach-Bruse et al.,
2011, Weaver et al., 2008].

Zur Untersuchung der Tumorgewebe in dieser Studie wurden Tissue Microarrays (TMA)
angefertigt. Diese Methode ermoglicht es, ein Vielzahl an Gewebeproben auf einem

Objekttrager zu fixieren und zeitgleich zu analysieren, was zu einer deutlichen Kosten- und
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Zeitreduktion fiihrt [Abrahdo-Machado et al., 2013]. Das Gewebe kann sowohl durch in Situ
Hybridisierung wie z.B. FISH, als auch durch Immunhistochemie beurteilt werden [Kononen
et al., 1998]. Allerdings zeigt die Anwendung von Tissue Microarrays auch einen
entscheidenden Nachteil. Um entsprechend viele Proben auf einen Objekttrager zu bringen,
wird von jedem (Tumor-) Gewebe nur ein kleiner Bereich von haufig nur 0,6 mm
Durchmesser ausgestanzt. Gerade in heterogenen Geweberegionen ist es somit moglich, nicht
ausreichend Tumorgewebe zu erfassen [McKenna et al., 2013, Abrahdo-Machado et al.,
2013]. Nichtsdestotrotz findet diese Methode in vielen Studien ihre Anwendung [Cooper et
al., 2013, Soave et al., 2013]. Um reprédsentative Ergebnisse zu erreichen, verwendeten
PAIVA-FONESCA ET AL. Gewebestanzen im Durchmesser von je 1, 2 und 3 mm [Paiva-
Fonesca et al., 2013]. Auch SANTOS-GARCIA ET AL. bedienten sich einer Stanze von 2
mm [Santos-Garcia et al., 2006]. In dieser Arbeit kamen daher ebenfalls Stanzen von 2 mm
Durchmesser zum Einsatz, womit die Erfassung reprédsentativer Gewebeproben moglich

wurde und dadurch aussagekréftigere Ergebnisse erzielt werden konnten.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Deskriptive Analyse — Klinisch-pathologische Parameter

5.2.1.1 Tumorentititen

In der vorliegenden Arbeit konnten insgesamt Daten von 324 Patienten erhoben und

ausgewertet werden. Innerhalb des Kollektivs wurden 16 verschiedene Entititen von

Speicheldriisenkarzinomen manifest. Am héufigsten wurde das adenoid-zystische Karzinom

mit einem Anteil von 17% und das Mukoepidermoidkarzinom mit 15,7% diagnostiziert.
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Sowohl bei DE OLIVEIRA ET AL. als auch bet LAWAL ET AL. reprédsentierte das adenoid-
zystische Karzinom mit 30% bzw. 42,1% ebenso die zahlreichste Entitdt [de Oliveira et al.,
2009, Lawal et al., 2013]. In der Studie von TIAN ET AL. fielen jeweils 30% der Fille auf
das adenoid-zystische und das Mukoepidermoidkarzinom [Tian et al., 2010]. Nur bei WANG
ET AL. erkrankten mehr Patienten an einem Mukoepidermoidkarzinom (24,6%) als an einem
adenoid-zystischen Karzinom (18%) [Wang et al., 2012]. Vergleicht man die Ergebnisse
dieser Arbeit mit anderen Studien, so lassen sich Unterschiede beim duktalen Adenokarzinom
erkennen. Bei 10,8% der Patienten aus diesem Kollektiv lautete die Diagnose duktales
Adenokarzinom. Es lag somit an fiinfter Stelle der hdufigsten Speicheldriisenmalignome.
Ahnliche Zahlen beschrieben auch WANG ET AL. (9,3%) und OLIVEIRA ET AL.
(4,8%)[Wang et al., 2012, Oliveira et al., 2011]. Demgegeniiber war das Auftreten von
duktalen Adenokarzinomen in den Studien von TIAN ET AL., LI ET AL. und LAWAL ET
AL. mit 0,3 bis 0,5% deutlich seltener [Tian et al., 2010, Li et al., 2008, Lawal et al., 2013].
In den Studien von PACHECO-OJEDA ET AL. und SATKO ET AL. waren keine Falle von
duktalen Adenokarzinomen vertreten [Pacheco-Ojeda et al., 2000, Satko et al., 2000]. Eine
Erkldrung hierfiir ist, dass in fritheren Studien verschiedene Tumorentititen dem
Adenokarzinomen NOS zugeordnet wurden, welche heute eigene Subtypen darstellen, wie
beispielsweise das duktale Adenokarzinom oder das polymorphe low-grade Adenokarzinom
[Ettl et al., 2007, Ehrenfeld et al., 2011]. Obwohl bereits 1968 durch KLEINSASSER ET AL.
beschrieben, waren es dann unter anderem SKALOVA ET AL. die das duktale
Adenokarzinom histopathologisch klar charakterisierten [Kleinsasser et al., 1968, Skalova et

al., 2001].
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5.2.1.2 Alter und Geschlecht

Verglichen mit dem durchschnittlichen Erkrankungsalter von 60,8 Jahren in vorliegender
Arbeit waren die Patienten in anderen Studien zum Zeitpunkt der Diagnosestellung jlinger.
Nur THERKILDSEN ET AL. beschrieben ebenfalls ein Durchschnittsalter von 60 Jahren
[Therkildsen et al., 1998]. Die grofte Diskrepanz zu dieser Arbeit zeigte die Studie von LI ET
AL. mit einem mittleren Alter von 45,2 Jahren [Li et al., 2008]. Die Patientenkollektive von
WANG ET AL. und OLIVEIRA ET AL. wiesen mit einem Durchschnittsalter von 54 bzw.
55,3 Jahren anndhernd dhnlichen Ergebnisse auf [Wang et al., 2012, Oliveira et al., 2011].

Die Geschlechterverteilung ist in den meisten Studien unspezifisch. Zumeist finden sich nur
marginale Abweichungen. WANG ET AL. beschrieben mit 52,3% eine leicht erhohte
Erkrankungsrate bei Minnern [Wang et al.,, 2012]. Einen deutlichere Betonung des
mannlichen Geschlechts mit einem Anteil von 57,2% zeigte die Studie von LI ET AL. [Li et
al., 2008]. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit mit einer diskreten Betonung des
weiblichen Geschlechts (52,8%) decken sich mit den Studien von TIAN ET AL. (50,3%) und
OLIVEIRA ET AL. (50,8%) [Tian et al., 2010, Oliveira et al., 2011].

Hinsichtlich der Geschlechterverteilung der Entitdten beschrieben DE OLIVEIRA ET AL.
einen deutlich groferen Anteil an Frauen bei adenoid-zystischen Karzinomen mit 66,7% und
Mukoepidermoidkarzinomen mit 63,3% [de Oliveira et al., 2009]. Auch WANG ET AL.
kamen mit 57,1% (adenoid-zystisches Karzinom) und 55% (Mukoepidermoidkarzinom) zu
diesen Ergebnissen [Wang et al., 2012]. In der vorliegenden Arbeit waren ebenfalls 69,1%
bzw. 62,7% der an einem adenoid-zystischen bzw. Mukoepidermoidkarzinom erkrankten

Patienten Frauen.

85



5.2.1.3 Lokalisation

In der vorliegenden Arbeit war die Mehrzahl der malignen Speicheldriisenneoplasien mit 71%
in der Gl. parotidea lokalisiert. Dieses Ergebnis wird untermauert von den Studien von
PACHECO-OJEDA ET AL. und OLIVEIRA ET AL., welche mit 60,3% bzw. 49,2% ebenso
iiberwiegend Malignome der Parotis diagnostizieren konnten [Pacheco-Ojeda et al., 2000,
Oliveira et al., 2011]. Hingegen beschriecben LAWAL ET AL. deutlich mehr Karzinome der
kleinen  Speicheldriisen, wobei das adenoid-zystische Karzinom gefolgt vom
Mukoepidermoid- und Adenokarzinom NOS die hdufigsten Entitdten darstellten. Insgesamt
waren 74,1% aller adenoid-zystischen Karzinome in den kleinen Speicheldriisen lokalisiert,
aber nur 21,5% in der Gl. parotidea [Lawal et al., 2013]. In der Studie von TIAN ET AL.
manifestierten sich ebenfalls 70% der adenoid-zystischen Karzinome in den kleinen
Speicheldriisen, wenngleich auch hier die Mehrzahl der Speicheldriisentumoren mit 34% in
der Gl. parotidea lokalisiert waren [Tian et al., 2010].

In dieser Arbeit waren die Gl. submandibularis und die kleinen Speicheldriisen mit 14,2% und
14,5% gleich hdufig betroffen. Dies weicht etwas von der bisherigen Literatur ab, in der die
Gl. submandibularis mit 7,7 bis 14,4% deutlich seltener betroffen war, als die kleinen
Speicheldriisen mit 25,5 bis 40% [ Li et al., 2008, Tian et al., 2010, de Oliveira et al., 2009].
Mit nur zwei Patienten wurden Karzinome der Gl. sublingualis in der vorliegenden Arbeit am
seltensten diagnostiziert. Das bestétigten auch die Studien von LAWAL ET AL. und WANG
ET AL. [Lawal et al., 2013,Wang et al., 2012]. Bei DE OLIVEIRA ET AL. wurde sogar kein
Karzinom der GI. sublingualis beschrieben [de Oliveira et al., 2009].

Grundsétzlich muss bei der Betrachtung der Tumorlokalisation in verschiedenen
Publikationen die Struktur der publizierenden Klinik mit beachtet werden. So haben Mund-,
Kiefer- und Gesichtschirurgische Kliniken, wie z.B. bei TIAN ET AL., in der Regel einen

hoheren Anteil an Speicheldriisenkarzinomen der Mundschleimhaut, wéhrend Kliniken fiir
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Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde einen hoheren Anteil an Karzinomen der
Ohrspeicheldriisen aufweisen [Tian et al., 2010]. Die eigene Arbeit bietet diesbeziiglich einen
reprisentativen Uberblick, da hier Tumoren sowohl von Kliniken fiir Mund-, Kiefer- und

Gesichtschirurgie als auch fiir Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde ausgewertet wurden.

5.2.1.4 TNM-Klassifikation

Am héufigsten wurden in dieser Arbeit maligne Speicheldriisenneoplasien mit einem T1/T2—
Status diagnostiziert (58,9%). Analog dazu stehen die Studien von OLIVEIRA ET AL. und
THERKILDSEN ET AL., in denen bei 65% bzw. 62,5% der Karzinome ein T1/T2—Status
festgestellt wurde [Oliveira et al., 2011, Therkildsen et al., 1998].

Bei 31,3% der Patienten des Gesamtkollektivs wurden Lymphknotenmetastasen
diagnostiziert. Im Kollektiv von PACHECO-OJEDA ET AL. konnte in 26% aller Fille ein
positiver Nodalbefund bestdtigt werden und in der Studie von OLIVEIRA ET AL. waren
sogar nur 14,3% der Patienten betroffen [Pacheco-Ojeda et al., 2000, Oliveira et al., 2011].
PACHECO-OJEDA ET AL. beschrieben aulerdem Fernmetastasen bei 21% der Patienten,
wobei es sich hierbei vornehmlich um pulmonale bzw. ossére Filiae handelte. In der Studie
von OLIVEIRA ET AL. wurden dagegen in nur 9,5% der Fille Fernmetastasen diagnostiziert,
THERKILDSEN ET AL. berichteten sogar von nur 2% [Pacheco-Ojeda et al., 2000, Oliveira
et al., 2011, Therkildsen et al., 1998]. Im eigenen Patientenkollektiv wurden bei 10,3%
Fernmetastasen diagnostiziert.

Hinsichtlich der Stadieneinteilung konnte in dieser Arbeit am haufigsten Stadium IV mit
34,2% gefolgt von Stadium II mit 22,7% beobachtet werden. Bet WANG ET AL. stellte sich
diese Situation genau umgekehrt dar. Hier wurde mit 32,9% am hiufigsten Stadium II

beschrieben. An zweiter Stelle folgte Stadium IV mit 26,1% [Wang et al., 2012]. Auch die
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Studie von SATKO ET AL. zeigte Stadium II (46%) als hdufigstes Tumorstadium, wobei

Stadium IV mit 10% am seltensten diagnostiziert wurde [Satko et al., 2000].

5.2.1.5 Grading

Die Einteilung des Malignititsgrads von Speicheldriisenkarzinomen unterliegt keinen
einheitlichen Richtlinien und ist in der Literatur umstritten. Sowohl BAI ET AL. als auch
SEETHALA verglichen die Unterschiede zwischen zwei Evaluierungssystemen fiir die
Graduierung bei Mukoepidermoidkarzinomen. Zum einen die Klassifizierung der AFIP
(Armed Forced Institute of Pathology), die auch durch die WHO Anwendung findet. Hier
werden klassische Kriterien wie Mitoseaktivitit und perineurale Infiltration betrachtet. Zum
anderen die durch Brandwein modifizierte Variante mit zusdtzlichen Merkmalen wie
Knochen- und lymphovaskulérer Infiltration. Wurde der Malignitdtsgrad nach Brandwein
beurteilt, so wurde beispielsweise knapp die Hélfte aller Mukoepidermoidkarzinome, die laut
AFIP als niedrig-maligne (G1) gewertet wurden, entweder den G2- oder den G3-Malignomen
zugeordnet [Bai et al., 2013, Seethala 2009, Goode et al., 2005].

In der Literatur werden high-grade Malignome (G3) als selten vorkommend eingestuft
[Nagao, 2013]. In der Studie von THERKILDSEN ET AL. beispielsweise ist der Anteil der
G3-Karzinome mit 14,3 % am geringsten [Therkildsen et al., 1998]. Auch in der Studie von
BHAYANI ET AL. zu adenoid-zystischen Karzinomen konnte bei 12% der Patienten der
Tumor als gering differenziert (G3) klassifiziert werden [Bhayani et al., 2012]. Im Gegensatz
dazu wurde im eigenen Kollektiv der Hélfte der Patienten mit einem Speicheldriisenkarzinom
(50,9%) ein hoher Malignitédtsgrad (G3) zugeordnet. Dies ist kongruent mit den Ergebnissen
von OLIVEIRA ET AL., in welchen mit 52,4% ebenfalls die high-grade Tumoren (G3)

iiberwiegen [Oliveira et al., 2011].
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In der vorliegenden Arbeit ist das Adenokarzinom NOS eine der hiufigsten Entitdten. Hier
war der Anteil der G3-Karzinome mit 81,1% sehr hoch. Auch THERKILDSEN ET AL.
beschrieben bei Adenokarzinomen NOS in der Mehrzahl (51,7%) Tumoren mit hohem
Malignitdtsgrad [Therkildsen et al., 1998]. Das Mukoepidermoidkarzinom wird als einzige
Entitdt von der WHO in drei Malignititsgrade eingeteilt. Im eigenen Kollektiv war die gut-
differenzierte Form (G1) mit 58,8% am héufigsten, gefolgt von der schlecht-differenzierten
(G3) mit 29,4%. In der Studie von McHUGH ET AL. waren die high-grade
Mukoepidermoidkarzinome ebenso die zweithdufigsten (32,3%). Allerdings wurden hier mit
43,5% die mittelgradig-differenzierten Mukoepidermoidkarzinome am zahlreichsten
beschrieben [McHugh et al., 2012].

Die in der eigenen Arbeit verwendete Graduierung von Speicheldriisenkarzinomen zeigte eine
signifikante Assoziation mit dem Auftreten von Tumorgrofle, Lymphknotenmetastasierung
und Gesamtiiberleben, was die grole Bedeutung eines Gradings auch bei

Speicheldriisenkarzinomen herausstellt.

5.2.1.6 Therapie

Die Patienten im eigenen Kollektiv wurden hauptséchlich chirurgisch mit adjuvanter Radiatio
bzw. Radiochemotherapie behandelt (58,6%). Eine rein chirurgische Therapie wurde bei
40,7% der Patienten durchgefiihrt. Der Anteil der Kombinationstherapie aus Chirurgie und
Bestrahlung ist in einigen Studien etwas geringer. So beschrieben OLIVEIRA ET AL. in
50,8% der Fille und WANG ET AL. in 48% diese Therapieform [Oliveira et al., 2011, Wang
et al., 2012]. Bei THERKILDSEN ET AL. und PACHECO-OJEDA ET AL. waren es sogar

nur 40,2% bzw. 38% [Therkildsen et al., 1998, Pacheco-Ojeda et al., 2000].
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Insgesamt  wurde bei 72,4% des  vorliegenden  Patientenkollektivs  eine
Halslymphknotenausrdumung vorgenommen. Die Studien von WANG ET AL. und
THERKILDSEN ET AL. zeigen deutlich geringere Zahlen. Nur knapp die Hailfte der
Patienten (48,6%) im Kollektiv von WANG ET AL. wurden durch eine Neck Dissection
therapiert. Bet THERKILDSEN ET AL. waren es letztlich nur 22,3 % [Wang et al., 2012,
Therkildsen et al., 1998]. In der Studie von NOBIS ET AL. wurde dagegen bei 87 von 94
Patienten (92,6%) eine Neck Dissection vorgenommen [Nobis et al., 2013].

Die Angaben in der Literatur tiiber die Notwendigkeit einer Ausrdumung der
Halslymphknoten bei einer cNO-Situation sind unklar [Nobis et al., 2013]. In der vorliegenden
Arbeit wurde bei 68,1% der Patienten ohne klinischen Anhalt auf eine
Lymphknotenmetastasierung dennoch eine Neck Dissection durchgefiihrt. Ein Grund dafiir ist
der hohe Anteil an okkulten Metastasen, die bei Speicheldriisenkarzinomen mit 12-45%
angegeben werden. Im Fall von G3-Malignomen erhoht sich das Risiko einer okkulten
Lymphknotenmetastasierung auf bis zu 50% [Ettl et al., 2013].

Posttherapeutisch konnte im eigenen Kollektiv in 72,8% der Félle ein RO-Status erreicht
werden. Ein Residualtumor wurde in 16,5% der Fille mikroskopisch (R1) und in 5,4%
makroskopisch (R2) diagnostiziert. Dabei wurde auch ein Patient mit initialer
Fernmetastasierung als R2 gewertet. Zu dhnlichen Ergebnissen kamen auch THERKILDSEN
ET AL. mit 47,6% (RO), 29,7% (R1) und 11,8% (R2) [Therkildsen et al., 1998]. Deutliche
Unterschiede zeigt dagegen die Studie von McHUGH ET AL., da hier mit 46,9% der Anteil
von R2-Situationen enorm hoch ist. Tumorfreie Resektionsrander waren nur in 28% der Fille

gegeben [McHugh et al., 2012].
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5.2.1.7 Rezidive

Im eigenen Kollektiv wurde bei 26,1% der Patienten ein Tumorrezidiv diagnostiziert. Hier
war besonders das adenoid-zystische Karzinom auffillig, da hier mit 38,5% die Rezidivrate
am grofliten war. Vergleichbare Werte belegen auch die Studien von PACHECO-OJEDA ET
AL. und OLIVEIRA ET AL., mit Rezidivraten von 43% und 22,2%. Zudem konnte auch in
diesen beiden Kollektiven die hohe Rezidivneigung des adenoid-zystischen Karzinoms
festgestellt werden. Bei OLIVEIRA ET AL. erkrankten 42,8% der Patienten mit einem
adenoid-zystischen Karzinom an einem Rezidiv, bei PACHECO-OJEDA ET AL. sogar
63,2% [Oliveira et al.,, 2011, Pacheco-Ojeda et al., 2000]. Eine wesentlich geringere
Rezidivrate von 16,3% zeigte die im eigenen Patientenkollektiv zweithdufigste Entitdt, das
Mukoepidermoidkarzinom. Korrespondierend zu den eigenen Ergebnissen beschrieben auch
die Studien von McHUGH ET AL. und PACHECO-OJEDA ET AL. diagnostizierte Rezidive
bei 19,4% bzw. 13,3% der Patienten mit Mukoepidermoidkarzinomen [McHugh et al., 2012

und Pacheco-Ojeda et al., 2000].

5.2.2 Deskriptive Analyse — FISH-Ergebnisse

5.2.2.1 MDM4

MDM2 sowie das in der vorliegenden Arbeit untersuchte artverwandte MDM4 spielen iiber

eine Inhibition des Tumorsuppressors p53 eine wichtige Rolle in der Kanzerogenese. Aus

Aberrationen von MDM4 kann eine Uberexpressionen von MDM4 resultieren [Duhamel et

al., 2012, Wade et al., 2013], was in diversen humanen Tumoren nachgewiesen werden
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konnte [Xiong, 2013]. Auch LI ET AL. beschrieben, dass im Gegensatz zu physiologischen
Zellen bei Tumorzellen hiufig eine erhohte MDM4-Expression vorliegt [Li et al., 2012].

Da sich Analysen des MDM4-Status bis dato nicht auf Speicheldriisenmalignome
fokussierten, miissen im Folgenden Analogien zu anderen Tumorentitdten gekniipft werden.
So wurden von VALENTIN-VEGA ET AL. bei einigen Glioblastomen und
Mammakarzinomen auch MDM4-Genamplifikationen festgestellt [Valentin-Vega et al.,
2007]. Die Studie von LIU ET AL. bestdtigte ebenso Amplifikationen von MDM4 bei
Mammakarzinomen [Liu et al., 2012]. FErgdnzend konnte 1im Fall von
Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich bei der Hélfte der Patienten eine erhohte
MDM4-Genexpression nachgewiesen werden [Valentin-Vega et al., 2007]. Auch in der
vorliegenden  Arbeit wurde bei 46,4% der Patienten mit diagnostiziertem
Plattenepithelkarzinom der Glandulae salivariae eine genetische Verdnderung von MDM4
nachgewiesen. Zusitzlich bestanden laut YU ET AL. Auswirkungen von MDM4-
Polymorphismen auf durch HPV16 induzierte Plattenepithelkarzinome des Oropharynx, da
die Onkogene MDM4 und HPV16 E6 einen synergistischen Effekt auf die Entwicklung
dieses Tumors haben [Yu et al., 2012]. DUHAMEL ET AL. beschrieben in ihrer Studie zu
Osteosarkomen genetische Aberrationen von MDM4. Bei 71 % aller Patienten mit zentralen
und 33% mit peripheren Osteosarkomen wurden Genverdanderungen diagnostiziert [Duhamel
et al., 2012].

In der Studie von GEMBARSKA ET AL. wurden Zusammenhinge zwischen MDM4 und
kutanen Melanomen untersucht. Auch hier konnte bei der Mehrheit der Patienten (65%) eine
Uberexpression von MDM4 nachgewiesen werden. AuBerdem wurde eine statistisch
signifikante Korrelation zwischen héheren Tumorstadien (III und IV) mit einer verstarkten
Expression von MDM4 belegt [Gembarska et al., 2012]. Auch im eigenen Kollektiv zeigten
sich signifikante Zusammenhénge hinsichtlich des Stadiums. 44% der Patienten im Stadium

IIT und IV wiesen Aberrationen auf, dagegen waren im Stadium I und II nur 25,5% betroffen.
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Insgesamt zeigten sich bei 35,9% aller Fille Aberrationen von MDM4. Auffillig war
besonders das duktale Adenokarzinom, bei dem 68% der Tumoren eine Aberration von
MDM4 aufwiesen. Dies unterstreicht die molekularbiologisch besondere Stellung dieser
Tumoren, welche eine ganze Reihe genetischer Verdnderungen, z.B. HER2, EGFR, c-MET

oder PTEN, aufweisen [Ach et al., 2013, Ettl et al., 2012b, Ettl et al., 2012c]

5.2.2.2 FGFR3

Auch das zweite untersuchte Gen, FGFR3, zeigt onkogene Eigenschaften. Durch eine
Mutation oder erhohte Expression des Gens kommt es zur Fehlregulierung im Zellzyklus im
Sinne einer Autophosphorylierung und somit Initiation der Tyrosinkinaseaktivitit. Uber
RAS/MAPK- und den PI3K/AKT-Reaktionsweg kommt es letztendlich zu einer
Beeinflussung der Zellproliferation. So konnten in Blasen- und Zervixkarzinomen vermehrt
Genmutationen von FGFR3 nachgewiesen werden [Lafitte et al., 2013, Motahhary et al.,
2012]. Als weitere Malignome in Verbindung mit Aberrationen und Uberexpression von
FGFR3 werden in der Literatur multiple Myelome, Mammakarzinome und orale
Plattenepithelkarzinome genannt [Korc et al., 2009, Salazar et al., 2014, Kelleher et al., 2013].
KELLEHER ET AL. beschrieben Amplifikationen von FGFR3 bei 15-30% der
Mammakarzinome [Kelleher et al., 2013]. Es gibt beziiglich des FGFR3-Status nur eine sich
auf Speicheldriisenmalignome beziehende Untersuchung von VEKONY ET AL., weswegen
wiederum Korrelationen zu anderen Tumoren beschrieben werden [Vékony et al., 2007].

Das duktale Adenokarzinom der Speicheldriisen dhnelt histologisch dem Mammakarzinom
und zeigte in der vorliegenden Arbeit mit 60,9% ebenfalls eine hohe Rate an
Genverdnderungen, insbesondere einer erhohten Genexpression als Folge einer

chromosomalen Polysomie. VAIRAKTARIS ET AL. beobachteten in den Initialstadien von
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oralen Plattenepithelkarzinomen (dysplastische Verdnderung und Friihinvasion) eine
Uberexpression von FGFR3. Bei fortgeschrittenen Stadien sank die Expression allerdings
wieder [Vairaktaris et al., 2006]. Auch laut HENSON ET AL. spielt FGFR3 eine wichtige
Rolle bei der Proliferation von Tumorzellen des oralen Plattenepithelkarzinoms [Henson et
al., 2010]. Im vorliegenden Kollektiv konnte bei 75% der Patienten mit einem
Plattenepithelkarzinom eine genetische Aberration von FGFR3 nachgewiesen werden. In der
Studie von MOTAHHARY ET AL. wurden bei 62% der Fille mit oralem
Plattenepithelkarzinom Mutationen von FGFR3 festgestellt, womit sich die hohe Anzahl an
genetischen Veridnderungen bestitigen lisst [Motahhary et al., 2012]. VEKONY ET AL.,
beschéftigten sich mit Speicheldriisentumoren und konnten bei adenoid-zystischen
Karzinomen der Speicheldriisen genetische Verdnderungen von FGFR3 nachweisen. Vor
allem bei aggressiveren Formen der adenoid-zystischer Karzinome zeigte sich eine vermehrte
Expression von FGFR3 [Vékony et al., 2007]. Das adenoid-zystische Karzinom war auch im

eigenen Kollektiv die einzige Entitét, die eine Amplifikation von FGFR3 aufwies.

5.2.2.3 MDM4 und FGFR3

Es gibt keine Studien, die die Zusammenhédnge zwischen MDM4 und FGFR3 belegen. In der
Arbeit von NAUMOV ET AL. konnte allerdings eine Assoziation zwischen dem MDM4-
anlichen MDM?2 und FGFR3 bei Knochentumoren bestétigt werden. Beide Gene sind in der
Lage, miteinander zu reagieren und dadurch die Tumorentwicklung zu beeinflussen [Naumov
et al.,, 2012]. Im eigenen Kollektiv zeigte sich eine statistisch signifikante Korrelationen
zwischen FGFR3 und MDM4 (p<0,001). So traten in 76,9% der Fille eine Aberration von
MDM4 und zugleich eine Aberration von FGFR3 auf. Ob es sich bei bestehender

Verwandtschaft von MDM2 und MDM4 um einen kausalen Zusammenhang handelt oder
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lediglich um eine Koinzidenz genetisch instabiler Tumoren, insbesondere des duktalen
Adenokarzinoms, kann mit der vorliegenden Untersuchung nicht bestimmt werden. Hierzu

wiren weitere funktionelle Untersuchungen notwendig.

5.2.3 Uberlebensrate und Prognose — Klinisch-pathologische Parameter

5.2.3.1 Tumorentititen

In verschiedenen Studien wird die durchschnittliche 5-Jahres tumorspezifische Uberlebensrate
bei Karzinomen der Speicheldriisen mit 56-88 % angegeben [Wang et al. 2012, Oliveira et al.,
2011, Luukkaa et al., 2005]. Die 10-J-TSU liegt bei 68-74,7 % [Pacheco-Ojeda et al., 2000
und Oliveira et al., 2011]. Im eigenen Kollektiv lagen die Werte mit 74,8% (5-J-TSU) und
68,9% (10-J-TSU) im gleichen Bereich. Aufgrund der Vielfalt an Entititen und den damit
verbundenen unterschiedlichen Malignititsverhalten kommt es bei Angaben zur Prognose
naturgemidll zu Abweichungen. In der Studie von SATKO ET AL. wird fiir
Azinuszellkarzinome und low-grade (G1) Mukoepidermoidkarzinome eine 5-J-TSU von 90%
angegeben [Satko et al., 2000]. Auch LUUKKAA ET AL. beschrieben bei low-grade
Mukoepidermoidkarzinomen eine 5-J-TSU von 70% [Luukkaa et al, 2005]. In der
vorliegenden Arbeit zeigte sich ebenfalls fiir das Azinuszellkarzinom die beste Prognose mit
97,7% (5-J-TSU), gefolgt vom hoch differenzierten (G1) Mukoepidermoidkarzinom mit
96,3%. Die schlechtesten Prognosen hatten in der Arbeit von SATKO ET AL. Patienten mit
diagnostizierten Plattenepithelkarzinomen, Karzinomen aus pleomorphen Adenomen und
undifferenzierte Karzinomen. Die Uberlebensrate lag hier fiir 5 Jahre bei nur 5%, wobei kein
Patient 10 Jahre iiberlebte [Satko et al., 2000]. Im eigenen untersuchten Kollektiv konnte fiir

das Plattenepithelkarzinom eine deutlich bessere Prognose ausgesprochen werden. Hier lag
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sowohl die 5-Jahres, als auch die 10-Jahres tumorspezifische Uberlebensrate bei 71%. Die
schlechteste Prognose zeigte im eigenen Patientenstamm das duktale Adenokarzinom. Zwar
war mit 68,6% die 5-Jahres-Uberlebensrate noch relativ hoch, allerdings iiberlebte keiner der
Patienten linger als 10 Jahre. Das Adenokarzinom NOS hatte tendenziell eine ungiinstigere
Prognose hinsichtlich des 5-Jahres-Uberlebens (62,2%), welche auch nach 10 Jahren mit

62,2% unverindert blieb.

5.2.3.2 Alter und Geschlecht

Zusammenhinge hinsichtlich der Uberlebensrate von Alter und Geschlecht sind in der
Literatur nicht eindeutig geklart. LUUKKAA ET AL. zéhlen sowohl das Lebensalter als auch
das Geschlecht zu den unabhdngigen Prognosefaktoren [Luukkaa et al.,, 2005].
Demgegeniiber stehen die Studien von THERKILDSEN ET AL. und OLIVEIRA ET AL., in
denen Alter und Geschlecht keine signifikanten Einfliisse auf die Prognose haben
[Therkildsen et al., 1998, Oliveira et al., 2011]. Auch BAI ET AL. kamen zu dem Ergebnis,
dass keine Assoziationen zwischen Prognose, Alter (>50 Jahre) und Geschlecht vorliegen
[Bai et al., 2013]. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich eine statistische Signifikanz
beziiglich des Alters. Patienten unter 70 Jahren hatten eine deutlich bessere Prognose (86,6%
5-J-TSU) als jene iiber 70 Jahre (63,9% 5-J-TSU). Als Hauptgrund ist hier sicherlich
anzufiihren, dass die hochmalignen Tumoren, allen voran das Speichelgangkarzinom, im
hohen Lebensalter auftreten und somit die schlechtere Prognose bedingen. Das Geschlecht

hatte auch in dieser Studie keine prognostische Aussagekraft.

96



5.2.3.3 Lokalisation

Auch beziiglich der Tumorlokalisation gibt es kontroverse Angaben in der Literatur. Mit einer
5-J-TSU von 91,5% konnte im eigenen Patientenkollektiv die beste Prognose fiir Karzinome
der kleinen Speicheldriisen ausgesprochen werden. Ahnliche Ergebnisse zeigte auch die
Studie von THERKILDSEN ET AL. mit einer 5-Jahres tumorspezifischen Uberlebensrate
von 94% bei Malignomen der kleinen Speicheldriisen, insbesondere des Gaumens
[Therkildsen et al., 1998]. In den Arbeiten von LUUKKAA ET AL. und PACHECO-OJEDA
ET AL. zeigten mit 70% bzw. 77% (5-J-TSU) Tumoren der Gl. parotidea die beste Prognose
[Luukkaa et al., 2005, Pacheco-Ojeda et al., 2000]. Bei OLIVEIRA ET AL. ergab sich fiir
einen Befall der Gl. parotidea mit einer 5-J-TSU von 71,7% die schlechteste Prognose.
Allerdings stellte die Lokalisation hier keinen statistisch signifikanten Faktor dar [Oliveira et
al., 2011]. Auch laut BAI ET AL. besteht kein signifikanter Zusammenhang zwischen
Prognose und Tumorlokalisation [Bai et al., 2013]. In der vorliegenden Arbeit konnte
ebenfalls eine prognostisch relevante Aussagekraft beziiglich der Lokalisation ausgeschlossen

werden.

5.2.3.4 TNM-Klassifikation

In der vorliegenden Arbeit konnte die beste Prognose fiir Karzinome der Grofe T1 und T2
ermittelt werden (88,3% fiir 5 Jahre und 86,7% fiir 10 Jahre). Patienten, bei denen ein T3-
bzw. ein T4-Tumor diagnostiziert wurde, hatten mit 63,4% (5-J-TSU) und 61,1% (10-J-TSU)
deutlich schlechtere Uberlebensraten. THERKILDSEN ET AL. beschrieben in ihrer Studie
dhnlich Ergebnisse. Die 5-J-TSU lag hier bei T1- und T2-Tumoren bei 87% bzw. 80% und

bei T3- und T4-Tumoren bei 68% bzw. 58% [Therkildsen et al., 1998]. Auch OLIVEIRA ET
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AL. stellten einen signifikanten Zusammenhang zwischen der Uberlebensrate und der
Ausdehnung des Malignoms fest. Die schlechteste Prognose wurde auch hier fiir Tumoren der
GroBe T3/T4 ausgesprochen [Oliveira et al., 2011].

Hinsichtlich des Nodalstatus konnte im eigenen Kollektiv fiir Patienten mit
Lymphknotenmetastasen eine tumorspezifische Uberlebensrate von 57,4% (5 Jahre) ermittelt
werden. Lag eine NO-Situation vor, so lag die 5-J-TSU bei 87,4%. In der Arbeit von OKABE
ET AL. konnten diese Werte bestétigt werden. Patienten mit einem positiven Nodalbefund
hatten im Schnitt eine 5-J-TSU von 54%. War kein Anhalt auf Lymphknotenmetastasen
gegeben, so verbesserte sich die Prognose auf 88% [Okabe et al., 2001]. Auch BAI ET AL.
beschrieben signifikante Korrelationen zwischen diagnostizierten Lymphknotenmetastasen
und der Uberlebensrate [Bai et al., 2013].

Patienten mit Fernmetastasen hatten laut BHAYANI ET AL. und McHUGH ET AL. eine
signifikant deutlich schlechtere Prognose [Bhayani et al., 2012, McHugh et al., 2012]. Dieses
Ergebnis konnte auch in der eigenen Untersuchung bestétigt werden.

Als einer der wichtigsten Prognosefaktoren wird in vielen Studien das Tumorstadium
genannt. Die 5-J-TSU fiir die Stadien I und II liegt zwischen 83-100 % [Wang et al., 2012,
Therkildsen et al., 1998]. Im untersuchten Kollektiv zeigte sich fiir diese Tumorstadien eine
5-Jahres-Prognose von 93%. Lag jedoch schon ein fortgeschrittenes Stadium (III+IV) vor, so
sank die Uberlebensrate auf 65,9%. PACHECO-OJEDA ET AL. kamen zu #hnlichen
Ergebnissen. Fiir Stadium I und II konnte eine 5-J-TSU von 86%, fiir Stadium III und IV von
61% eruiert werden [Pacheco-Ojeda et al., 2000]. Eine signifikante Assoziation zwischen der
Prognose und dem Tumorstadium konnte sowohl in der eigenen Arbeit und in den oben
genannten Studien als auch in denen von LUUKKAA ET AL. und OLIVEIRA ET AL.

validiert werden [Luukkaa et al., 2005, Oliveira et al., 2011].
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5.2.3.5 Grading

Im untersuchten Patientenkollektiv war mit 91,4% und 88,5% fiir G1- und G2-Malignome die
5-J-TSU als sehr gut einzuschitzen. Handelte es sich allerdings um schlecht differenzierte
Tumoren (G3), sank die Uberlebensrate rapide auf 48,5% ab. Analog dazu beschreibt auch
SEETHALA fiir G1/G2-Neoplasien eine 5-Jahres-Prognose von 85-90%. Bei hoch-malignen
Speicheldriisentumoren (G3) wird eine Uberlebensrate von ca. 40% angegeben [Seethala,
2009]. In der Studie von THERKILDSEN ET AL. lag die 5-J-TSU fiir G3-Malignome mit
53% etwas hoher [Therkildsen et al., 1998]. Auch NAGAO und McHUGH ET AL. belegten
in ihrer Arbeit, dass gering differenzierte Speicheldriisenkarzinome (G3) eine wesentlich
schlechtere Prognose aufweisen als solche, die gut (G1) oder méaBig (G2) differenziert waren
[Nagao, 2013, McHugh et al., 2012]. In der vorliegenden Arbeit konnte ebenso wie bei
McHUGH ET AL. der Malignitdtsgrad als signifikanter Prognosefaktor validiert werden
[McHugh et al.,, 2012]. Dagegen hatte das Grading bei OLIVEIRA ET AL. keinen

signifikanten Einfluss auf die Prognose [Oliveira et al., 2011].

5.2.3.6 Therapie

Wurden Patienten im Vergleich zur Kombination aus Chirurgie und Radiatio ausschlieBlich
chirurgisch therapiert, so zeigte sich sowohl in der eigenen Arbeit als auch in den Studien von
PACHECO-OJEDA ET AL. und THERKILDSEN ET AL. tendenziell eine bessere 5-Jahres-
Prognose [Pacheco-Ojeda et al., 2000, Therkildsen et al., 1998]. Nur bei LUUKKAA ET AL.
divergierte die Prognose zwischen rein chirurgischer (70%) und kombinierter chirurgischer
und Strahlentherapie (48%) deutlich [Luukkaa et al., 2005]. Diese Verteilung ist

selbstverstindlich der Tatsache geschuldet, dass lediglich Tumoren in fortgeschrittenen
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Stadien mit ohnehin deutlich schlechterer Prognose mittels Chemo- oder Strahlentherapie
adjuvant behandelt werden.

Hinsichtlich der Resektionsrdnder konnte bei Tumorfreiheit (R0) ein tumorspezifisches
Uberleben von 86,3% (5 Jahre) und 84,3% (10 Jahre) ermittelt werden. Die 5-J-TSU bei RO-
Status lag bei PACHECO-OJEDA ET AL. bei 81% und bei THERKILDSEN ET AL. sogar
bei 93% [Pacheco-Ojeda et al., 2000, Therkildsen et al., 1998]. Konnte ein mikroskopischer
(R1) oder makroskopischer (R2) Residualtumor nachgewiesen werden, sank die 5-Jahres-
Prognose auf 73,3 bzw. 54% ab [McHugh et al., 2012, Pacheco-Ojeda et al., 2000]. Im
eigenen Kollektiv lag die 5-J-TSU bei makroskopisch nachweisbaren Residualtumor nur bei
15%. Eine signifikante Relevanz wurde nicht nur in der vorliegenden Arbeit eruiert, sondern
auch durch THERKILDSEN ET AL. und PACHECO-OJEDA ET AL. beschrieben

[Therkildsen et al., 1998, Pacheco-Ojeda et al., 2000].

5.2.3.7 Rezidive

Eine erhohte Rezidivneigung bei Speicheldriisenmalignomen ist durch Risikofaktoren wie
geringer Differenzierungsgrad, positive Resektionsrdander, adenoid-zystisches Karzinom oder
Vorliegen von Lymphknotenmetastasen charakterisiert und dementsprechend mit einer
schlechteren Prognose assoziiert [Nagao, 2013, Teo et al., 2000]. GILLESPIE ET AL. gibt
die 5-J-TSU im Fall eines Rezidivs mit etwa 35% an [Gillespie et al., 2012]. Im untersuchten
Kollektiv konnte bei diagnostiziertem Rezidiv eine 5-Jahres-Prognose von 51,9% eruiert

werden.

100



5.2.4 Uberlebensrate und Prognose — FISH-Ergebnisse

5.2.4.1 MDM4

Eine abschlieBende Bewertung zum Einfluss von MDM2- und MDM4-Aberrationen auf das
Gesamtiiberleben ist in der Literatur noch nicht eindeutig getroffen [Abdel-Fatah et al., 2010].
MDM?2 zeigte sich in den Studien von RAJABI ET AL. und SEPIDEH ET AL. als
signifikanter Faktor fiir schlechtere Prognosen bei malignen Melanomen, Magen- und
Kolorektalkarzinomen [Rajabi et al., 2012 und Sepideh et al., 2012]. Hingegen beschrieben
ABDEL-FATAH ET AL.in ihren Untersuchungen beziiglich MDM2 sowohl eine positive als
auch eine negative Beeinflussung der Prognose jeweils in Abhéngigkeit der Expression
anderer Gene. Beispielsweise ging eine vermehrte Expression von MDM2 und MDM4 in
Kombination mit einer Inhibition des Tumorsuppressorgens p53 mit einer schlechteren
Uberlebensrate einher [Abdel-Fatah et al., 2010].

XIONG ET AL. konnten an Experimenten mit Méausen nachweisen, dass im Fall einer
Uberexpression von MDM4 die Uberlebensrate der Tiere signifikant geringer war [Xiong et
al., 2010]. Zusitzlich wurde in der Studie von LI ET AL. eine Assoziation zwischen der
vermehrten Expression von MDM4 und einer schlechteren Uberlebensrate bei verschiedenen
Malignomen bestitigt [Li et al., 2013]. Bei Weichgewebs- und Osteosarkomen konnte eine
signifikante Korrelation zwischen vorhandenen Amplifikationen und einer ungiinstigeren
Prognose festgestellt werden. Zudem scheinen ein geringer Differenzierungsgrad und eine
erhohte Metastasierungsneigung bei Tumoren ebenso in Zusammenhang mit MDM4-
Aberrationen zu stehen [Lenos et al., 2012].

Im untersuchten Patientenkollektiv war bezogen auf MDM4 die Prognose bei Vorliegen von
Aberrationen signifikant schlechter. Der ungiinstigste Einfluss auf das Gesamtiiberleben lies

sich bei Amplifikationen eruieren. So sank die 5-J-TSU von 82% bei disomen Genstatus auf
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52,6% bei Amplifikationen deutlich ab. Ahnliche Ergebnisse wurden in der Arbeit von ARAI
ET AL. bei der Untersuchung von Hepatoblastomen beschrieben. Patienten ohne
Genverinderungen zeigten bessere Uberlebensraten als diejenigen mit Aberrationen [Arai et

al., 2010].

5.2.4.2 FGFR3

Auch der Genstatus von FGFR3 zeigte in der vorliegenden Untersuchung einen Einfluss auf
die Prognose. Patienten mit einer Disomie von FGFR3 hatten mit 87,2% 5-J-TSU die beste
Prognose im untersuchten Kollektiv. Konnten hohe Polysomien nachgewiesen werden,
verschlechterte sich die Uberlebensrate auf 69,1%.

In der Literatur ist die prognostische Bedeutung der FGF-Rezeptoren nicht immer einheitlich.
Haufig findet man Aberrationen von FGFR3 im Zusammenhang mit Blasenkarzinomen. In
den Studien von LYLE ET AL. und BALBAS-MARTINEZ ET AL. wurden vor allem
Mutationen in gut differenzierten Urothelialkarzinomen als prognostisch giinstig bewertet
[Lyle et al., 2012, Balbas-Martinez et al., 2013]. Diese Aussage wurde von LAFITTE ET AL.
bestitigt, der FGFR3 eine Tumorsuppresorfunktion in Zellen mit epithelialen Phénotyp
zuschreibt. Zudem konnte eine signifikante Assoziation zwischen einer Deletion von FGFR3
und einer geringen Differenzierung bei Blasen- und Kolorektalkarzinomen hergestellt werden
[Lafitte et al., 2013].

Neben der Expression von FGF-Rezeptoren, scheint auch der FGFR-Ligand FGF (fibroblast
growth factor) von prognostischer Wichtigkeit bei Pankreaskarzinomen zu sein. KELLEHER
ET AL. beschreiben in ihrer Arbeit eine signifikante Verschlechterung der Prognose beim

Vorliegen einer Uberexpression von FGF [Kelleher et al., 2013].
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JAIN ET AL. untersuchten weitere Gene aus der FGFR-Familie. Amplifikationen von FGFR2
waren mit einer schlechteren Prognose bei Magenkarzinomen assoziiert. Analog dazu gab es
Korrelationen zwischen FGFR1-Amplifikationen und einer geringeren Uberlebensrate bei
Mammakarzinomen [Jain et al., 2012]. HOPKINS ET AL. verglichen mehrere Studien und
fanden schlechtere Prognosen fiir Malignome der Lunge, Brust und Prostata sowie fiir
schlecht differenzierte Weichgewebssarkome bei Aberrationen von FGFR4 [Hopkins et al.,
2008]. Insgesamt scheint eine verstirkte Expression von FGF-Rezeptoren doch mit einer
Entdiffernzierung, einer Progression des Tumorwachstums und somit auch mit einer

Verschlechterung der Prognose einherzugehen.

5.2.5 Multivariate Uberlebensrate

In der Literatur konnte oftmals das Tumorstadium als wichtigster eigenstindiger
Prognosefaktor ermittelt werden [Oliveira et al., 2011, Luukkaa et al. 2005, Pacheco-Ojeda et
al. 2000, Therkildsen et al., 1998]. Ein weiterer unabhéngiger Faktor von prognostischer
Bedeutung ist laut LUUKKAA ET AL. und PACHECO-OJEDA ET AL. das Alter der
Patienten [Luukkaa et al., 2005, Pacheco-Ojeda et al., 2000]. Auch in der vorliegenden Arbeit
erwies sich das Alter in der multivariaten Analyse als signifikant. Die ungiinstigste Prognose
konnte im eigenen Kollektiv dem hohen Malignititsgrad zugeordnet werden. Ferner stellte
sich auch in den Studien von McHUGH ET AL., PACHECO-OJEDA ET AL. und
THERKILDSEN ET AL. das Grading als unabhingiger, signifikanter Prognosefaktor heraus
[McHugh et al., 2012, Pacheco-Ojeda et al., 2000, Therkildsen et al., 1998]. Im untersuchten
Patientenkollektiv war, wie auch bet McHUGH ET AL. und THERKILDSEN ET AL., ein
positiver Nodalstatus beziiglich der Uberlebensrate als signifikanter Faktor einzustufen

[McHugh et al., 2012, Therkildsen et al., 1998].
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Der Genstatus von MDM4 zeigte sowohl in dieser Arbeit als auch bei FANG ET AL. keine
prognostische Wertigkeit [Fang et al., 2010].

Im Fall von FGFR3 sind in der Literatur unterschiedliche Ergebnisse zu finden. Bei Patienten
mit Blasenkarzinomen beschrieben van RHIJN ET AL. FGFR3 als unabhédngigen Faktor in
der multivariaten Uberlebensanalyse [van Rhijn et al., 2012]. Dagegen stehen die
Erkenntnisse von SUNG ET AL. und HERNANDEZ ET AL., die keine signifikanten
Korrelationen hinsichtlich des Genstatus von FGFR3 feststellen konnten [Sung et al., 2014,
Hernandez et al., 2005]. Auch im eigenen Kollektiv konnte FGFR3 als eigenstindiger

Prognosefaktor nicht bestétigt werden.

5.3 Ausblick

Aus der vorliegenden Studie wird eindeutig ein statistisch signifikanter Zusammenhang
zwischen dem Vorliegen von MDM4- bzw. FGFR3-Aberrationen und einem aggressiveren
Tumorwachstum mit vermehrtem Auftreten von Lymphknotenmetastasen, geringerem
Differenzierungsgrad und fortgeschrittenem Tumorstadium evident. Dies hat nicht nur
prognostische Bedeutung, sondern konnte zukiinftig auch von therapeutischem Nutzen sein.

In diesem Zusammenhang wurden beispielsweise Antikorper (small molecule inhibitors)
gegen MDM4 und auch gegen MDM2 entwickelt, welche unter anderem eine Aktivierung der
p53-gesteuerten Apoptose fordern. Die Korrelation zwischen einer Uberexpression von
MDM4 und erhohten MDM2-Spiegeln [Valentin-Vega et al., 2007] macht dabei eine
gekoppelte Inhibition von MDM4 und MDM2 klinisch relevant. So kann eine kombinierte
Inaktivierung von MDM4 und MDM?2 mittels eines, beide Proteine erfassenden Peptids
(SAH-p53-8, RO-5963) trotz einer erhohten MDM4-Expression eine apoptotische Aktivitét

erzeugen [Graves et al., 2012]. Obwohl erste Phase-I-Studien insbesondere beim
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Retinoblastom und malignen Melanom vielversprechende Ergebnisse liefern, sind im
Langzeitverlauf mogliche toxische Effekte auf physiologisches Gewebe bisher unklar [Li et
al., 2013].

Auch FGFR kann einen denkbaren Ansatzpunkt bezogen auf eine adjuvante systemische
Tumortherapie darstellen, da eine hohe Genexpression von FGFR eine Resistenz gegeniiber
endokrinen Therapiestrategien begriinden konnen [McLeskey et al., 1993, Zhang et al., 1997,
Zhang et al., 2005]. TOMLINSON ET AL. ermittelten eine erhohte FGFR3-Expression in
Tamoxifen-resistenten Mammakarzinomen auf Basis der PI3K-AKT-Reaktionskaskade bzw.
einer PLCy-Aktivierung [Tomlinson et al., 2012]. Dariiberhinaus scheint FGFR3 auch die
Entwicklung einer Resistenz  gegeniiber einer  Strahlentherapie  bei  oralen
Plattenepithelkarzinomen zu begiinstigen [Ishigami et al., 2007]. Im Gegensatz dazu kann die
Inkubation von humanen Tumorzellen mit FGFR-Inhibitoren den antiproliferativen Effekt
von konventionellen Chemotherapeutika (5-Fluorouracil, Paclitaxel, Etoposid) verstirken
[Qiu et al., 2011, Yashiro et al., 2010]. Vor diesem Hintergrund kann die Ergénzung einer
medikamentosen Tumortherapie um Tyrosinkinaseinhibitoren das Gesamtiiberleben der
Patienten positiv beeinflussen. In diesem Zusammenhang stehen Inhibitoren gegen die
Tyrosinkinase FGFR3, aber auch gegen die Tyrosinkinasen FGFR1, FGFR2 und FGFR4
derzeit im Fokus. Das Medikament Dovitinib (TKI258), ein Inhibitor von FGFR1-3, VEGFR
und PDGFR, fand kiirzlich Anwendung in Phase I und Phase II Studien zu HER2-negativen,
metastasierten ~Mammakarzinomen sowie beim  fortgeschrittenen, metastasierten
Nierenzellkarzinom [André et al., 2013, Angevin et al., 2013]. Dabei reagierten in beiden
Untersuchungen diejenigen Tumoren auf das Medikament, die eine Amplifikation von FGF-
Rezeptoren aufwiesen. So konnte auch bei fortgeschrittenen Speicheldriisenkarzinomen,
welche einer herkdmmlichen Therapie nicht mehr zuginglich sind, eine zielgerichtete
Antikorpertherapie z. B. gegen MDM2/MDM4 oder FGFR1-4 einen therapeutischen Ansatz

darstellen.
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6. Zusammenfassung

Die Intention dieser Arbeit bestand darin, den Status der Gene MDM4 und FGFR3 bei
Karzinomen der groflen und kleinen Speicheldriisen darzustellen und mogliche Assoziationen
mit klinisch-pathologischen Parametern zu eruieren.

Retrospektiv. wurden Daten von 324 Patienten mit priméren Speicheldriisenkarzinomen
ausgewertet. Die Einteilung der Entititen entsprach den aktuellen Vorgaben der WHO sowie
der TNM-Klassifikation der UICC. Der Genstatus von MDM4 und FGFR3 wurde mit Hilfe
von Tissue Microarrays (TMA’s) und Fluoreszenz in Situ Hybridisierung (FISH) ermittelt.
Die erhobenen Daten wurden statistisch sowohl uni- als auch multivariat analysiert. Daraus
ergaben sich signifikante Korrelationen verschiedener Faktoren. Tumorentitdt (p=0,001),
Alter (p<0,001), T-Status (p<0,001), N-Status (p<0,001), M-Status (p<0,001), Tumorstadium
(p<0,001), Grading (p<0,001), Therapieform (p<0,001), Residualtumor (p<0,001) und
Rezidiv (p<0,001) zeigten Signifikanzen beziiglich der Prognose. In der multivariaten
Uberlebensrate waren folgende Faktoren signifikant: Alter (p=0,049), Grading (p=0,005), N-
Status (p=0,003) sowie der R-Status (p=0,019).

Sowohl MDM4 als auch FGFR3 waren signifikant mit dem Malignititsgrad assoziiert
(Jeweils p<0,001). Auch wiesen beide Gene Signifikanzen beziiglich des tumorspezifischen
Uberlebens auf (MDM4: p=0,025; FGFR3: p=0,008). Beim Vergleich von MDM4 mit
FGFR3 zeigten sich statistisch signifikante Zusammenhénge (p<0,001). In der multivariaten
Uberlebensanalyse konnten allerdings keine Signifikanzen von MDM4 und FGFR3
nachgewiesen werden.

Abschlieflend ldsst sich zusammenfassen, dass Aberrationen der untersuchten Gene vor allem
bei schlecht differenzierten und damit aggressiven Malignomen der Speicheldriisen auftreten
und hier einen wichtigen Prognosefaktor darstellen. In diesem Kontext wird derzeit an

Moglichkeiten der therapeutischen Nutzung von MDM4 und FGFR3 geforscht, um
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beispielsweise iiber eine Antikorper-induzierte Inhibition von MDM4 und FGFR3 das

Tumorwachstum zu bremsen und das Uberleben zu verbessern.
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