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Abkiirzungen

ACC Adenoid-zystisches Karzinom

CGH vergleichende Genom-Hybridisierung
CMV Zytomegalie Virus

DNA desoxy-ribo-nucleid acid

EBV Epstein Barr Virus

EGF epidermal growth factor

EGFR epidermal growth factor receptor
FHIT fragile histidine triad protein

FISH Fluoreszenz in situ Hybridisierung
HCAM homing cell adhesion molecule

HHV Humanes Herpes Virus

HPV Humanes Papilloma Virus

HRHPV Hochrisiko Humanes Papilloma Virus
ICAM intercellular adhesion molecule

LOH Heterozygotieverlust-Analysen

MFI mittlere Fluoreszenzintensitét

NCAM neural cell adhesion molecule

NGF nerve growth factors

PCR Polymerase Kettenreaktion

PECAM platelet-endothelial cell adhesion molecule

Rb Retinoblastom Protein
SEER National Cancer Institute’s Surveillance, Epidemiology and End Results
TUNEL terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridine triphosphate

nick-end labeling
VEGF vascural endothelial growth factors
WWOX WW-domain containing oxidoreductase
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1. Einleitung

1.1 Epidemiologie von Speicheldriisentumoren

Epitheliale Speicheldriisentumore sind relativ selten auftretende Malignome die etwa 4-6% aller
Neoplasien im Kopf-Halsbereich nach Ausschluss von Haut- und Hirntumoren umfassen. Die
Inzidenz der Neuerkankungen in den USA wird laut SEER (engl. National Cancer Institute’s
Surveillance, Epidemiology and End Results) auf 1 pro 100000 pro Jahr geschitzt '. Sie sind durch
eine  Vielfalt histomorphologischer Differenzierungsformen mit zum Teil erheblich
unterschiedlicher klinischer, therapeutischer und prognostischer Relevanz charakterisiert. Sowohl
gutartige als auch bosartige Tumore zeigen ihr hidufigstes Auftreten zwischen dem 5. und 7.
Lebensjahrzehnt. Tendenziell sind Frauen etwas hiufiger betroffen. Bei Kindern dominieren

maligne Tumore und hier insbesondere das Mukoepidermoidkarzinom.

Speicheldriisentumore werden nach den Kriterien der Arbeitsgruppe fiir histologische Klassifikation
der Weltgesundheitsorganisation eingeteilt *. Gutartige und bosartige Speicheldriisentumoren
betreffen in ca. 75% der Fille die GIl. Parotidea, in 10% der Fille die Gl. Submandibularis, in
weniger als 1% die Gl. Sublingualis und in 14% die kleinen intraoralen Speicheldriisen *. Der Anteil
der malignen epithelialen Tumore in der Gl. Submandibularis umfasst etwa 45% der Neubildungen,
in den kleinen Speicheldriisen bis zu 70%, wihrend er in der Ohrspeicheldriise aufgrund des hohen
Anteils an pleomorphen Adenomen und Warthin-Tumoren nur 20% betrdigt. In den kleinen
Speicheldriisen sind adenoid-zystische Karzinome, Mukoepidermoidkarzinome und niedrigmaligne
polymorphe Adenokarzinome iiberdurchschnittlich reprisentiert *°. Buchner et al. untersuchten
2007 in der kalifornischen Bevolkerung retrospektiv 380 intraorale Tumore ausgehend von den
kleinen Speicheldriisen, mit dem Ziel die relative Haufigkeit und Verteilung dieser Tumore, zu
bestimmen °. 59% dieser Tumore waren gutartig und 41% waren bosartig. Die gutartigen Tumore
teilten sich in pleomorphe Adenome (39%), Zystadenome (6,3%), kanalikulidre Adenome (6,1%),
duktale Papillome (4,4%) Basalzelladenome (1,6%) und Myoepitheliome (1,3%) auf. Die bosartigen
Tumore setzten sich aus Mukoepidermoidkarzinomen (21,8%), niedrigmalignen polymorphen
Adenokarzinomen (7,1%), adenoid-zystischen Karzinomen (6,3%), Adenokarzinomen, (2,1%),

Azinuszellkarzinomen (1,6%), Klarzellkarzinomen (1,0%) und Karzinomen ex pleomorphem



Adenom (0,5%) zusammen. Im Gegensatz zu der Studie von Buchner et al., die adenoid-zystische
Karzinome als dritthdufigsten malignen Tumor der kleinen Speicheldriisen gefunden haben, wurde
in anderen Studien mit Patientengut aus Westeuropa dieser Tumor als hdufigste bosartige Neoplasie
beschrieben * . In der Studie von Buchner et al. ® war das Verhiltnis des Auftretens adenoid-
zystischer Karzinome minnlich zu weiblich 1:2. Dies steht im Einklang mit anderen Studien * * '°.
Der Gaumen stellte die hdufigste Lokalisation (75%) gefolgt von der Oberlippe (8,3%) dar. Auch

3,8, 09,10, 11, 12 1o
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von anderen Autoren wurde eine dhnliche Verteilung beschrieben
multifokale Karzinome werden am hiufigsten bei pleomorphen Adenomen und Warthin-Tumoren

. . . 13
beschrieben, sind insgesamt aber sehr selten .

1.2 Das adenoid-zystische Karzinom

Das adenoid-zystische Karzinom stellt eine klinisch und pathologisch gut definierte Tumorentitit
dar. Es wurde erstmalig von Billroth im Jahre 1859 beschrieben '*. Er hielt die Lision fiir ein
Zylindrom, einen Tumor bestehend aus hyalinem, zylinder-dhnlichem Material umgeben von
Epithelzellen. Im Jahre 1952 fiihrte Reid 15 den Begriff ,,adenoid-zystisch* ein, der bereits von Foote
und Franzell fiir die Klassifikation von Tumoren der groen und kleinen Speicheldriisen benutzt
worden war '°. Histologisch wird zwischen drei Subtypen unterschieden: kribriformes, tubulires und
solides adenoid-zystisches Karzinom. Manche solide Tumore beinhalten trabekuldre Strukturen, so
dal einige Autoren von einem eigenstindigen, trabekuldren Subtypen ausgehen dessen
morphologische Charakteristika zwischen denen vom kribriformen und soliden Typen liegen. In
mehreren Studien wurde eine mogliche Korrelation zwischen dem histologischen Typen und der
klinischen Prognose untersucht. Dabei wies der solide Subtyp die schlechteste Prognose auf und war
gekennzeichnet durch friihe Rezidivierung und Metastasierung sowie durch eine hohe Mortalitiit '~
23

Die klinische Symptomatik vom adenoid-zystischen Karzinom ist durch ein indolentes aber
progressives lokales Wachstum charakterisiert. Es zeichnet sich durch aggresive histologische und
klinische Merkmale wie z.B. perineurale Invasion, ziemlich hohe Lokalwachstumskontrolle, 40%-
Inzidenz von Fernmetastasen trotz der sehr seltenen regionalen Metastasierung sowie eine relativ

lange Uberlebenszeit (10-15 Jahre) trotz Vorhandensein von himatogenen Metastasen ** aus.



Die Behandung des adenoid-zystischen Karzinoms besteht stadienabhingig und sofern es der
Allgemeinzustand des Patienten zuldsst aus der radikalen chirurgischen Resektion gefolgt von

postoperativer, adjuvanter Radiotherapie .26

Chemotherapie oder eine anti-EGFR-
Antikorpertherapie bei positivem Rezeptorstatus wurde in einzelnen Fillen angewandt, allerdings
konnte bisher keine signifikante Besserung der lokalen Tumorkontrolle, der Metastasierungsrate

oder des Gesamtiiberlebens beobachtet werden *> 1%

. Trotz Ausreizen der therapeutischen Optionen
bleibt die Rezidivrate relativ hoch. Die 5- und 10-Jahre rezidivfreie Uberlebensrate betrigt jeweils
50-65% und 45-52% wobei die 5- und 10-Jahre Gesamtiiberlebensrate auf 70-72% bzw. 44-54%

geschitzt wird * %

Manche Studien beschreiben eine prognostische Signifikanz der
Tumorlokalisation, so daBl adenoid-zystischen Karzinomen der kleinen Speicheldriisen eine
schlechtere Prognose als Tumoren der groBen Speicheldriisen zugeschrieben wird 27 **%°. Adenoid-
zystische Karzinome konnen von anderen anatomischen Strukturen als den Speicheldriisen wie z.B.
der Tranendriise, dem duBeren Ohr, dem Tracheobronchialbaum, der Brust und der Vulva ausgehen
3036 ynd werden dann als den Speicheldriisen nicht zugehdrige adenoid-zystische Karzinome

klassifiziert (non salivary ACC).

1.3 Atiologie und molekularbiologische Charakteristika

Hinsichtlich der Atiologie von Speicheldriisentumoren gibt es zurzeit wenige gesicherte Daten. Ein
etablierter Zusammenhang besteht zwischen einer fritheren Bestrahlung im Kopf-Halsbereich und
einer auf das 40fache gesteigerten Tumorinzidenz ** *°. Dabei handelt es sich in 44% der Fille um
Mukoepidermoidkarzinome *'. Aufgrund epidemiologischer Studien erscheint eine gesteigerte
Tumorinzidenz nach erhohter Exposition mit Nickel, Chrom, Asbest und Zementstaub moglich, aber
nicht gesichert. Zunehmend werden genetische Aberrationen identifiziert, die zwar nicht spezifisch
fiir eine bestimmte Tumorentitit sind, jedoch gehduft auftreten und eine mogliche pathogenetische
Bedeutung besitzen. Die DNA von unterschiedlichen Viren (EBV, CMV, HHV-6, HHV-7 und
HHV-8) mit zum Teil onkogenem Potential konnte im Speicheldriisengewebe von Patienten
nachgewiesen werden. Eine Assoziation zu malignen Tumoren konnte aber bisher nicht gezeigt

werden 2.



In den letzten Jahren konnten mafgebliche Fortschritte in der zytogenetischen Analyse der adenoid-
zystischen Karzinome verzeichnet werden. Die Entwickung der genetischen Methoden erstreckt sich
iiber zytogenetische Untersuchungen wie das sogenannte Karyotypen G-banding, Fluoreszenz-in-
situ Hybridisierung (FISH), vergleichende Genom-Hybridisierung (CGH), Mikrosatelliten
Polymerase Kettenreaktion (PCR) und Heterozygotieverlust-Analysen (LOH) ** **. Eine der ersten
zytogenetischen G-banding Analysen der adenoid-zystischen Karzinome stammt aus der
Arbeitsgruppe von Sandros et al **. Hierbei konnte eine Chromosom 6q- Deletion in iiber 50% der
Fille beobachtet werden. Die Brechpunkte waren innerhalb der Region 6q22-25 gestaffelt und
verursachten eine minimale gemeinsame Deletion von mindestens 6q25-gter *°. Der niichste Schritt
in der Untersuchung chromosomaler Anomalien in adenoid-zystischen Karzinomen war die
Enwicklung von FISH. Diese Technik erwies sich als sehr hilfreich sowohl fiir die Bestiitigung */ als
auch fiir die Prézisierung der durch G-banding erhaltenen Ergebnisse *So konnten Jin et al.
demonstrieren, dal es sich bei den vermeintlichen distalen 6q Deletionen eigentlich um balancierte
Translokationen zwischen dem langen Arm von Chromosom 6 und dem kurzen Arm von
Chromosom 9 handelte. Die Befunde der CGH konnten nicht nur die genannten Chromosom 6q-
Anomalien bestitigen sondern weitere zytogenetische Abnormalitidten nachweisen. Neuere CGH-
Befunde beinhalten DNA-Kopieverluste am Chromosom 12q12—ql3 ¥ und 1p32-36 % und
Additionen am Chromosom 22ql12—ql3 528 50,16p o 17q ' und 18 *°. Eine ausfiihrlichere
Charakterisierung des genetischen Profils des adenoid-zystischen Karzinoms konnte durch Frierson

1 > und Patel et al ** unter Verwendung der Oligonukleotid-Microarray-Analyse erzielt werden.

eta
Ihre Ergebnisse weisen darauf hin, dafl adenoid-zystische Karzinome aus gut differenziertem
Speicheldriisengewebe stammen welches nach Entdifferenzierung Frithwachstum-assoziierte Gene
exprimiert. Die Tumore zeigten ein hohes Expressionsniveau fiir die transkriptionellen Faktoren
SOX4 und AP-2¢ und fiir Gene vom Wnt/Beta-catenin Signaltransduktionsweg *°. Zusitzlich gibt es
eine Uberexpression von Genen die in der Morphogenese, Muskelwachstum, Neurogenese und

54

Proliferation involviert sind Eine weitere Technik die héufig zur Validierung und

Vervollstindigung von CGH und Mikroarray benutzt wurde ist die Mikrosatelliten LOH-Analyse 2.
7 3% Unter der Verwendung von Mikrosatelliten-Marker-Mapping hat LOH wesentlich zur
Identifikation von chromosomalen Regionen in adenoid-zystischen Karzinomen beigetragen in
denen ein Verlust von Tumorsuppressor-Genen nachgewiesen werden konnte. Zusammenfassend,

ist die Anzahl der genetischen Alterationen in adenoid-zystischen Karzinomen relativ gering



verglichen mit anderen Speicheldriisentumoren. Dies ldsst vermuten, dal3 andere onkogenetische
Mechanismen die durch zytogenetische Methoden nicht detektiert werden konnen, wie z.B.
Genmutationen, epigenetische Regulation oder eine virale Genese bei der Entstehung adenoid-
zystischer Karzinome eine erhebliche Rolle spielen konnten.

Aus anderen Tumortypen ist heutzutage bekannt, daf die Aktivierung von zelluldren
Uberlebenssignaltransduktionskaskaden (engl. survival pathways) mit konsekutiver Suppression der
apoptotischen Prozesse einen wichtigen Schritt in der Karzinogenese darstellt. Ahnliche
Mechanismen werden auch bei der Onkogenese der adenoid-zystischen Karzinome postuliert. Hier
scheinen diverse Entwicklungsproteine, Wachstumsfaktore und Signalmolekiile von Bedeutung zu
sein. SOX4 > 0 ckit ® % © ynd MYB - ® ® sind wichtige Entwicklungsproteine die in
Zusammenhang mit der Entstehung von adenoid-zystischen Karzinomen gebracht wurden.

Eine andere Gruppe von Genen die moglicherweise bei der Onkogenese adenoid-zystischer
Karzinome eine Rolle spielen, sind die Wachstumsfaktoren und die entsprechenden Rezeptoren.
Dazu gehoren EGF (epidermal growth factor) und EGF-Rezeptor, VEGFs (vascular endothelial
growth factors) und VEGF-Rezeptoren sowie NGFs (nerve growth factors) %,

In der Familie der EGFRs ist eine Uberexpression von EGFR (ErbB1) in den adenoid-zystischen

Karzinomen bekannt

. Obwohl die Expression vom protoonkogenen HER2 (ErBb2) bei
Speichelgangskarzinomen ein prognostisch giinstiger Marker zu sein scheint 70 wird die Bedeutung
seiner Expression bei adenoid-zystischen Karzinomen kontrovers diskutiert 70-7L.72 Bej Kopf-Hals-
Plattenepithelkarzinomen korreliert das Ausmall der Expression von EGFR und transforming

growth factor-alpha negativ mit der Uberlebenserwartung .

Interessanterweise gibt es bel
Speicheldriisenmalignomen, inkl. adenoid-zystischen Karzinomen eine Korrelation nur mit dem

histologischen Grading aber nicht mit der Prognose der Erkrankung ",

Mutationen an Signalmolekiil-Komponenten vom Wnt/Beta-catenin Signaltransduktionsweg sind
charakteristisch fiir multiple Neoplasien "> und konnten neuerdings auch bei adenoid-zystischen
Karzinomen nachgewiesen werden "%,

Der funktionelle Verlust von Tumorsuppressor-Genen nimmt eine groe Bedeutung in der
Pathogenese vieler Malignome ein. P53, lokalisiert am Chromosom 17p13, ist das am héufigsten

nachgewiesene, mutierte Gen in humanen Neoplasien. Im Falle von DNA-Schidden akkumuliert p53



hiufig im Zellkern und verursacht einen G1-Arrest durch eine Induktion von p21-Protein, einem
potenten Inhibitor der Cyclin-abhingigen Kinasen. Wenn keine DNA-Reparatur stattfindet,
induziert p53 normalerweise Apoptose ' 7 ®. Zellen mit p53-Mutationen lassen also die
Replikation von geschiddigter DNA zu und sind zusitzlich apoptoseunfihig. Dies begiinstigt die
Tumorentstehung und —progression. Die Literaturangaben zur p53-Expression bei adenoid-

. . .. . 81-87
zystischen Karzinomen variieren zwischen 0% und 80%

. Verdnderungen des p53 korrelieren
mit zunehmend fortgeschrittenen Erkrankungsstadien *®. In einer Studie wurde beschrieben, daB
57,1% der Rezidiv-adenoid-zystischen Karzinome p53-Alterationen aufwiesen, wogegen die
Inzidenz bei den Primirtumoren nur bei 14,3% lag . Diese Daten sprechen dafiir, daf p53-
Mutationen moglicherweise nicht so sehr in der Onkogenese sondern eher bei der Tumorprogression
und -rezidivierung beteiligt sind. Ein weiteres, fiir die Onkogenese wichtiges Supressor-Gen ist
p16INK4A das im Chromosom 9p21 lokalisiert ist. Das durch p16INK4A kodierte Protein hemmt die
Cyclin-abhingigen Kinasen 4 und 6 die wiederum fiir die Phosphorylierung des Retinoblastom

Proteins (Rb) notwendig sind. Hypophosphoryliertes Rb induziert G1-Arrest im Zellzyklus 88, 89. 90

p16™** wird gleichzeitig negativ durch pRb riickreguliert. Ein funktioneller Verlust von p16 ist bei

3 . .
91,9293 Die Inzidenz von

vielen Neoplasien bekannt, mitunter auch bei Kopf-Hals-Karzinomen
p16INK4A —Alterationen bei adenoid-zystischen Karzinomen liegt zwischen 14%-20% %9 Ein
funktioneller Verlust von p16INK4A steht in Assoziation mit Krankheitsprogress und erhohter
Zellproliferation M)

FHIT und WWOX sind weitere Tumorsuppressor-Gene, die die fragilen Segmente FRA3B und
FRA16D an den Chromosomen 3pl14.2 und 16q23.2 steuern. Diese Regionen reagieren besonders

9
konnten

empflindlich auf chemische, virale und Umwelteinfliisse. Dincer et al
immunhistochemisch zeigen, da die Expression von FHIT und WWOX bei adenoid-zystischen
Karzinomen signifikant reduziert ist. CyclinD1 ist ein weiteres Zellzyklus-Regulationsprotein
welches den Proliferationszyklus fordert. Eine Uberexpression von CyclinD1 in adenoid-zystischen
Karzinomen wurde in Zusammenhang mit hoherem histologischen Tumorgrading und hoherer
Proliferationrsate gebracht .

Veridnderungen in einer Reihe von Adhédsionsmolekiilen spielen offensichtlich eine Rolle in den
spiten Stadien der Tumorprogression, bei der zelluldren Entdifferenzierung, der lokalen Invasion

und einer metastatischen Streuung. Verlust der Adhésion ermoglicht den neoplastischen Zellen, sich

vom Primirtumor zu trennen, durch die extrazellulare Matrix zu wandern und sich an anderer Stelle



abzusiedeln *’. Zu den Gruppen der Adhéddionsmolekiile, die bereits bei adenoid-zystischen
Karzinomen untersucht wurden gehoren Cadherine, Integrine und die Familie der Immunglobulin-
Rezeptoren. E-Cadherin, ein transmembranales Glykoprotein wird in Epithelzellen exprimiert und
vermittelt eine kalziumabhingige interzellulire Adhédsion. In adenoid-zystischen Karzinomen
scheint E-Cadherin nur bei der spiten Tumorprogression von Bedeutung zu sein. Franchi et al *®
konnten zeigen, daf E-Cadherin-Expression umgekehrt proportional zur
Fernmetastasierungsfrequenz ist. Eine geringere E-Cadherin-Expression ist deshalb mit einer
schlechteren Prognose assoziiert. Das B-6-Integrin ist eine Untereinheit eines Integrin-Heterodimers
und wird in Epithelzellen wihrend der Gewebereparatur oder Onkogenese exprimiert °°. Westernoff
et al '™ fanden bei malignen Speicheldriisentumoren inklusive adenoid-zystischen Karzinomen eine
hohere B-6-Integrin Expressionsrate als bei den gutartigen Neubildungen. Dies ldsst vermuten, daf3
B-6-Integrin im Zusammenhang mit der Invasivitit der Malignome stehen konnte. Zu den
Adhésionsmolekiilen der Familie der Immunglobulin-Rezeptoren gehéren das neural cell adhesion
molecule (NCAM), homing cell adhesion molecule (HCAM), platelet-endothelial cell adhesion
molecule (PECAM-1) und intercellular adhesion molecule (ICAM-1). NCAM wird von peripheren
Neuroaxonen exprimiert, seine Nachweisrate bei adenoid-zystischen Karzinomen schwankt laut
Literatur zwischen 31%-100% '°"'™. Trotzdem konnte keine Korrelation zum AusmaB der
perineuralen Invasion oder Rezidivierungstendenz beobachtet werden 101 103 "HCAM, PECAM-1
und ICAM-1 sind ebenfalls untersucht worden, es konnte jedoch kein Einflu} auf die Invasivitit
oder Rezidivbildung nachgewiesen werden ' 1%,

Die Rolle von mitochondrialen Mutationen in der Karzinogenese ist ein relativ neues und sich

entwickelndes Forschungsgebiet. Mithani et al '

stellten mittels einer Genomsequenzanalyse fest,
dafl 17 von 22 untersuchten adenoid-zystischen Karzinomen mitochondriale Mutationen trugen. Die
meisten davon waren im NADH-Komplex in einer Genomregion namens D-Loop lokalisiert.

Alle vorgenannten chromosomalen und genetischen Verdnderungen fithren zu zelluldren
Veridnderungen die durch unterschiedliche Biomarker detektiert werden konnen. Von den wenigen
Markern die einen prognostischen Wert fiir adenoid-zystische Karzinome besitzen seien an dieser
Stelle Ki-67 ' 7 p63 '® und terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridine
triphosphate nick-end labeling (TUNEL) 106 genannt. Der am hiufigsten verwendete, prognostisch

bedeutsame Biomarker fiir adenoid-zystische Karzinome ist Ki-67 dessen Korrelation mit steigender

Proliferationsrate bei mehreren Malignomen bekannt ist. Unter den Speicheldriisentumoren ist Ki-67



bei adenoid-zystischen Karzinomen deutlich hoher exprimiert als z.B. bei niedrig-malignen

109, 110

Adenokarzinomen , so daB anhand der Fiarbung gut zwischen den beiden Entititen

unterschieden werden kann. AuBerdem korreliert die Ki-67-Expressionsrate bei den adenoid-

106107 "p63 ist eine etablierter

zystischen Karzinomen eindeutig mit der Uberlebensprognose
Marker, der in den Basalzellen normaler Speicheldriisen vorkommt. Eine hohe p63-Expression
korreliert bei adenoid-zystischen Karzinomen ebenfalls mit einer reduzierten Lebenserwartung '*°.
Eine positive TUNEL-Firbung ist ein Indikator fiir Apoptose. Eine hohe Apoptoserate (hoher Anteil
TUNEL-positiver Zellen) bei adenoid-zystischen Karzinomen geht mit einer erhohten
Metastasierungstendenz, extrakapsulirem Wachstum, hohem Tumorstadium und -grading einher,

wiihrend sich die Lebenserwartung umgekehrt proportional verhlt ',

1.4 Humane Papillomviren (HPV)

HPV wurden auf Grund ihrer epidemiologischen Assoziation mit Zervixkarzinomen und ihren mit
molekularbiologischen =~ Methoden nachgewiesenen transformierenden Mechanismen als
Karzinogene fiir den Menschen klassifiziert. In 99,7% der Zervixkarzinome "1 ynd in einem hohen
Anteil weiterer Tumorentitdten lassen sich Hochrisiko- (HR)- HPV-DNA Sequenzen nachweisen.
Der ursédchliche Zusammenhang von HR-HPV Infektion und Karzinogenese gilt fiir
Zervixkarzinome und Tonsillenkarzinome als gesichert. Dabei haben verschiedene HPV-Typen ein
unterschiedliches karzinogenes Potential. HPV16 und HPV18 zeigen die hochste Privalenz in
Zervixkarzinomen und Infektionen mit diesen beiden Typen vermitteln das hochste Risiko zur

. 112
Transformation

. Andere karzinogene HPV-Typen fiihren seltener zu Karzinomen. Dies bildet die
Rationale eines HPV-Nachweises im Screening und einer HPV-Typisierung als moglichen
prognostischen Faktor bei zervikalen intraepithelialen Neoplasien (CIN), den obligaten Vorstufen

der Zervixkarzinome.

Bei HPV handelt es sich um unbehiillte Viren mit ringférmiger Doppelstrang-DNA, die zur Familie
der Papillomaviridae gehoren. Es sind mittlerweile iiber 100 Genotypen bekannt. Wihrend sich die
olow-risk“-Typen in benignen genitalen L&sionen sowie im Kopf-Halsbereich bei der

Larynxpapillomatose nachweisen lassen, wurden HPV-Typen mit hohem Transformationspotential



in malignen intraepithelialen Neoplasien sowie invasiven Karzinomen der Zervix und des HNO-
Bereiches gefunden. Die Infektion findet durch das Erreichen der teilungsfihigen Basalzellschicht
statt. Diese ist moglicherweise im Bereich der Transformationszone zwischen Platten- und
Zylinderepithel leichter zuginglich. Nach Infektion der Zellen wird HPV-DNA freigesetzt und der
Replikationsapparat der Wirtszelle benutzt. Die Virus-DNA beinhaltet unterschiedliche Gen-
Regionen welche je nach Zeitpunkt der Expression in frithe Gene (early genes, E) und spite Gene

(late genes, L) unterteilt werden.

Die beiden wichtigsten, von HR-HPV-Typen stammenden viralen Onkogene sind das E6 und E7.
Das E6-Protein inaktiviert p5S3 und inhibiert damit die Apoptose, wihrend das E7-Protein durch
Interaktion mit pRb den Zellzyklus aktiviert. Im Zusammenspiel immortalisieren sie die Zelle und
durch die induzierte genetische Instabilitit wird die Tumorprogression verstirkt. Diese beiden

viralen Proteine stellen auch die wichtigsten Tumorantigene von Zervixkarzinomzellen dar.

Infektionen mit mukosalen HPV-Typen wurden in einer Vielzahl epidermaler Tumore
nachgewiesen. Neben Infektionen im Anogenitalbereich (Zervix, Vagina, Vulva, Penis, Anus)
wurden sie auch in oropharyngealen Tumoren (Tonsille, Zungengrund) und zu einem geringeren

113 . . ) .. ..
. Tonsillenkarzinome sind mit einer Prdvalenz von

Prozentsatz (ca. 20%) im Larynx gefunden
50%-70% von den Tumoren im Hals-Nasen-Ohrenbereich am haufigsten HPV-assoziiert. In ca.
90% davon ldsst sich HPV16 nachweisen, was deutlich hédufiger als bei Zervixkarzinomen mit ca.
50% HPV-16-Positivitit ist ''*. Kutane HPV-Typen sind mit den Krankheitsbildern der Verrucae
vulgares, Verrucae plantares, Verrucae planae juvenilis und der Epidermodysplasia verruciformis

assoziiert.

HPV-positive unterscheiden sich von HPV-negativen Oropharynxkarzinomen beziiglich ihrer
klinisch-pathologischen Charakteristika, der Expression verschiedener Zell-Zyklusproteine, sowie
aufgrund genetischer Veridnderungen. Bei oropharyngealen Plattenepithelkarzinomen besteht eine
hohe Korrelation zwischen p16-Expression und dem Vorhandensein von onkogener HPV-DNA ''° |
Es ist bekannt, dass transkriptionell aktive HPV16-E7-positive Plattenepithelkarzinome im Kopf-
Halsbereich in 90% der Fille p16 koexprimieren. Eine Inhibition des Tumorsuppressorproteins pRb

durch HPV16 E7 fiihrt zu einer Freisetzung des Transkriptionsfaktors E2F und zu einer

Hochregulation von p16 durch den Verlust der negativen Expressionskontrolle durch pRb. P16 wird



deshalb als ein, der HR-HPV-Typisierung &dquivalenter Marker, der fiir die routinemiBige
histopathologische Diagnostik geeignet ist, angesehen ''>. HR-HPV und p16-Positivitit bei diesen

Tumoren sind mit einer besseren Prognose verbunden 16, 117

, was eine Abgrenzung zu den
atiologisch unterschiedlichen, noxeninduzierten Oropharynxkarzinomen klinisch bedeutsam macht.
Die Prognose verdndert sich auch in Abhingigkeit von der EGFR-Expression. So konnte bei
nachgewiesener pl6-Expression und gleichzeitigem Nachweis onkogener HPV-DNA eine
signifikant hohere Wahrscheinlichkeit fiir ein 5-Jahres-Uberleben als bei fiir diese Marker negativen
Karzinomen nachgewiesen werden (84% versus 49%). Diese Uberlebensrate wurde noch in den
Fiéllen iibertroffen, in denen o. g. Marker mit hoher EGFR-Expression kombiniert auftraten (5-

Jahres-Uberlebensrate von 93%). Nur EGFR-positive Tumore (p16-/HPV-) zeigten einen Trend zu

. o - 116
einer niedrigeren 5-Jahres-Uberlebensrate .

1.5 Zielsetzung

Derzeit stehen keine Forschungsergebnisse iiber eine eventuelle Assoziation zwischen HPV und
adenoid-zystischen Karzinomen zur Verfiigung. Lediglich in einer Gruppe von 47 Malignomen der
kleinen Speicheldriisen konnte neuerdings eine positive pl6-Farbung in 38 Fillen nachgewiesen
werden ''®. In einer weiteren Arbeit aus der Gruppe Vageli et al "% wurden in einem Kollektiv von 9

Neubildungen der Glandula Parotidea 7 HPV-positive Priparate gefunden.

Hauptziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung der Privalenz von onkogenen HPV in
adenoid-zystischen Karzinomen und die Typisierung bzw. Kategorisierung der nachweisbaren
Virus-Genotypen. Die Positivitdt und Expressionsrate weiterer Biomarker wie p16, p53, Ki-67 und
EGFR soll bestimmt werden sowie eine mogliche Korrelation zwischen HR-HPV-Nachweis und
dem Expressionsverhalten der vorgenannten Biomarker. Zu iiberpriifen sind ebenso eventuelle
Zusammenhinge in der Expression unterschiedlicher Marker in Abhédngigkeit voneinander.
Analysiert wird weiterhin die Verteilung all dieser Parameter in unterschiedlichen Geschlechter- und
Altersgruppen, Tumorstadien und —lokalisationen. Weitere Aspekte sind der Einfluss von HPV-
Positivitit sowie einer pl6-, p53-, Ki-67 und EGFR-Expression auf die Prognose der Erkrankung.

Ferner ist von besonderem Interesse die Untersuchung der Privalenzunterschiede von HPV und den

10



Expressionsmustern der untersuchten Biomarker zwischen Primédrtumoren und ihren Rezidiven bzw.

Metastasen.

Perspektivisch soll die vorliegende Arbeit die Grundlage fiir eine Entwicklung von neuen
Therapieansitzen, wie z.B. Vakzinierungsstrategien und die Ubertragung von fiir andere
Tumorentititen etablierten Therapiemodalitdten, wie z. B. anti-EGFR wirksame Substanzen auf die

Behandlungsstrategie der adenoid-zystischen Karzinome legen.

11



2. Material und Mehoden

2.1 Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv der vorliegenden Studie umfasste 67 Patientinnen und Patienten die im
Zeitraum von 1982 bis 2007 in den Abteilungen fiir HNO-Heilkunde und Mund-, Kiefer-,
Gesichtschirurgie des Klinikums Benjamin Franklin der Charité Universititsmedizin Berlin,
aufgrund eines adenoid-zystischen Karzinoms der Kopfspeicheldriisen in Behandlung waren. Die
Datenanalyse erfolgte retrospektiv nach FErhalt des ensprechenden Votums der zustdndigen
Ethikkommission. Die Ermittlung dieser Patientengruppe erfolgte durch die Erfassung aller
histologischen Préparate die in diesem Zeitraum im Institut fiir Pathologie des Klinikums mit oben
genannter Diagnose begutachtet wurden.

Die anamnestischen und demographischen Daten wurden aus den ambulanten und stationiren
Patientenakten der behandelnden Kliniken erhoben. Diese Akten wurden nach Anforderung vom
Datenarchiv der Charité zur Verfiigung gestellt. Ein Teil der Patientenakten konnte in digitalisiertem
Format iiber das elektronische Patientenarchiv (PEGASOS) der Charité eingesehen werden.
Zusitzlich konnten die Daten der letzten 10 Jahre iiber die elektronische Patientenakten-Software
des Klinikums (SAP) eingesehen und iiberpriift werden.

Angaben zum Tumorstadium, -lokalisation, -diagnosedatum, Behandlungsmodalititen, Auftreten
von Rezidiven und Metastasen wurden den in den Akten vorhandenen Arztbriefen,
Operationsprotokollen, radiologischen Befundberichten sowie der ambulanten
Verlaufsdokumentation im Rahmen der Tumornachsorge entnommen. Die Angaben zum TNM-
Stadium wurden anhand der 5. Auflage der Tumorklassifikation der UICC iiberpriift bzw.
vervollstindigt '**.

Hatten sich Patienten im Verlauf ldnger nicht mehr in der Tumorsprechstunde vorgestellt bzw.
fehlten Angaben zum aktuellen klinischen Status, wurden die behandelnden Fachirzte sowie die
Patienten selbst telefonisch kontaktiert und der Krankheitsverlauf ggf. mit erneuter ambulanter
Einbestellung und Untersuchung, ermittelt. Bei verstorbenen Patienten wurden, sofern keine weitere
Information vorlag, der behandelnde Hausarzt oder Facharzt sowie die Angehorigen telefonisch

kontaktiert und der Zeitpunkt bzw. Ursache des Todes erfragt.
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Weitere Angaben zum Todeszeitpunkt wurden nach entsprechender Anfrage bei dem Deutschen
Nationalen Krebsregister iibermittelt. Diese Daten wurden mit dem internen Datenarchiv vom

Charité Comprehensive Cancer Center Berlin verglichen.

Jahr

1982
1983
1984
1985
1986
1987
1988
1989
1990
1991
1992
1993
1994
1995
1996 10
1997 3

1998 5
1999 3

2000 6
2001 9
2002
2003
2004
2005 6
2006 11
2007

12

Anzahl

Abb. 1: Rekrutiertes Patientenkollektiv. Zeitpunkt der Erstdiagnose und Anzahl der initial

verfiigbaren Tumorproben pro Jahr.
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2.2 Elektronischer Datenbogen

Fiir alle 67 Patienten wurden die Daten mittels eines elektronischen Bogens erfasst und in Form
einer Tabelle zusammengestellt. Der Datenbogen umfasste folgende Angaben:

e Name, Vorname

® Geburtsdatum

e Geschlecht

e Behandelnde Abteilung

e Alter bei Erstdiagnose

e Altersgruppe (1: bis 30, 2: 31-45, 3: 46-60, 4: 61-75, 5: ab 76)

e Tumorlokalisation (Gl. Parotidea, Gl. Submandibularis, Gl. Sublingualis, kleine Speicheldiisen)

e T-Stadium

e N-Stadium
e M-Stadium
e R-Status

e Tumorcharakter (Primirtumor, Rezidiv, Metastase)
e HPV-Status und Typ

e pl6-Expression

® p53-Expression

e Ki-67-Expression

e EGFR-Expression

o Aktueller Uberlebensstatus
e Sterbedatum

e Rezidivdatum

e 2. Rezidivdatum

e Stattgehabte Operationen

e Stattgehabte Radiatio

e Stattgehabte Chemotherapie
¢ Rezidivfreies Uberleben

e Gesamtiiberleben
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Angaben zu weiteren, von anderen Kopf-Hals-Tumoren bekannten Noxen wie Alkohol- und

Tabakkonsum wurden nicht erhoben da eine dtiologische Bedeutung dieser Faktoren fiir die

Entstehung von Speicheldriisenmalignomen bereits als ausgeschlossen gilt 3940

2.3 Tumorgewebe

2.3.1 DNA-Extraktion

Aus dem Institut fiir Pathologie des Klinikums Benjamin Franklin wurden die archivierten,
formalinfixierten, paraffineingebetteten histologischen Préparate der zu untersuchenden adenoid-
zystischen Karzinome bezogen. Aus jedem Paraffinblock wurden sechs 5 um und drei 20 pm dicke
Schnitte angefertigt. Zunédchst wurden der erste und der letzte Schnitt mittels HE-Farbung auf die
Nachweisbarkeit von Tumorgewebe kontrolliert. Die Deparaffinisierung wurde durch Zusatz von
1,5 ml Xylene, Zentrifugation und anschlieBendem Waschen mit 1 ml purem Ethanol durchgefiihrt.
Als Kontrollgruppe zum Ausschluf} einer HPV-Kontamination wurden zwischen den Préparaten der
adenoid-zystischen Karzinome multiple HPV-freie Maus-Gewebeproben untersucht. Diese waren
stets negativ fiir HPV und B-Globin. Jede PCR-Analyse beinhaltete aulerdem Gewebeproben von
HNO-Tumoren mit einer bereits nachgewiesenen HR-HPV-Infektion als positive Kontrolle sowie
DNA-freie Proben als Kontaminationskontrolle.

Die Genom- DNA wurde mittels QITAamp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany), wie
vom Hersteller angegeben, extrahiert und in eine 50 pl TE Pufferlosung gelost. Die DNA-

Konzentration wurde mittels NanoDrop (NanoDrop products Wilmington, DE, USA) gemessen.

2.3.2 HPV-Genotypisierung

Die Genotypisierung erfolgte durch eine generische PCR-Amplifikation der L1-Region des viralen
Genoms aller HPV-Typen. Die Genotypenidentifikation wurde mithilfe eines sogenannten
,beadbasierten Multiplex-HPV-Genotypisierungs-Assay* nach dem Luminex-Verfahren, das im
Labor fiir gynikologische Tumorimmunologie (GTI) der Charit¢ Campus Benjamin Franklin
etabliert ist und dessen Ergebnisse zur klinischen HPV-Diagnostik validiert sind und auf die

unterschiedlichen HPV-Typen hin untersucht, durchgefiihrt. Mithilfe dieses Ansatzes ist es derzeit

15



moglich zwischen 27 unterschiedlichen anogenitalen Hoch- und Niedrigrisiko HPV-Typen zu
differenzieren. Die Methode erlaubt die Identifikation multipler Infektionen im
Hochdurchsatzverfahren.

Hierbei wurden 10 pl von aus paraffineingebetteten ACC-Priparaten extrahierter DNA mittels PCR
unter Verwendung der Primer sets BSGP5+/bio BSGP6+ wie von Schmitt et al beschrieben
amplifiziert '*'. Parallel dazu wurde eine B-Globin spezifische PCR als Kontrolle durchgefiihrt.
Anschlieend wurden 10 pl des jeweiligen biotinylierten PCR-Produktes auf eine 96-Schacht-Platte
ibertragen und mit Luminex Polystyren-Kiigelchen hybridisiert (x-map, BioRad, Munich,
Germany). Die Kiigelchen sind jeweils mit einer fiir einen HPV-Genotypen spezifischen
Oligonukleotid-Sonde markiert und haben spezifische Fluoreszenzeigenschaften. Fiir die Analyse
wird ein Gemisch aus HPV-Typen-spezifischen Kiigelchen verwendet, die 20 Hochrisiko und 7
Niedrigrisiko-HPV-Typen nachweisen konnen. Nach Firbung mit Streptavidin-PE (Invitrogen
GmbH, Darmstadt, Germany) wurden die Proben mittels eines Luminex-Ablesers (Fa. BioRad)
analysiert. Die Ergebnisse wurden interpretiert als die mittlere Fluoreszenzintensitdt (MFI) von
mindestens 50 Kiigelchen pro Set. Fiir jede Probe wurde die Ablesung zweimalig im Rahmen
unabhingiger Messungen vorgenommen. Folgende HPV-Subtypen kdnnen durch dieses Verfahren
unterschieden und genotypisiert werden: HR-HPV: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68,
73, 82, 26, 53, 66 und LR-HPV: 6, 11, 40, 42, 43, 44 und 70. Eine Probe wurde als positiv bewertet
wenn der MFI-Wert mindestens das Dreifache des Hintergrund-MFI-Wertes betrug. Als grenzwertig
positiv galt die zweifache Konzentration. Diese Messung erfasst ein Spektrum von 10 bis 1000
HPV-Kopien, in Abhédngigkeit vom HPV-Genotypen.

Die DNA-Extraktion und die HPV-Genotypisierung erfolgte im Labor fiir gynidkologische

Tumorimmunologie der Charit¢ Campus Benjamin Franklin.
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Abb.2 Schematische Ubersicht der HPV-Genotypisierung von BSGP5+/6+ PCR-Produkten
mittels bead based multiplex HPV genotyping (Die Abbildung wurde einem Tutorial der Firma

Luminex Corp. entnommen) .

2.3.3 PCR fiir DNA-Fragmentierung

Manche formalinfixierte, paraffineingebettete Priparate stammen aus dem Jahr 1982. Die bis 1995
durchgefiihrte Anwendung von nicht gepuffertem Formalin konnte bei diesen Pridparaten zu einer
DNA-Fragmentierung und konsekutiv falsch negativen HPV-PCR gefiihrt haben. Aus diesem
Grund, wurde bei jeder Probe mit einem negativen B-Globin Ergebnis eine PCR zur Bestimmung
des Fragmentierungsausmalles durchgefiihrt. Die Anwesenheit von 100 bp, 200 bp, 300 bp und 400
bp Banden wurde auf einem 2%-Agarose-Gel evaluiert. Da das PCR-Amplifikat der BSGP5+/bio-
BSGP6+ Primer eine Grofle von 150 bp hat, wurden alle Proben mit Fragmentengréen unter 200
bp ausgeschlossen. Aufgrund der kleinen Amplifikat-GroBe ist diese PCR-Strategie besonders
effektiv fiir die HPV-Detektion auch in degradierten DNA-Proben.
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2.3.4 Immunhistochemischer Nachweis von pl16, p53, Ki-67 und EGFR

Zur immunhistochemischen Untersuchung der Priaparate wurden 5 um dicke Schnitte von Formalin-
fixiertem und paraffineingebettetem Gewebe aus der gleichen Schnittserie wie fiir die DNA-
Extraktion verwendet. Diese wurden mit der Avidin-Biotin-Peroxidase-Methode (ABC) behandelt
(Vectastain-Elite-ABC Kit; Vector Laboratories, Burlingame, CA) und mit einem der folgenden
monoklonalen Antikorpern markiert: Maus-anti-p16 Antikérper (CINtec, MTM, Heidelberg,
Germany), Maus anti-human EGFR Antikorper (Dako, Glostrup, Denmark), anti-human Ki-67
Antikorper oder monoklonaler anti-human p53-Antikérper (DO-7). Nach einem Waschschritt
wurden die Schnitte mit einem sekundir biotinylierten Ziege-Anti-Maus-Antikorper fiir 20 Minuten
in Raumtemperatur inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurden die gebundenen
Antikorper mit dem APAAP-Red-Kit (DAKO) inkubiert und sichtbar gemacht. Nachfolgend
erfolgte eine Firbung mit Hemalaun. In Vorversuchen wurden die optimalen Antikorper-
Konzentrationen mittels Titration bestimmt und fiir jede Farbung wurden mit Isotypen-spezifischen
Antikorpern Kontrollen durchgefiihrt.

Alle Farbungen wurden durch drei unabhiingige, erfahrene und fiir die klinischen Daten verblindete
Untersucher begutachtet und als positiv bewertet wenn nukledre und zytoplasmatische Firbung im
Vergleich zu positiven Kontroll-Proben positiv ausfiel.

Die jeweilige Antikorper-Reaktivitit wurde nach folgendem semiquantitativen Bewertungssystem
eingeteilt: a) - = positive Zellen < 5%, b) + = positive Zellen <50%, c¢) ++ = 50% bis 90% positive
Zellen, d) +++ = >90% positive Zellen.

Die immunhistochemischen Féarbungen erfolgten zum Teil im Institut fiir Pathologie sowie durch

eine medizinisch technische Assistentin der HNO-Klinik der Charité Campus Benjamin Franklin.

2.4 Statistische Auswertung

Die retrospektiv erhobenen Patientendaten sowie die Ergebnisse histologischer, virologischer und
immunhistochemischer Analysen wurden im oben genannten elekronischen Datenbogen erfasst und
in ein Datenbanksystem auf der Basis von SPSS (Standardversion, 19.0) iibertragen. Die
Datenauswertung erfolgte deskriptiv. Als Verfahren der deskriptiven Statistik wurden der

Mittelwert, absolute und relative Hiufigkeitsverteilung, der Median und die Standardabweichung

18



verwendet. Uberlebenskurven wurden mittels Kaplan-Meier- und Cox-Regressions-Statistik und die
Signifikanz mittels des Long-Rang-Tests errechnet. Zur Korrelationsberechnung wurde der
Korrelationkoeffizient R nach Pearson benutzt.

Als Signifikanzniveau wurde fiir alle Testverfahren eine absolute Irrtumswahrscheinlichkeit von

weniger als 5% (p<0,05) festgelegt. Als relative Signifikanz wurde ein Wert von p<0,1 betrachtet.
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3. Ergebnisse

3.1 Bechreibung des Patientenkollektivs nach Alter, Geschlecht, Tumorlokalisation

Das Patientenkollektiv der vorliegenden Studie umfasste 67 Patientinnen und Patienten die im
Zeitraum von 1982 bis 2007 in den Abteilungen fiir HNO-Heilkunde und Mund-, Kiefer-,
Gesichtschirurgie des Klinikums Benjamin Franklin der Charité Universititsmedizin Berlin,
aufgrund eines adenoid-zystischen Karzinoms der Kopfspeicheldriisen in Behandlung waren. Das
Kollektiv beinhaltete 44 Frauen (65,67%) und 23 Minner (34,33%) (Abb. 3). Das Alter bei
Erstdiagnose lag zwischen 16 und 90 Jahren, im Mittel 64,2 bei Frauen und 55,9 bei Minnern (Tab.
1, Abb. 4)

Geschlecht

B weiblich
B mannich

23
mannich

44
weeiblich

Abb. 3: Geschlechterverteilung Patientenkollektiv.
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Tab 1: Patientenalter bei Erstdiagnose.

Geschlecht | Mittelwert | Anzahl [Standardabweichung [ Median | Minimum Maximum
Weiblich 64,1818 44 14,52868 64,5 25 90
Minnlich 55,9130 23 14,09356 58,0 16 78
Insgesamt 61,3433 67 14,81149 61,0 16 90
100,007
80,00 N
a 64,50
E &0,00 53,00
wn
=]
=
oD
)
o
40,00
20,004
oo T 1
weiblich mannlich
Geschlecht

Abb. 4: Altersverteilung und Medianwerte.
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Um eine weitere statistische Analyse zu ermoglichen, wurden die Patienten gemif ihres Alters zum
Zeitpunkt der Erstdiagnose in fiinf Altersgruppen unterteilt (Gruppe 1: bis 30 Jahre, Gruppe 2: 31
bis 45 Jahre, Gruppe 3: 46 bis 60 Jahre, Gruppe 4: 61 bis 75 Jahre, Gruppe 5: ab 76 Jahren) (Tab 2).

Tab. 2: Altersgruppenverteilung

Haufigkeit Prozent
1 (bis 30) 3 4,5
2 (31-45) 6 9,0
3 (46 - 60) 23 34,3
4(61-175) 23 34,3
5 (ab 75) 12 17,9
Gesamt 67 100,0

Die Geschlechterverteilung in den unterschiedlichen Altersgruppen ergab signifikante Unterschiede

(p=0,024). Mit steigendem Alter wurde der Anteil der weiblichen Patienten immer grof3er (Abb. 5).
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Geschlecht ] Altersgruppe
Statistik: Anteil

Geschlecht
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Altersgruppe

Abb. 5: Geschlechterverteilung in den unterschiedlichen Altersgruppen.
Die Patienten wurden anhand der Lokalisation der Tumor-Erstmanifestation in Subgruppen
unterteilt. So gingen 40 (59,75%) der Tumore von den kleinen Speicheldriisen, 17 (25,4%) von der

Glandula Parotidea und 10 (14,9%) von der Glandula Submandibularis aus (Tab.3).

Tab. 3: Tumorlokalisation

Hiufigkeit Prozent
GIl. Parotidea 17 254
Kleine Speicheldriisen 40 59,7
GIl. Submandibularis 10 14,9
Gesamt 67 100,0
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Die Verteilung der Tumorlokalisationen in den unterschiedlichen Geschlechter- und Altersgruppen
ist den Abbildungen 6-7 zu entnehmen. Die Verteilung der unterschiedlichen Tumorlokalisationen
war weitgehend unabhiingig vom Geschlecht. Bei Frauen wurden etwas hiufiger aus der Glandula
Parotidea ausgehende Tumore beobachtet wihrend bei Médnnern der Anteil der Tumore der

Glandula Submandibularis etwas groler war (Abb. 6). In den unterschiedlichen Altersgruppen gab

es keine signifikanten Unterschiede beziiglich der Tumorverteilung in den unterschiedlichen

Lokalisationen (Abb. 7).

Lokalisation
Gl. Paratis
507 Kleine Speicheldrisen

Tl Gl Submandibularis

407

307

Lokalisation

207

10|

T T
weeiblich mannlich

Geschlecht

Abb. 6: Geschlechterverteilung in Relation zu den Tumorlokalisationen.
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Lokalisation

Gl. Parotis
257 Klzing Speicheldrisen
el Submandibularis

209

Lokalisation

I I
his 30 31-45 46-80 B1-75
Altersgruppe

Abb. 7: Tumorlokalisationen in Relation zur Altersgruppenverteilung.

3.2  Tumorstadien gemifB der TNM- Klassifikation

Zum Zeitpunkt der Diagnose befanden sich 8 Tumore im T-Stadium T1, jeweils 13 Tumore in den
Stadien T2 und T3 und 31 Tumore hatten bereits das Stadium T4 erreicht. Bei zwei Patienten konnte
das T-Stadium retrospektiv nicht mehr ermittelt werden (Tab. 4). Beziiglich des zervikalen
Lymhknotenstatus zeigten 57 Patienten einen NO-Status, 3 Patienten einen NI-Status und 5
Patienten einen N2-Status. In zwei Fillen war das N-Stadium unklar (Tab. 5). Eine bereits bei

Diagnosestellung aufgetretene Fernmetastasierung kam bei 6 Patienten vor (M1), wohingegen bei
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59 Patienten ein MO-Status vorlag. In zwei Fillen konnte das M-Stadium nicht ermittelt werden

(Tab. 6).

Tab. 4: T-Stadium

Hiufigkeit | Prozent
T1 8 11,9
T2 13 19,4
T3 13 19,4
T4 31 46,3
Tx 2 3,0
Gesamt 67 100,0

Tab. 5: N-Stadium

Haufigkeit | Prozent
NO 57 85,1
N1 3 4,5
N2 5 7,5
Nx 2 3,0
Gesamt 67 100,0

Tab. 6: M-Stadium

Haufigkeit | Prozent
MO 59 88,1
M1 6 9,0
Mx 2 3,0
Gesamt 67 100,0
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Die Hiufigkeitsverteilung der T-, N- und M-Stadien bezogen auf die unterschiedlichen

Tumorlokalisationen lassen sich den Tabellen 7-9 entnehmen.

Tab. 7: T-Stadium in Relation zur Tumorlokalisation *.

Anzahl n (%)
Kleine
Gl. Parotidea Speicheldriisen Gl. Submandibularis Gesamt
T1 2(11,8) 5(12,5) 1 (10) 8(11,9)
T2 3(17,6) 6 (15) 4 (40) 13 (19,4)
T3 3(17,6) 8 (20) 2 (20) 13 (19,4)
T4 8 (47,1) 20 (50) 3 (30) 31 (46,3)
Tx 1(5,9) 1(2,5) 0 2(3)
Gesamt 17 40 10 67
* keine Signifikanz zwischen T-Stadium und Lokalisationsverteilung.
Tab. 8: N-Stadium in Relation zur Tumorlokalisation *.
Anzahl n (%)
Gl. Parotidea |Kleine Speicheldriisen | Gl. Submandibularis | Gesamt
NO 14 (82,4) 35 (87,5) 8 (80) 57 (85)
N1 0 3(7.5) 0 34.,5)
N2 2(11,8) 1(2,5) 2 (20) 5(.5)
Nx 1(5,9) 1(2,5) 0 2(3)
Gesamt 17 40 10 67

* keine Signifikanz zwischen N-Stadium und Lokalisationsverteilung.
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Die Hiufigskeitverteilung sowohl der T- als auch der N-Stadien verhielt sich dhnlich bei allen
Tumorlokalisationen. In Bezug auf das M-Stadium fand sich ein relativ hoherer Anteil
fernmetastasierter Tumore in den kleinen Speicheldriisen. In thnen waren fiinf der insgesamt sechs

zum Zeitpunkt der Diagnose bereits metastasierten Tumore lokalisiert (Tab. 9).

Tab. 9: M-Stadium in Relation zur Tumorlokalisation.

Anzahl n (%)
Gl. Parotidea | Kleine Speicheldriisen | Gl. Submandibularis | Gesamt
MO 16 (94,1) 34 (85) 9 (90) 59 (88)
M1 0 525) 1 (10) 6 (9)
Mx 1(5,9 1(2,5) 0 2(3)
Gesamt 17 40 10 67

33 HPYV Privalenz

Bei der HPV-Bestimmung und -typisierung konnten bei 25 (37,3%) von 67 Patienten HR-HPV-
Virustypen nachgewiesen werden. In 16 Féllen wurde HPV 16, in 4 Fillen HPV18, in zwei Fillen
HPVA45, in einem Fall HPV45 und HPV56 und in zwei Fillen HPV33 und HPV59 detektiert. Bei
drei Patienten wurde eine Infektion mit dem Niedrigrisiko-Genotypus 11 beobachtet. Bei 39

Patienten wurde kein HPV-Genom nachgewiesen (Tab.10, Abb. 8).
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Tab. 10: HPV-Typen-Privalenz.

Hiufigkeit | Prozent

HPV- HPV- 39 58,2
Typ negativ

11 3 4,5

16 16 23,9

18 4 6,0

45 2 3,0

45,56 * 1 1,5

33,59 * 2 3,0

Gesamt 67 100,0

* Nachweis einer multiplen Infektion

HPV-Subtypen

40

)
(=]

Patientenanzahl pro Typ
|

=
[=]

T
HPY -negativ

Abb. 8: HPV-Genotypenverteilung.
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7 der 23 Minner (30,43%) und 18 der 44 Frauen (40,91%) waren positiv fiir HR-HPV (Abb. 9)

High_risk_HPVI Geschlecht Kreuztabelle

Statistik: Anteil

Geschlecht weiblich

Geschlecht mannlich

High_risk_HPV

WHigh_risk_HPY negativ
W High_risk_HP% positiv

Abb. 9: Geschlechterverteilung der HR-HPV-positiven Tumore.

Beziiglich der HR-HPV-Nachweisrate bei verschiedenen Tumorlokalisationen ergaben sich

signifikante Unterschiede. So waren 58,82% der Tumore der Gl. Parotidea, 32,5% der Tumore der

kleinen Speicheldriisen und nur 20% der Tumore der Gl. Submandibularis positiv fiir HR-HPV
(Tab. 11, Abb. 10).

Tab. 11: HR-HPV-Positivitit bezogen auf die Tumorlokalisation.

Anzahl
Lokalisation n (%)
Kleine
Gl. Parotidea | Speicheldriisen |Gl. Submandibularis | Gesamt
HR-HPV negativ 7(41,2) 27 (67,5) 8(80)[ 42 (62,7)
positiv 10 (58,8) 13 (32,5) 2(20)| 25(37,3)
Gesamt 17 40 10 67
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High-risk-HPV | Lokalisation Kreuztabelle
Statistik: Anteil

High-risk-HPV
M r=gativ
2] positiv

Gl. Parotis Kleine Gl Gesamt
Speicheldriisen Submandibularis

Lokalisation

Abb. 10: HR-HPV-Positivitit bei unterschiedlichen Tumorlokalisationen. Tumore der Gl. Parotidea

waren signifikant hdufiger HPV-positiv (p=0,03).

Bezogen auf das Patientenalter bei Erstdiagnose wurde eine relative Steigerung des Anteils der HR-
HPV-positiven Tumore mit zunehmendem Alter beobachtet. Erst bei den Patienten der Altersgruppe
5 (ab 76 Jahren) wurde dieser Anteil wieder kleiner (Tab. 12, Abb. 11). Die

Irrtumswahrscheinlichkeit betrug jedoch p=0,09 und war damit nicht statistisch signifikant.
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Tab. 12: HR-HPV-Nachweis in unterschiedlichen Altersgruppen.

H postiv

Anzahl

hiz 30 31-43 46-60 61-75 ab 78

Altersgruppe

Abb. 11: HR-HPV-Nachweis in unterschiedlichen Altersgruppen.

32

Altersgruppe n (%)
bis 30 31-45 46-60 61-75 ab 76 Gesamt
High-risk- negativ 3(100)| 5(83,3) 17 (73,9 8 (34,8) 9 (75) 42 (62,7
HPV positiv 0 1.(16,7) 6 (26,1) 15 (65,2) 325 25 (37,3)
Gesamt 3 6 23 23 12 67
High_risk_HPV
W negstiv




Die Verteilung der HR-HPV-positiven Tumore in den verschiedenen T-, N-, und M-Stadien ist den
Tabellen 13-15 zu entnehmen. Hierbei konnten keine signifikanten Korrelationen zwischen HR-

HPV-Nachweis und den verschiedenen Tumorstadien beobachtet werden.

Tab. 13: HR-HPV-Verteilung bezogen auf das T-Stadium *.

HR-HPV
negativ | positiv | Gesamt
Tl 6 2 8
T2 8 5 13
T3 9 4 13
T4 18 13 31
Tx 1 1 2
Gesamt 42 25 67

* keine Korrelation zwischen T-Stadium und HR-HPV-Nachweis.

Tab. 14: HR-HPV-Verteilung bezogen auf das N-Stadium *.

HR-HPV
negativ | positiv | Gesamt
NO 35 22 57
N1 1 2 3
N2 5 0 5
Nx 1 1 2
Gesamt 42 25 67

* keine Korrelation zwischen N-Stadium und HR-HPV-Nachweis.
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Tab. 15: HR-HPV-Verteilung bezogen auf das M-Stadium *.

HR-HPV
negativ | positiv | Gesamt
MO 37 22 59
M1 4 2 6
Mx 1 1 2
Gesamt 42 25 67

* keine Korrelation zwischen M-Stadium und HR-HPV-Nachweis.

34  p16™*** und sonstige Biomarker (p53, Ki-67, EGFR)

Die Expression zelluldrer Marker mit einer Bedeutung als Surrogatparameter fiir HR-HPV Infektion
(pl16) sowie fiir verschiedene Biomarker (p53, Ki-67, EGFR) wurde untersucht und mit den

Parametern HR-HPV und klinischen Parametern in Beziehung gesetzt.

Die Darstellung des p16-Status in Bezug auf die Nachweisbarkeit von HR-HPV ergab wie erwartet,
eine signifikant hohere p16-Expression (p=0,01: R=0,705) bei den Tumoren die einen positiven HR-
HPV-Status aufwiesen (Tab. 16, Abb. 12). Alle HR-HPV-positiven Tumore waren positiv fiir p16.
Bei den 42 HR-HPV-negativen Tumoren zeigten 28 davon einen negativen p16-Status wobei bei 14
Préparaten p16 in unterschiedlichem Ausmall positiv war, insgesamt jedoch prozentual schwécher

als bei den HR-HPV-positiven Tumoren.

Der prozentuale Anteil der p16-Expression im Gewebe bei den einzelnen HPV-Genotypen ist der

Tabelle 17 zu entnehmen. Alle drei Niedrigrisiko-HPV11 positiven Tumore waren p16 negativ.
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Tab. 16: p16-Expression in Abhingigkeit vom HR-HPV-Status.

Anzahl

negativ

positiv

High risk HPV

HR -HPV
negativ n (%) | positivn (%) | Gesamt n (%)
pl6 - 28 (66,7) 0 28 (41,8)
+ 4(9,5) 4 (16) 8 (11,9)
++ 7 (16,7) 4 (16) 11 (16,4)
-+ 3(7,1) 17 (68) 20 (29,9)
Gesamt 42 25 67
pl6
-
=+
.::+

Abb. 12: pl6-Expression in Abhingigkeit vom HR-HPV-Status.
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Tab. 17: pl6-Expressionstufen in Abhéngigkeit vom HPV-Genotyp.

HPV-Genotypen
HPV-
negativ 11 16 18 45 | 45,56* | 33,59* Gesamt
pl6 - 25 3 0 0 0 0 0 28
+ 4 0 0 2 2 0 0 8
++ 7 0 2 2 0 0 0 11
+++ 3 0 14 0 0 1 2 20
Gesamt 39 3 16 4 2 1 2 67
* Nachweis von multipler Infektion
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Abb. 13a Abb. 13b
Abb. 13: Immunhistochemischer Nachweis von pl6-Expression. 13a: Reprisentative pl6

Immunfirbung eines adenoid-zystischen Karzinoms; Abb. 13b: Adenoid-zystisches Karzinom ohne

p16 -Expression. 200fache VergroBerung.
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Bei der Ermittlung des Expressionsmusters der weiteren getesteten Biomarker p53, Ki-67 und
EGFR ergab sich in Bezug auf die HR-HPV-Positivitit der Tumorpriparate keine signifikante
Korrelation zwischen den einzelnen Parametern (Tab. 18-20, Abb. 14-16). Lediglich bei der
hochsten prozentualen Expressionsstufe von Ki-67 (+++/ >90%) fiel eine hohere Inzidenz von HR-

HPV-negativen Tumoren auf (7:1).

Tab. 18: p53-Status in Abhéngigkeit vom HR-HPV-Status.

HR- HPV
negativ n (%) | positiv n (%) | Gesamt n (%)
pS3 - 21 (50) 10 (40) 31 (46,2)
+ 4 (9,5) 2 (8) 6 (9)
++ 4 (9,5) 2 (8) 6 (9)
+++ 12 (28,6) 10 (40) 22 (32,8)
unbekannt 12,4) 14) 23)
Gesamt 42 25 67

Tab. 19: Ki-67-Status in Abhingigkeit vom HR-HPV-Status.

HR- HPV
negativ n (%) | positivn (%) | Gesamtn (%)
Ki-67 + 23 (57.,5) 17 (68) 40 (61,5)
et 10 (25) 7 (28) 17 (26,2)
" 7(17.5) 1 (4) 8 (12,3)
Gesamt 40 25 65
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Tab. 20: EGFR-Status in Abhéngigkeit vom HR-HPV-Status.

HR- HPV
negativ n (%) | positiv n (%) | Gesamtn (%)
EGFR - 16 (38,1) 10 (40) 26 (38,8)
+ 8 (19) 5(20) 13 (19,4)
++ 5(11,9) 2(8) 7 (10,4)
+++ 12 (28,6) 6 (24) 18 (26,9)
unbekannt 124 2 (8) 34,5
Gesamt 42 25 67

Ahnlich wie bei der Lokalisationsverteilung von HR-HPV fand sich bei den Tumoren der Glandula
Parotidea eine relativ hohere p16-Expression, gefolgt von den Tumoren der kleinen Speicheldriisen.

Bei Tumoren der GIl. Submandibularis war pl6 im Durchschnitt schwécher exprimiert (Tab. 21,

Abb. 14).

Tab. 21: pl6-Expression in Abhingigkeit von der Tumorlokalisation.

Lokalisation n (%)
Kleine

Gl. Parotidea |Speicheldriisen | Gl. Submandibularis | Gesamt n (%)

pl6 - 6 (35,3) 16 (40) 6 (60) 28 (41,8)
+ 2(11,8) 4 (10) 2 (20) 8(11,9)

++ 4 (23,6) 6 (15) 1 (10) 11 (16,4)

+++ 5(294) 14 (35) 1 (10) 20 (29,9)
Gesamt 17 40 10 67
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pl16

o+
o+

Anzahl

Gl. Parctis Gl. Submandibularis

Kleine
Speicheldrisen

Lokalisation

Abb. 14: pl16-Expression in Abhiingigkeit von der Tumorlokalisation.

Gleich wie die Positivitidt fir HR-HPV verhielt sich auch der pl6-Expressionsstatus bei der
Verteilung in den unterschiedlichen Erstdiagnose-Altersgruppen. P16-Expression stieg mit
zunehmendem Diagnosealter, erreichte ihr Maximum in der Altersgruppe 4 (61-75 Jahre), um erst in

der Altersgruppe 5 (ab 76 Jahren) wieder abzufallen (Tab. 22, Abb. 15).

Tab. 22: pl16-Expression in Abhingigkeit vom Erstdiagnose-Alter.

Altersgruppe n (%)
bis 30 31-45 46-60 61-75 ab76 | Gesamtn (%)
pl6  negativ 2 (67) 0f 14(60,9) 4(17,4) 8 (67) 28 (41,8)
positiv 1(33) 6 (100) 9@39,1)] 19(82,6) 4 (33) 39 (58,2)
Gesamt 3 6 23 23 12 67
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plG

M regativ
W posttiv

Anzahl

his 30 31-45 46-60 61-73 ah 76

Altersgruppe

Abb. 15: pl6-Expression in Abhingigkeit vom Erstdiagnose-Alter.

Die Analyse der pl6-Expression bezogen auf die unterschiedlichen T-, N- und M-Stadien ergab

keine statistichen Korrelationen. Dies ist aus der Verteilung der pl6-Expressionsraten anhand der
Tabellen 23-25 zu entnehmen.

Tab. 23: pl16-Expression in Abhingigkeit vom T-Stadium *.

T-Stadium
T1 T2 T3 T4 Tx | Gesamt
pl6  negativ 3 6 7 12 0 28
positiv 5 7 6 19 2 39
Gesamt 8 13 13 31 2 67

* keine Korrelation zwischen p16-Expression und T-Stadium.
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Tab. 24: p16-Expression in Abhingigkeit vom N-Stadium *.

N-Status
NO N1 N2 Nx | Gesamt
pl6  negativ 25 1 2 0 28
positiv 32 2 3 2 39
Gesamt 57 3 5 2 67

* keine Korrelation zwischen p16-Expression und N-Stadium.

Tab. 25: pl6-Expression in Abhingigkeit vom M-Stadium *.

M-Stadium
MO M1 Mx Gesamt
pl6 negativ 25 3 0 28
positiv 34 3 2 39
Gesamt 59 6 2 67

* keine Korrelation zwischen p16-Expression und M-Stadium.

Bei der statistischen Analyse der p53- sowie Ki-67-Expression in Abhédngigkeit von der pl6-

Expression konnten ebenfalls keine signifikanten Korrelationen beobachtet werden (Abb. 16-17).
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p53 I p16 Kreuztabelle
Statistik: Anzahl

207

Fallzahl

5

p53
——p53-
T pS3+

PS3 ++
—— P53 +++

p16

Abb. 16: p53-Expression in Abhiéngigkeit von der pl6-Expression Der

betrug R=0,239.

Ki67 | p16 Kreuztabelle
Statistik: Anzahl

Fallzahl

p16

T
p16 ++

T
P16 +++

Ki67
—Ki-B7 +
— Ki-BT ++

Ki-B7 +++

Korrelationskoeffizienz

Abb. 17: Ki-67-Status in Abhédngigkeit von der pl6-Expression Der Korrelationskoeffizient betrug

R=0,022.
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Bei der Analyse des Expressionsverhaltens von Ki-67 bei lokalen und hdmatogenen Fernmetastasen
fiel eine steigende Ki-67-Expression bei steigendem N- und M-Stadium auf (Tab. 26-27, Abb. 18-
19).

Tab. 26: Ki-67-Expression in Abhéngigkeit vom N-Stadium bei Erstdiagnose *.

N-Stadium n (%)
NO N1 N2 Nx Gesamt n (%)
Ki-67 + 35 (63,6) 2 (67) 1 (20) 2 (100) 40 (61,5)
++ 14 (25,5) 1 (33) 2 (40) 0 17 (26,2)
+++ 6 (10,9) 0 2 (40) 0 8(12,3)
Gesamt 55 3 5 2 65

* Die Signifikanz zwischen N-Stadium und Ki-67-Expression betrug p=0,054.

Ki67 [ N-Stadium Kreuztabelle
Statistik: Anteil

Ki6T
WKiET +
W KiET ++

KIGT +++

NO N1 N2

Abb. 18: Ki-67-Expression in Abhingigkeit vom N-Stadium bei Erstdiagnose.
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Tab. 27: Ki-67-Expression in Abhéngigkeit vom M-Stadium bei Erstdiagnose *.

M-Stadium n (%)
MO M1 Mx Gesamt n (%)
Ki-67 + 37 (64,9) 1(17) 2 (100) 40 (61,5)
++ 14 (24,6) 3 (50) 0 17 (26,2)
+++ 6 (10,5) 2(33) 0 8(12,3)
Gesamt 57 6 2 65

* Die Signifikanz zwischen M-Stadium und Ki-67-Expression betrug p=0,019.

Ki67 | M-Stadium Kreuztabelle
Statistik: Anteil

Ki67
WKi-E7 +
WKi-6T 4+

Ki-B7 +++

MO M1

Abb. 19: Ki-67-Expression in Abhingigkeit vom M-Stadium bei Erstdiagnose.
Interessanterweise zeigte sich eine signifikante (p=0,025), umgekehrt proportionale Korrelation
zwischen der prozentualen Ki-67- und EGFR-Gewebeexpression. Der Korrelationskoeffizient nach

Pearson betrug R=-0,277 (Tab. 28, Abb. 20).
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Tab. 28: EGFR-Status in Abhéngigkeit von der Ki-67-Expression *.

Ki-67 n (%)
+ ++ +++ Gesamt n (%)
EGFR - 13 (32,5) 8 (47,1) 5(62,5) 26 (40)
+ 8 (20) 4 (23,5) 1 (12,5) 13 (20)
++ 2 (5) 3(17,6) 2 (25) 7 (10,8)
+++ 14 (35) 2(11,8) 0 16 (24,6)
unbekannt 3(7,5) 0 0 3(4,6)
Gesamt 40 17 8 65

* Die Signifikanz der umgekehrt proportionalen Korrelation zwischen Ki-67- und EGFR-Expression

betrug p=0,025.

EGFR I Ki&7 Kreuztabelle
Statistik: Anteil

EGFR
BEGFR -
MEGFR +

EGFR ++
BWEGFR +++

al

+ ++ +++

Ki67

Abb. 20: EGFR-Status in Abhingigkeit von der Ki-67-Expression.
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3.5 Rezidivfreies Uberleben

Als rezidivfreie Uberlebensdauer wurde der Zeitraum zwischen Erstdiagnose und Auftritt von
Lokalarezidiven festgelegt. Bei bereits verstorbenen, rezidivfreien Patienten wurde der Zeitraum
zwischen Erstdiagnose und Tod berechnet. Bei lebenden, rezidivfreien Patienten wurde der zeitliche
Abstand zwischen Erstdiagnose und Januar 2011 als rezidivfreie Nachbeobachtungszeit festgelegt.
Der Nachbeobachtungszeitraum variierte zwischen 3 Monaten und 23,75 Jahren und lag im
Medianen bei 7,8 Jahren. Eine eventuelle Korrelation zwischen rezidivfreiem Uberleben und
verschiedenen Faktoren wurden mittels Kaplan-Meier- und Cox-Regresionsanalysen untersucht.
Zusitzlich wurden statistisch die rezidivfreien 3-, 5- und 10-Jahresiiberlebensraten in Abhingigkeit
von verschiedenen Parametern berechnet. Die Signifikanzen wurden mittels des Log-Rang-Tests
ermittelt.

Sowohl die Tumorlokalisation (Abb. 21) als auch das T- (Abb. 22) und N-Stadium (Abb. 23) hatten

keinen EinfluB auf die rezidivfreie Uberlebensdauer.

10 Lokalisation
1 G, Parotis
1 MKleine Speicheldriisen
Gl. Submandibularis

[T Gl. Parotis-zensiert
il __Kleine Speicheldrisen-
08 | . zensiert

Gl. Submandibularis-
| zensiert

0,6

Kum. rezidivfreies Uberleben

0,27

0,0

I 1 I 1 I
o 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00
Rezidivfreies Uberleben (Jahre)

Abb. 21: Rezidivfreies Uberleben bei unterschiedlichen Tumorlokalisationen. Keine statistische

Korrelation (p=0,858).
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0,6 4 —_—

Kum. rezidivfreies Uberleben

T-Stadium

T
T2
T3
T4
= T1-zensiert
—— T2-zensiert
T3-zensiert
—+— T4-zensiert

0,4 —[I_‘ =
0,27
0,0
I | 1 I T I
00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00

Rezidivfreies Uberleben (Jahre)

Abb. 22: Rezidivfreies Uberleben in Abhingigkeit vom T-Stadium. Keine statistische Korrelation

(p=0,122).

of |7
06 | L\T|
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Kum. rezidivfreies Uberleben

027

0,0

N-Stadium

-1 INU
1M1
M2
—t—M2-zensiert
= M1-zensiert
M2-zensiert

T 1 I 1
00 500 10,00 15,00 20,00

Rezidivfreies Uberleben (Jahre)

Abb. 23: Rezidivfreies Uberleben in Abhingigkeit vom N-Stadium. Keine statistische Korrelation

(p=0,387).
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Erwartungsgemif fiel die rezidivfreie Uberlebenszeit mit steigenem Erstdiagnosealter (Abb. 24).
Eine Bereinigung der Daten durch Miteinbeziehen natiirlicher Todesfille in die statistische Analyse
war nicht moglich da die entsprechenden Angaben zur Todesursache bei einigen Patienten nicht

vorlagen.

Altersgruppe

hig 30
31 bis 45
L 46 his 60
i 61 bis 75
ab 76
—— 1-zensiert
T 2-zensiert
3-zensiert
St : —— 4-zensiert
S-zensiert

0,641

0,4 _[

Kum. rezidivfreies Uberleben

0,2

0,0

T T T T T
a0 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00

Rezidivfreies Uberleben (Jahre)

Abb. 24: Rezidivfreies Uberleben in Abhiingigkeit vom Alter bei Erstdiagnose. Mit steigender
Erstdiagnose-Altersstufe sank die rezidivfreie Prognose signifikant (p=0,001).

Interessanterweise wurde auBerdem eine signifikant lingere (p=0,036), rezidivfreie Uberlebenszeit
fir das maénnliche Geschlecht beobachtet (Abb. 25). Die 3-, 5- und 10-Jahre rezidivfreie
Uberlebensrate betrug jeweils 87% : 70%, 78% : 51% und 58% : 26% (Abb. 26, 27, 28). Diese
Beobachtung hingt allerdings mit der Tatsache zusammen, dafl der Anteil der ménnlichen Patienten
mit steigendem Alter deutlich sank und dafl Frauen in unserem Kollektiv durchschnittlich erst im

horeren Alter erkrankten (Abb. 6).
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Abb. 25: Rezidivfreies Uberleben abhingig vom Geschlecht der Patienten. Fiir das minnliche

Geschlecht war die rezidivfreie Uberlebensprognose signifikant besser (p=0,036).

3 Jahre rezidivfrei | Geschlecht Kreuztabelle
Statistik: Anteil

3 Jahre
rezidivfrei
M rein

M ja

Geschlecht weiblich Geschlecht mannlich Gesamt

Abb. 26: Rezidivireie 3-Jahresiiberlebensrate im Vergleich weiblich/ménnlich.
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5 Jahre rezidivfrei | Geschlecht Kreuztabelle
Statistik: Anteil

5 Jahre
rezidivirei

Hrein

Hia

Geschlecht weiblich Geschlecht ménnlich Gesamt

Abb. 27: Rezidivfreie 5-Jahresiiberlebensrate im Vergleich weiblich/ménnlich.

10 Jahre rezidivfrei | Geschlecht Kreuztabelle
Statistik: Anteil

10 Jahre
rezidivirei

B rein

ia

Geschlecht weiblich Geschlecht méannlich Gesamt

Abb. 28: Rezidivireie 10-Jahresiiberlebensrate im Vergleich weiblich/ménnlich.
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Eine prognostische Korrelation mit dem rezidivfreien Uberleben konnte weder fiir den Nachweis

von HR-HPV (Abb. 29) noch fiir die Positivitit fiir den HPV-relevanten Biomarker p16 (Abb. 30)

gezeigt werden.
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Abb. 29: Rezidivfreies Uberleben in Abhingigkeit vom HR-HPV-Status. Zwischen HR-HPV-

Nachweis und rezidivfreiem Uberleben konnte keine signifikante Korrelation ermittelt werden

(p=0,674).
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Abb. 30: Rezidivfreies Uberleben in Abhingigkeit von der pl6-Expresion. Zwischen pl6-
Expression und rezidivfreiem Uberleben konnte keine signifikante Korrelation ermittelt werden

(p=0,512).

Bei der Untersuchung der rezidivfreien Uberlebensdauer fiir die unterschiedlichen
Expressionsstufen des Proliferations-relevanten Markers Ki-67 fiel ein relativer Abfall der
rezidivireien Prognose mit zunehmender Expressionsrate auf (Abb. 31), ohne jedoch ein statistisch

signifikantes Niveau zu erreichen (p=0,162).
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Abb. 31: Rezidivfreies Uberleben in Abhingigkeit vom Ki-67-Expressionsstatus (p=0,162).

Die sinkende 3-, 5- und 10-Jahre rezidivfreie Uberlebensrate bei steigender Ki-67-Expression lisst
sich den Abb. 32-34 entnehmen.

Kreuztabelle
Statistik: Anteil

3 Jahre
rezidivfrei
BEinein

Hia

29 41%
oo

Ki-67 + Ki-67 ++ Ki-67 +++ Gesamt
Ki-67

Abb. 32: 3-Jahre rezidivfreie Uberlebensrate in Abhingigkeit von der Ki-67-Expression.
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Statistik; Anzahl

5 Jahre
rezidivirei

Mnein

ja

Ki-67 + Ki-67 ++ Ki-67 +++ Gesamt
Ki-67

Abb. 33: 5-Jahre rezidivfreie Uberlebensrate in Abhingigkeit von der Ki-67-Expression.

Kreuztabelle
Statistik: Anteil

10 Jahre
rezidivirei

B rein

ia

Ki-67 + Ki-67 ++ Ki-67 +++ Gesamt
Ki-&7

Abb. 34: 10-Jahre rezidivfreie Uberlebensrate in Abhiingigkeit von der Ki-67-Expression.
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Fiir die Biomarker p53 und EGFR konnte keine Relevanz fiir die rezidivfreie Uberlebensdauer

ermittelt werden (Abb. 35-36).
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Abb. 35: Rezidivfreies Uberleben in Abhingigkeit von der p53-Expression. Zwischen p53-
Expression und rezidivfreiem Uberleben konnte keine signifikante Korrelation ermittelt werden

(p=0,701).
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Abb. 36: Rezidivfreies Uberleben in Abhiingigkeit vom EGFR-Status. Zwischen EGFR-Expression

und rezidivfreiem Uberleben konnte keine signifikante Korrelation ermittelt werden (p=0,953).

3.6 Gesamtiiberleben

Als Gesamtiiberlebensdauer wurde der Zeitraum zwischer Erstdiagnose und Tod festgelegt. Bei
lebenden Patienten wurde der zeitliche Abstand zwischen Erstdiagnose und Januar 2011 als
Nachbeobachtungszeit festgelegt. Fine eventuelle Korrelation zwischen Gesamtiiberleben und
verschiedenen Faktoren wurden mittels Kaplan-Meier- und Cox-Regresionsanalysen untersucht.
Zusitzlich wurden statistisch die 3-, 5- und 10- Jahresiiberlebensraten in Abhingigkeit von
verschiedenen Parametern berechnet. Die Signifikanzen wurden mittels des Log-Rang-Tests

ermittelt.

56



Sowohl die Tumorlokalisation (Abb. 37) als auch das T- (Abb. 38) und N-Stadium (Abb. 39) hatten

keinen EinfluB auf die Gesamtiiberlebensdauer.
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Abb. 38: Gesamtiiberleben in Abhidngigkeit vom T-Stadium. Keine statistische Korrelation
(p=0,840).
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Abb. 39: Gesamtiiberleben in Abhingigkeit vom N-Stadium. Keine statistische Korrelation
(p=0,773).

58



Bei bereits zum Zeitpunkt der Erstdiagnose fernmetastasierten Tumoren war die

Gesamtiiberlebensprognose deutlich schlechter und statitisch signifikant geringer (Abb. 40).
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Abb. 40: Gesamtiiberleben in Abhingigkeit vom M-Stadium. Tumore im Stadium M1 zeigten eine

signifikant schlechtere Uberlebensprognose (p=0,027).

Ahnlich wie fiir das rezidivfreie Uberleben zeigte sich fiir das ménnliche Geschlecht eine relativ
bessere Prognose beziiglich des Gesamtiiberlebens (Abb. 41). Diese Beobachtung steht vermutlich

auch in Zusammenhang mit dem sinkenden Anteil der ménnlichen Patienten in den hoheren

Altersstufen.
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Abb. 41: Geschlechtspezifisches Gesamtiiberleben. Fiir das ménnliche Geschlecht zeigte sich ein

relativer Trend zum lidngeren Uberleben. Die Signifikanz betrug p=0,058.

Auch mit steigendem Erstdiagnosealter sank die Gesamt-Lebenserwartung signifikant (Abb. 42).
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Abb. 42: Gesamtiiberleben in Abhingigkeit vom Patientenalter bei Erstdiagnose. Hochsignifikante

Reduktion der Uberlebensprognose mit zunehmendem Erstdiagnose-Alter (p=0,001).

Bei der Analyse der Gesamtiiberlebensprognose in Abhingigkeit vom HR-HPV-Status zeichnete
sich ein Trend der HPV-positiven Tumore zum lingeren Uberleben aus. Dies erreichte allerdings

kein signifikantes Niveau, p=0,226 (Abb. 43).
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Abb. 43: Gesamtiiberleben in Abhingigkeit vom HR-HPV-Status (p=0,226).

Signifikant wird jedoch diese Tendenz wenn man die Gesamtiiberlebenszeit in Bezug auf die
Positivitidt fir den HPV-relevanten Marker pl6 untersucht (Abb. 44). Hier betrug die
Irrtumswahrscheinlichkeit p=0,037. Das Verhiltnis der 3-, 5- und 10-Jahresiiberlebensraten
zwischen pl6-positiven und —negativen Tumoren betrug jeweils 89%:81%, 86%:67% und 63%:39%
(Abb. 45-47).
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Abb. 44: Gesamtiiberleben in Abhingigkeit vom pl6-Status. Signifikant bessere
Uberlebensprognose der p16-positiven Tumore (p=0,037).

Kreuztabelle
Statistik: Anteil

3-JUR
Wnein
Hja

p16 negativ p16 positiv Gesamt
p16-Status

Abb. 45: 3-Jahres-Uberlebensrate in Abhiingigkeit vom p16-Status.
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Kreuztabelle
Statistik: Anzahl

5. JiR
Mrein
[ E]

p16 negativ p16 positiv Gesamt
p16-Status

Abb. 46: 5-Jahres-Uberlebensrate in Abhiingigkeit vom p16-Status.

Kreuztabelle
Statistik: Anzahl

10-JUR
HEnein
Hja

p16 negativ p16 positiv Gesamt
p16-Status

Abb. 47: 10-Jahres-Uberlebensrate in Abhiingigkeit vom p16-Status.
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Auch die Expressionsstufe des proliferationsrelevanten Biomarkers Ki-67 war ein Indikator

(p=0,009) fiir das Gesamtiiberleben (Abb. 48).
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Abb. 48: Gesamtiiberleben in Abhingigkeit vom Ki-67-Expressionsstatus. Mit steigender Ki-67-
Expression sank die Uberlebensprognose signifikant (p=0,009).

Fiir den Expressionsstatus der Biomarker p5S3 und EGFR konnte, dhnlich wie bei dem rezidivfreien
Uberleben, keine Relevanz fiir die Gesamtiiberlebensdauer ermittelt werden (Abb. 49-50). Hier

betrug die Irrtumswahrscheinlich jeweils p=0,425 und p=0,717.
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Abb. 49: Gesamtiiberleben in Abhingigkeit vom p53-Expressionsstatus (p=0,425).
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Abb. 50: Gesamtiiberleben in Abhidngigkeit vom EGFR-Status (p=0,717).
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3.7  Histopathologische Merkmale von Rezidiven und Metastasen

Sowohl von den Lokalrezidiven (N=25) als auch den Lymphknoten- und Fernmetastasen (N=7), von
denen histologische Biopsate vorlagen, wurde der HPV-Status und die p16-Expression untersucht
und mit dem Status des zugehorigen Primirtumors verglichen (Tab. 29).

21 der 25 untersuchten Rezidivtumore wiesen einen identischen HPV-Status mit dem Primértumor
auf. Bei zwei Tumoren gelang der Nachweis von Hochrisiko-HPV erstmalig beim Rezidivtumor.
Bei einem Rezidivtumor wurden andere Hochrisiko-HPV-Genotypen als beim Primdrtumor
nachgewiesen. In diesem Fall handelte es sich um ein Priparat aus dem Jahr 1983 dessen Qualitét
durch z.B. Verwendung ungepufferten Formalins beeintrichtigt sein konnte. Bei einem
Rezidivtumor konnte der initial detektierte HR-HPV-Typ 16 nicht mehr nachgewiesen werden.
Beziiglich des HPV-Status ergibt sich eine Ubereinstimmungsquote zwischen Primirtumoren und

Rezidiven von 84%.

Ahnlich verhielt sich auch der pl6-Expressionsstatus. Bei 15 der 25 Tumore war die pl6-
Expressionsstufe des Rezidivtumors identisch zu derjenigen des Primértumors, wobei bei 5
Rezidivtumoren pl6 positiv blieb aber in unterschiedlicher Expressionsausprigung nachweisbar
war. Die Ubereinstimmungsquote fiir den pl6-Nachweis zwischen Primir- und Rezidivtumoren

betrug somit 80%.

Tab. 29: HPV- und p16-Status-Vergleich zwischen Primédrtumoren und histologisch untersuchten

Rezidiven.
HPV-Primdrtumor | HPV-Rezidiv | pl6-Primédrtumor | pl6-Rezidiv
Patient AA 45 18 + -
RA 33,59 +++ +++
AB - -
HC ++ ++
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Bei den Metastasen war der HPV-Status bei allen 7 Tumoren identisch zum Primértumor. Das
entspricht einer 100%-igen Ubereinstimmung beziiglich des HPV-Status. Die p16-Expression blieb
identisch bei drei von 7 Tumoren. In drei weiteren Féllen variierte der Anteil der positiven Zellen im
Vergleich zum Primirtumor. Eine einzige Metastase war schwach positiv fiir p16 (+) beim pl6-
negativen Primarius. Die auf die pl6-Expression bezogene Ubereinstimmungsquote zwischen

Primértumoren und deren lymphogenen oder himatogenen Metastasen betrug 85,7% (Tab. 30).

Tab. 30: HPV- und pl6-Status-Vergleich zwischen Primédrtumoren und histologisch untersuchten

Lymphknoten- und Fernmetastasen.

Histologisch gesicherte Regional- und Fernmetastasen

HPV- HPV-
Primértumor Metastase pl6-Primértumor | pl6-Metastase
Patient MD 1 16 16 +++ ++
2 16 16 +++ +
EG 1 - - + ++
HH 1 - - - -
IH 1 - - - +
AN 1 16 16 +++ +++
HP 1 - - + +
Insgesamt 7
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4. Diskussion

Das adenoid-zystische Karzinom gilt in der westeuropdischen Bevolkerung als das héufigste
Malignom der Kopfspeicheldriisen > ’. Die Angaben zur Geschlechterverteilung (weiblich:
ménnlich) in der Literatur variieren zwischen 7:3 ¢ und 6:4 '*!. Passend dazu betrug in unserem
Kollektiv das Verhiltnis 44:23 (66%:34%) (Abb. 3). Laut Ellington et al. 121 lag in einem grofen
Kollektiv von 3026 Patienten das mediane Alter bei Erstdiagnose bei 58 Jahren. Auch dies steht im
Einklang mit dem von uns ermittelten medianen Alter von 61,0 (Tab. 1), 58,0 bei médnnlichen und
64,5 bei weiblichen Patienten. Das Geschlechterverhiltnis nahm in unserem Kollektiv mit
zunehmendem Diagnosealter signifikant zu Gunsten des weiblichen Geschlechts zu. Zu der
Verteilung der Lokalisation der adenoid-zystischen Karzinome der Kopfspeicheldriisen gibt es
bisher keine verldsslichen Angaben. In unserer Patientenkohorte gingen 40 (59,75%) der Tumore
von den kleinen Speicheldriisen, 17 (25,4%) von der Gl. Parotidea und 10 (14,9%) von der GI.
Submandibularis aus (Tab.3). Im weiblichen Geschlecht gegeniiber dem miénnlichen fand sich ein
relativ groBerer Anteil von Tumoren der Gl. Parotidea (32%:13%) und dagegen ein eher kleinerer
Anteil von Tumoren die von der GIl. Submandibularis ausgingen (11%:22%). Diese
Lokalisationsverteilung wies in den verschiedenen Altersgruppen keine signifikanten Unterschiede
auf. Auch in Abhédngigkeit von den unterschiedlichen, ermittelten T-, N- und M-Stadien zeigten sich

keine wesentlichen Verdnderungen bei der Lokalisationsverteilung (Tab. 7-9).

Bis heute existieren keine gesicherten &tiologischen Faktoren fiir die Karzinogenese der adenoid-
zystischen Karzinome. Aufgrund der im Vergleich zu anderen Tumoren relativ geringen Haufigkeit
von genetischen Verdnderungen liegt eine virale Genese im Bereich des moglichen. Die
Wabhrscheinlichkeit einer viralen Genese einer Subpopulation der adenoid-zystischen Karzinome
wird durch die sporadische mikropathologische Beobachtung von sog. Koilozyten, die u.a. auf eine

HPV-Infektion hinweisen kénnen, unterstiitzt und fiihrte zur vorliegenden Studie '*°.

Hauptergebnis dieser Arbeit ist die erstmalige Beschreibung der Privalenz von onkogenen HPV in
einem Kollektiv von 67 adenoid-zystischen Karzinomen und die Typisierung bzw. Kategorisierung

der nachweisbaren Virus-Genotypen. Der Zusammenhang zwischen HR-HPV-Infektion und

70



Karzinogenese von Zervixkarzinomen bzw. von Plattenepithelkarzinomen im HNO-Bereich wie

1312 Uber 99% der Zervixkarzinome sind mit den

z.B. der Tonsille gilt bereits als gesichert
Hochrisiko HPV-Typen 16, 18 und 33 assoziiert 12 Die Angaben zu der Pridvalenz der HPV-
assoziierten Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals-Bereich variieren sehr stark in Abhingigkeit von
der Nachweismethode und vom untersuchten Patientenkollektiv. In der europidischen Bevolkerung
sind ungefihr 50%-70% der Tonsillenkarzinome HPV-assoziiert. In ca. 90% davon ldsst sich
HPV16 nachweisen ''*. Die beiden wichtigsten, von HR-HPV-Typen stammenden viralen
Onkogene sind das E6 und E7. Das E6-Protein inaktiviert p53 und inhibiert damit die Apoptose,
wihrend das E7-Protein durch Interaktion mit pRb den Zellzyklus aktiviert. Es kommt zur
Akkumulation von Mutationen mit chromosomaler Instabilitit bei gleichzeitiger Zunahme der
Apoptoseresistenz, so da} die Tumorprogression verstirkt wird. Bisher gab es keine Daten zu einer
eventuellen Assoziation zwischen HPV und adenoid-zystischen Karzinomen. Lediglich in einer
Gruppe von 47 Malignomen aller Entititen der kleinen Speicheldriisen, darunter 17 adenoid-
zystischen Karzinomen, konnte neuerdings eine pl6-Positivitit in 38 Féllen nachgewiesen werden
"8 Ein direkter Virusnachweis gelang jedoch in dieser Studie nur in 2 Fillen. Diese Tatsache

unterstreicht die Bedeutung der Sensitivitit der Virus-Nachweismethode und weiterer Einfliisse wie

z.B. einer moglichen DNA-Fragmentierung bei inadéquater Lagerung.

In unserem Kollektiv konnten mittels des im Kapitel 1 beschriebenen Verfahrens bei 25 (37,3%)
von 67 Patienten HR-HPV nachgewiesen werden. Der Anteil der HR-HPV-positiven Tumoren
betrug 40,9% bei Frauen und 30,4% bei Minnern (Abb. 9). Anders bei den
Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches ist bei den meisten Studien eine deutlich hohere
HR-HPV-Privalenz fiir das minnliche Geschlecht beobachtet worden '* ** ! In 16 Fllen wurde
HPV16 (64%), in 4 Fillen HPV18 (16%), in zwei Fillen HPV45 (12%), in einem Fall HPV45 und
HPV 56 und in zwei Fillen HPV33 und HPV59 (12%) nachgewiesen. Bei drei Patienten wurde eine
Infektion mit dem Niedrigrisiko-Genotypen 11 beobachtet. In diesen drei Fillen war der als HR-
HPV-relevant angesehene Marker p16 negativ. Dadurch wird deutlich, dal pl16 ein adidquates,
jedoch nicht uneingeschrinkt verwertbares Aquivalent fiir den Nachweis einer HPV-Assoziation ist.
HPV16 war dhnlich wie bei den Tonsillen- und Zervixkarzinomen der mit Abstand am héufigsten
nachweisbare HPV-Genotyp und machte 64% der HR-Typen aus. Bei 39 Patienten konnte keine
HPV-DNA nachgewiesen werden (Tab. 10, Abb. 8). Beziiglich der HR-HPV-Nachweisrate bei

verschiedenen Tumorlokalisationen ergaben sich interessanterweise, signifikante Unterschiede
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(p=0,03). So waren 58,82% der Tumore der Gl. Parotidea, 32,5% der Tumore der kleinen
Speicheldriisen und nur 20% der Tumore der Gl. Submandibularis positiv fiir HR-HPV (Tab. 11,
Abb. 10). Diese Beobachtung konnte auf mogliche Zusammenhiinge bzgl. des Infektionsweges in
Abhingigkeit von den anatomischen und physiologischen Besonderheiten (Ganglinge, -weite,
Sekretmenge, -zusammensetzung und —viskositit) oder von der unterschiedlichen Suszeptibilitit der
Zellen der verschiedenen Kopfspeicheldriisen hinweisen. Auch in Bezug auf das Patientenalter bei
der Erstdiagnose ergaben sich Unterschiede. Es wurde eine Steigerung des Anteils der HR-HPV-
positiven Tumore mit zunehmendem Alter beobachtet. Erst bei édlteren Patienten der Gruppe 5 (ab
76 Jahren) wurde dieser Anteil wieder kleiner (Tab. 12, Abb. 11). Diese Beobachtung weicht von
Untersuchungsergebnissen bei HR-HPV-assoziierten Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomen ab, die
eine hohere Inzidenz bei jiingeren Patienten zeigen '*. Ein Zusammenhang zwischen HR-HPV-
Nachweis und dem TNM-Stadium der Tumore konnte nicht gefunden werden (Tab. 13-15). Dies
steht im Einklang mit den bisherigen Erkenntnissen iiber HPV-assoziierten Kopf-Hals-
Plattenepithelkarzinomen 12,

HPV-positive unterscheiden sich von HPV-negativen Oropharynxkarzinomen beziiglich klinisch-
pathologischer Charakteristika, der Expression verschiedener Zell-Zyklusproteine sowie aufgrund
genetischer Verdnderungen. Bei oropharyngealen Plattenepithelkarzinomen weisen die pl6-
Expression und das Vorhandensein von onkogener HPV-DNA eine hohe Korrelation auf 5 Es ist
bekannt, dass transkriptionell aktive HPV16-E7-positive Plattenepithelkarzinome im Kopf-
Halsbereich in 90% der Fille p16 koexprimieren. Eine Inhibition des Tumorsuppressorproteins pRb
durch HPV16 E7 fiihrt zu einer Freisetzung des Transkriptionsfaktors E2F und zu einer
Hochregulation von p16 durch den Verlust der negativen Expressionskontrolle durch pRb. P16 wird
deshalb als ein, der HR-HPV-Typisierung &dquivalenter Marker, der fiir die routinemifBige
histopathologische Diagnostik insbesondere von Tonsillenkarzinomen geeignet ist, angesehen '
12412 Die Analyse des pl6-Status in Bezug auf die Nachweisbarkeit von HR-HPV in unserem
Patientenkollektiv ergab auch wie erwartet, eine signifikant hohere pl6-Expression (p=0,01,
R=0,705) bei den Tumoren die einen positiven HR-HPV-Status aufwiesen (Tab. 16, Abb. 12). Alle
HR-HPV-positiven Tumore waren positiv fiir pl6. Dagegen waren die LR-HPVI11 positiven
Tumore alle pl6-negativ. Bei den 42 HR-HPV-negativen Tumoren zeigten 28 davon einen
negativen pl6-Status wihrend bei 14 Priparaten pl6 in unterschiedlichem Ausmal} positiv war.

Inwieweit hier nicht detektierte HPV-Assoziationen oder die natiirliche Seneszenz des Gewebes eine
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Rolle spielen kann zunichst nicht geklirt werden. Die Verteilung dieser 14 HR-HPV-negativen und
trotzdem pl6-positiven Tumore in den verschiedenen Altersgruppen entsprach dem
Verteilungsmuster fiir das gesamte Kollektiv, so da hier keine Assoziazion dieser
Befundkonstellation mit Alterungsprozessen angenommen werden kann. Im Gegensatz dazu konnte
keine Korrelation, wie bei anderen HR-HPV-induzierten Tumoren, zwischen dem Nachweis von
HR-HPV und einer Herabregulation des pS3-Expressionsstatus gesehen werden, p=0,352 (Tab. 18).
Bezogen auf den Ki-67-Expressionsstatus fiel lediglich fiir die hochste Ki-67- Expressionsstufe
(+++) eine hohere Inzidenz bei den HR-HPV-negativen Tumoren auf (7:1) (Tab. 19), eine

signifikante Korrelation war jedoch nicht nachweisbar (p=0,187).

Unter der hypothetischen Annahme, dafl wie bei den Plattenepithelkarzinomen p16 ein zuverlédssiger
Marker fiir eine HPV-Infektion ist, wiirde sich in unserem Patientenkollektiv eine HR-HPV-
Privalenz von 39:67 (58,2%) ergeben. Im Einklang mit dieser Annahme steht auch die Korrelation
der p16-Positivitit sowohl mit der Tumorlokalisation als auch mit dem Erstdiagnosealter in unserem
Kollektiv. Ahnlich wie bei der Lokalisationsverteilung von HR-HPV-positiven Tumoren fand sich
bei den Tumoren der GI. Parotidea eine relativ hohere prozentuale p16-Gewebeexpression, gefolgt
von den Tumoren der kleinen Speicheldriisen. Bei Tumoren der Gl. Submandibularis war pl6
weniger haufig exprimiert (Tab. 21). Gleich verhielt sich der pl16-Expressionsstatus auch bei der
Verteilung in den unterschiedlichen Erstdiagnose-Altersgruppen. Die pl6-Expression stieg mit
zunehmendem Diagnosealter, erreichte ihr Maximum in der Altersgruppe 4 (61-75 Jahre) um erst in
der Altersgruppe 5 (ab 76 Jahren) wieder abzufallen (Tab. 22). Zwischen p16-Expressionsstatus und
den unterschiedlichen T-, N- und M-Stadien konnte wie fir HR-HPV auch kein Zusammenhang
beobachtet werden. Genauso wie zwischen HR-HPV-Nachweis und p53 konnte auch zwischen dem
pl6- und dem p53-Expressionsstatus keine Korrelation ermittelt werden (Abb. 16). Das Verhalten
der pl6-Expression zu den verschiedenen Variablen war zusammenfassend betrachtet sehr @hnlich

zu dem des HR-HPV-Status.

Der bisher am hiufigsten verwendete, prognostisch relevante Biomarker fiir adenoid-zystische
Karzinome ist Ki-67, dessen Korrelation mit steigender Proliferationsrate bei mehreren Malignomen
bekannt ist. Unter den Speicheldriisentumoren ist Ki-67 bei adenoid-zystischen Karzinomen deutlich
héher exprimiert als z.B. bei niedrig-malignen Adenokarzinomen '* ''°. AuBerdem korreliert die

Ki-67-Expressionsrate  bei  den  adenoid-zystischen  Karzinomen eindeutig mit der
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Uberlebensprognose 106. 197 "5 fand sich auch in unserem Kollektiv eine Korrelation zwischen Ki-
67-Expressionsstufe und N- (p=0,054), sowie M-Stadium (p=0,019). Tumore mit Lymhknoten- oder
Fernmetastasen zeigten bereits zum Zeitpunkt der Diagnose eine vergleichsweise erhohte Ki-67-
Expression (Abb. 18-19). Ebenso interessant war die ermittelte umgekehrt proportionale Korrelation
zwischen Ki-67- und EGFR-Expressionsstufe (Abb. 20). Hierbei ergab sich ein
Korrelationskoeffizient nach Pearson R= -0,277 mit einer Irrtumswahrcheinlichkeit von p=0,025. Es
gibt zwei Moglichkeiten zur Erklirung dieser Beobachtung. Tumorzellen konnten durch einen
EGFR-Verlust EGF-unabhingig geworden sein. Das wiirde zu einer erhohten Proliferation und
damit zu einer hoheren Ki-67-Expression fiihren. Eine andere Moglichkeit wire, dal Tumorzellen
das EGF-Analogon TGF-alpha sezernieren. Dies bindet an EGFR wund fithrt zu einer
Heruntermodulierung dessen. Dadurch entstiinde ein Wachstumssignal was wiederum zu einer

erhohten Ki-67-Expression fithren wiirde.

Bei den pl6-positiven Tumoren mit einer hohen Ki-67-Expression konnte keine hohere HR-HPV-
Assoziation im Vergleich zu den Tumoren mit einer niedrigeren Ki-67-Expression gezeigt werden.
Umgekehrt war unter den HR-HPV-negativen und pl6-positiven Tumoren die Ki-67-Expression
nicht iiberproportional niedrig. Die Hypothese einer altersbedingten pl16-Uberexpression konnte

daher anhand unserer Daten nicht gestiitzt werden.

Beziiglich des Gesamtiiberlebens erfolgte eine Multivariantanalyse auf mogliche Kovarianten wie
Alter, Geschlecht, Tumorlokalisation, TNM-Stadium, HR-HPV, pl16 und fiir die restlichen
Biomarker p53, Ki-67 und EGFR. Die gesamte 3-, 5- und 10-Jahresiiberlebensrate betrug jeweils
86%, 78% und 53%. T- und N- Stadium hatten, wie von anderen Studien bekannt 121, keinen Einfluf3
auf die Uberlebensprognose (Abb. 38, 39). Bei zum Zeitpunkt der Diagnose bereits
fernmetastasierten Tumoren (M1) sank dagegen das Gesamtiiberleben signifikant, p=0,027 (Abb.
40). Im Gegensatz zu anderen Studien, wo das minnliche Geschlecht eine schlechtere Prognose
aufwies, zeigte sich in unserem Kollektiv fiir ménnliche Patienten ein Trend zu einer lingeren
Uberlebensdauer als beim weiblichen Geschlecht, p=0,058 (Abb. 41). Es ist jedoch anzumerken, daf3
in unserem Kollektiv der Anteil der minnlichen Patienten mit zunehmendem Erstdiagnosealter
signifikant sank, so da} die bessere Prognose zum groflen Teil durch das niedrigere mediane Alter
fir das minnliche Geschlecht zum Zeitpunkt der Diagnose in unserem Patientenkollektiv zu

erkldren ist. Auch mit steigendem Erstdiagnosealter sank die Gesamt-Lebenserwartung signifikant,
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was allerdings sicher zum Teil auch durch die steigenden Komorbiditdten im Alter zu erklédren ist
(Abb. 42). Ellington et al '*' beschrieben eine signifikant schlechtere Uberlebensprognose bei
Patienten mit adenoid-zystischen Karzinomen des Oropharynx in Vergleich mit Patienten bei denen
die Tumore in den groBen Speicheldriisen lokalisiert waren. Bei unserem Kollektiv fand sich
statistisch kein Unterschied beziiglich des Gesamtiiberlebens in Abhingigkeit von der
Tumorlokalisation (Abb. 37). Bei der Analyse der Gesamtiiberlebensprognose in Abhingigkeit vom
HR-HPV-Status zeichnete sich ein Trend der HR-HPV-positiven Tumore zum lingeren Uberleben
aus. Dies erreichte allerdings kein signifikantes Niveau (Abb. 43). Signifikant wird jedoch diese
Tendenz wenn man die Gesamtiiberlebenszeit in Bezug auf die Positivitit fiir den HPV-relevanten
Marker p16 untersucht (Abb. 44). Patienten mit einem pl6-positiven Tumor hatten eine deutlich
bessere Uberlebensprognose als diejenigen mit einem negativen pl6-Status. Hier betrug die
Irrtumswahrscheinlichkeit p=0,037. Das Verhiltnis der 3-, 5- und 10-Jahresiiberlebensraten
zwischen HR-HPV-positiven und —negativen Tumoren betrug jeweils 89%:81%, 86%:67% und
63%:39% (Abb. 45-47). Diese Signifikanzerhohung ldsst auch mutmaBen, daf bei einem Anteil der
HPV-positiven-Tumore moglicherweise nur pl6, aber nicht virale DNA nachgewiesen werden
konnte. Diese Befunde passen zu der mittlerweile mehrfach statistisch nachgewiesenen, besseren
Prognose der HR-HPV-positiven Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinome 129132 1n Anbetracht der
hoheren Inzidenz von HR-HPV und p16-Positivitit in den hoheren Altersstufen unseres Kollektivs
wird der prognostisch giinstige Charakter des HR-HPV-Nachweises fiir den Krankheitsverlauf noch
deutlicher. Fiir den Proliferationsaktivitidtsmarker Ki-67 ergab sich bei steigender Expressionsrate
eine signifikant schlechtere Gesamtiiberlebensprognose, p=0,009 (Abb. 48). Diese Korrelation

106197 Fijr den Expressionsstatus der Biomarker p53 und

wurde bereits in anderen Studien belegt
EGFR konnte keine Relevanz fiir die Gesamtiiberlebensdauer ermittelt werden (Abb. 49-50).

Alle vorgenannten Kovarianten wurden ebenso auf eine mogliche Korrelation mit der rezidivfreien
Uberlebenszeit untersucht. Sowohl die Tumorlokalisation (Abb. 21) als auch das T- (Abb. 22) und
N-Stadium (Abb. 23) hatten keinen EinfluB auf die rezidivfreie Uberlebensdauer. Fiirs minnliche
Geschlecht ergab sich, wie fiir das Gesamtiiberleben, eine signifikant bessere Prognose (p=0,036)
bzgl. der rezidivfreien Uberlebenszeit (Abb. 25). Im Vergleich minnlich: weiblich betrug die 3-, 5-
und 10-Jahre rezidivfreie Uberlebensrate jeweils 87%:70%, 78%:51% und 58%:26% (Abb. 26, 27,

28). Hier sei wieder auf die unterschiedliche Geschlechterverteilung in den Altersstufen unseres
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Patientenkollektivs hingewiesen. So hatte auch das steigende Erstdiagnosealter einen negativen
Einfluf} (p=0,001) auf die rezidivfreie Prognose (Abb. 24).

Im Gegensatz zu der Gesamtiiberlebenszeit konnte fiir die rezidivfreie Uberlebenszeit eine
prognostische Korrelation weder zum HR-HPV-Status (Abb. 29) noch zu der Positivitit fiir den
HPV-relevanten Biomarker p16 (Abb. 30) ermittelt werden. Bei der Untersuchung der rezidivfreien
Uberlebensdauer fiir die unterschiedlichen Expresionsstufen des proliferationsrelevanten Markers
Ki-67 fiel ein relativer Abfall der rezidivfreien Prognose mit zunehmender Expressionsrate auf
(Abb. 31), ohne jedoch ein statistisch signifikantes Niveau zu erreichen (p=0,162). P53 und EGFR
hatten wie fiir das Gesamtiiberleben keinen EinfluB auf das rezidivfreie Uberleben.

Ferner, wurde bei den histologisch gesicherten Lokalrezidiven sowie Lymhknoten- und
Fernmetastasen der Patienten unseres Kollektivs nach den gleichen Verfahren der HPV- und p16-
Status untersucht und mit denen des jeweiligen Primirtumors verglichen. In der Mehrheit der Fille
entsprachen die Befunde der HPV- und p16-Bestimmung denen der Primédrtumore. Diese Tatsache
kann als Bestitigung fiir eine mogliche Kausalitit der HR-HPV-Infektion fiir die Onkogenese des
adenoid-zystischen Karzinoms aufgefasst werden. Die punktuelle Nichtiibereinstimmung konnte
durch eine fehlende HPV-Detektion bei élteren Primarius-Prédparaten schlechterer Qualitéit bedingt
sein.

In Zusammenschau der Befunde ergibt sich ein erstmalig beschriebenes, betrichtliches
Privalenzniveau von HR-HPV bei den adenoid-zystischen Speiheldriisenkarzinomen. Interessant ist
weiterhin das anscheinend @hnliche Expressionsmuster von relevanten Biomarkern in Abhingigkeit
vom HR-HPV-Status, hier sei vor allem pl6 genannt, wie bei anderen, besser untersuchten, HPV-
induzierten Malignomen. Die Analyse liefert aullerdem erste Hinweise auf eine mogliche
prognostische Relevanz einer HPV-Assoziation fiir diese Tumorentitit. Ein limitierender Faktor bei
der Evaluation der Ergebnisse ist die beschrinkte Fallanzahl des Kollektivs, die unter anderem auch
durch die relativ niedrige Inzidenz des adenoid-zystischen Karzinoms in der Bevolkerung bedingt
ist. Diese ersten gewonennen Ergebnisse miissten zweifelsfrei im Rahmen von groferen, ggf.
multizentrischen Studien verifiziert, ergénzt und ggf. bestitigt werden.

Eine so verbesserte Datenlage iiber fiir die Prognose und den Krankheitsverlauf bedeutsamen
Faktoren konnte zukiinftig zu differenzierteren therapeutischen Vorgehensweisen sowie zu der
Ubernahme von etablierten, systemischen Therapiansitzen von anderen HPV-induzierten Kopf-

Hals-Malignomen, ggf. bei selektierten Patientenpopulationen fiihren. Auch eine Ubertragung von
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neuen Therapieformen bzw. Vakzinierungsstrategien, die derzeit fiir genitale HPV-induzierte

Erkrankungen entwickelt werden, wire dann zu priifen.
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S. Zusammenfassung

Das adenoid-zystische Karzinom gilt als eines der hiufigsten Malignome der Kopfspeicheldriisen,
jedoch ist iiber seine Atiologie und assoziierte Risikofaktoren bis heute wenig bekannt. Da
genetische Alterationen selten sind, werden z.B. Genmutationen, epigenetische Regulation oder eine
virale Genese diskutiert. Eine persistierende HR-HPV-Infektion steht in &tiologischem
Zusammenhang mit einer Reihe von Karzinomen im Anogenital- und Kopf-Hals-Bereich. Hauptziel
der vorliegenden Arbeit ist die erstmalige retrospektive Untersuchung der Privalenz von onkogenen
HPV in adenoid-zystischen Karzinomen und ihr Einfluf, im Zusammenspiel mit den Biomarkern
pl16-, p53-, Ki-67 und EGFR auf die Prognose der Erkrankung. Hierdurch konnte, in Anlehnung an
Erkenntnisse bei HPV-assoziierten Karzinomen des Kopf-Hals-Bereichs, eine Subpopulation mit
bekanntem auslosendem Agenz definiert werden. Das retrospektiv untersuchte Patientenkollektiv
umfasste 67 Patienten. Klinischen Daten wurden aus den Patientenakten und dem Deutschen
Nationalen Krebsregister erhoben und Gewebeschnitte aus den Tumorpriparaten fiir
immunhistochemische Analysen von p16, p53, Ki-76 und EGFR und fiir die HPV-Genotypisierung
mittels der Luminex-Methode angefertig. Letztere kann zwischen 27 unterschiedlichen HPV-
Genotypen differenzieren und ist auerdem aufgrund der kleinen Amplifikat-Grofle besonders
sensitiv. Das untersuchte Kollektiv beinhaltete 44 Frauen (65,7%) und 23 Minner (34,3%). Das
Alter bei Erstdiagnose lag zwischen 16 und 90 Jahren, im Mittel 64,2 bei Frauen und 55,9 bei
Minnern. 40 (59,75%) der Tumore gingen von den kleinen Speicheldriisen, 17 (25,4%) von der
Glandula Parotidea und 10 (14,9%) von der Glandula Submandibularis aus. 25 (37,3%) der 67
Tumore waren HR-HPV-positiv und es wurde 16 mal HPV16, 4 mal HPV18, 2 mal HPV45, je 1
mal HPV45 und HPVS56 und 2 mal HPV33 und HPV59 detektiert. Bei drei Patienten wurde eine
Infektion mit dem Niedrigrisiko-Genotypus 11 beobachtet. Bei 39 Patienten wurde keine HPV-DNA
nachgewiesen. 58,82% der Tumore der Gl. Parotidea, 32,5% der Tumore der kleinen Speicheldriisen
und nur 20% der Tumore der Gl. Submandibularis waren fiir HR-HPV positiv. Die Verteilung der
pl6-Expression zeigte ein vergleichbares Muster und korrelierte hochsignifikant mit der HR-HPV-
Positivitidt. Mit zunehmendem Alter wurde eine Steigerung des Anteils der HR-HPV- und pl6-
positiven Tumore beobachtet. Zwischen HPV bzw. p16 und den Biomarkern p53, Ki-67 und EGFR

konnte keine Korrelation beobachtet werden.
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Die Tumorlokalisation, das T- und N-Stadium hatten keinen Einflul auf das rezidivfreie oder auf
das Gesamtiiberleben. Bei zum Zeitpunkt der Diagnose bereits fernmetastasierten Tumoren (M1)
war die Uberlebensprognose schlechter. Fiir das minnliche Geschlecht war die Prognose der
Erkrankung in unserem Kollektiv besser. Das zunehmende Diagnosealter hatte eine negative
Wirkung auf die Gesamt- und Rezidivfreiheitsprognose. Im Einklang mit den bereits vorhandenen
Erkenntnissen iiber die HPV-assoziierten Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinome scheint der Nachweis
einer HR-HPV-Assoziation und p16-Expression bei adenoid-zystischen Speicheldriisenkarzinomen
einen positiven Einfluf auf das Gesamtiiberleben, jedoch nicht auf das rezidivfreie Uberleben zu
haben. Eine zunehmende Expression des proliferationsrelevanten Biomarkers Ki-67 korrelierte mit
einem signifikant schlechteren Gesamtiiberleben. Fiir die restlichen Biomarker p53 und EGFR
konnte kein Zusammenhang mit der Prognose der Erkrankung ermittelt werden. Beziiglich des
HPV- und pl6-Status verhielt sich die groBe Mehrheit der histologisch untersuchten Rezidive und
Metastasen identisch zu dem jeweiligen Primértumor, was auf eine mogliche Kausalitdt der HPV-
Infektion fiir die Onkogenese hinweisen konnte.

Im Rahmen dieser Studie gelang erstmalig eine Privalenzbestimmung von HPV bei den adenoid-
zystischen Speicheldriisenkarzinomen. Hierdurch konnte eine Subgruppe von adenoid-zystischen
Speichdriisenkarzinomen definiert werden. Die Erkenntnisse iiber die Ahnlichkeit des adenoid-
zystischen Karzinoms bzgl. der prognostischen Bedeutung von HPV, zu anderen, héufigeren und
beziiglich dieses Aspektes besser untersuchten Tumorentititen konnte eine sinnvolle Ubertragung
von Therapiestrategien in der Zukunft begiinstigen. Diese ersten Ergebnisse bediirfen zweifelsohne

weiterer Verifizierung im Rahmen von groBeren Studien.
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