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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Allgemeines

Erkrankungen der Speicheldriisen treten verhéltnismaBig selten auf und weisen eine
hohe Variabilitdt in ihrem klinischen Verhalten und ihren histologischen Bildern auf.
Dennoch geraten die Tumoren der groBen Kopfspeicheldriisen durch ihr vielfiltiges
Erscheinen und ihre hohe Komplexitit in den Fokus der Wissenschaft, obwohl sie le-
diglich drei Prozent der Tumoren im Kopf-Hals-Bereich ausmachen. Entziindliche und
nicht neoplastische Pathologien finden sich wesentlich hdufiger als maligne Neoplasien.
Nur ein Sechstel der in der Glandula parotis und ein Drittel der in der Glandula sub-
mandibularis auftretenden Neoplasien sind maligne [PEEL und SEETHALA 2007]. Die
Ursachen fiir die Entstehung der verschiedenen Entititen, besonders der zahlreich ver-
tretenen benignen Neoplasien, sind bisher groBtenteils ungeklart. Aufgrund der Assozia-
tion verschiedener Tumoren im Kopf-Hals-Bereich mit dem Epstein-Barr-Virus (im
Folgenden mit EBV abgekiirzt), besonders im asiatischen und arktischen Raum [KUO
und HSUEH 1997, HERBST und NIEDOBITEK 2006], sollte der Zusammenhang einer
EBV-Infektion mit der Entstehung verschiedener Pathologien der grolen Kopfspeichel-
driisen in dieser Arbeit ndher untersucht werden. In den letzten Jahren sind auch gehauft
Oropharynxkarzinome, die in Asszioation mit einer Infektion mit humanen Papilloma-
viren zu stehen scheinen, aufgetreten [KLUSSMANN et al. 2009]. Dies lésst einen Zu-
sammenhang dieser viralen Infektion mit der Entstehung von Tumoren der groflen
Kopfspeicheldriisen vermuten, dem in dieser Untersuchung nachgegangen werden soll.

Dabei wird das Hauptaugenmerk auf die benignen Neoplasien gelegt.

1.2  Anatomie der Glandulae parotis und submandibularis

Die groflen Kopfspeicheldriisen Glandula parotis und Glandula submandibularis weisen
einige anatomische Besonderheiten auf, die fiir die Krankheitsentstehung an diesen

Driisen eine grofle Rolle spielen. Somit sind genauere Kenntnisse der mikroskopischen
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und makroskopischen Anatomie der groBBen Kopfspeicheldriisen hilfreich, um die Ent-

stehung und den Verlauf von Pathologien besser nachvollziehen zu kénnen.

1.2.1 Glandula parotis

Die paarig angelegte Glandula parotis ist die groBite der Kopfspeicheldriisen und liegt
am posterioren Rand der Mandibula in der pridaurikuldren Region. Kranial wird sie
durch den Arcus zygomaticus begrenzt und reicht nach kaudal bis an den anteromedia-
len Teil des Musculus (im Folgenden mit M. abgekiirzt) sternocleidomastoideus heran.

Nach posterior kann die Driise bis zum Mastoid ausgedehnt sein.

Die Glandula parotis wird vom Nervus (im Folgenden mit N. abgekiirzt) facialis durch-
zogen und von ihm in einen oberfldchlichen und einen tiefen Lappen unterteilt. Der
oberflachliche Lappen, auch als lateraler Anteil der Driise bezeichnet, liegt lateral dem
M. masseter auf. Der tiefe, auch als medialer Anteil der Driise bezeichnete Lappen, liegt
medial des N. facialis zwischen Processus mastoideus und Ramus mandibulae. Die mei-
sten gutartigen Tumoren sind im lateralen, oberflachlichen Anteil der Glandula parotis
lokalisiert und kénnen durch eine laterale Parotidektomie operativ entfernt werden. Tu-
moren des medialen Anteils der Driise wachsen oft nach lateral und verdringen den
lateralen Anteil der Driise, teilweise auch ohne diesen zu infiltrieren. Hier wird eine
totale Parotidektomie unter Erhalt des N. facialis empfohlen, bei Karzinomen auch eine
radikale Parotidektomie mit Resektion des N. facialis. AnschlieBend ist eine Facialisre-

konstruktion moglich.

Die Glandula parotis ist von einer Faszie umhiillt, die aus der tiefen Halsfaszie hervor-
geht. Sie unterteilt sich in ein tieferes diinneres und ein oberfldchliches dickeres Blatt.
Wihrend das oberflachliche Blatt sich vom M. sternocleidomastoideus iiber den M.
masseter bis zum Arcus zygomaticus erstreckt, verlauft das tiefere Blatt zum Ligamen-
tum stylomandibulare, das den oberfldchlichen und den tiefen Anteil der Glandula paro-

tis voneinander trennt.

Die Fascia parotidea, die die Driise umgibt, bildet eine unelastische Kapsel. Bei Schwel-
lung der Driise, zum Beispiel durch eine Entziindung, ist die Ausdehnung begrenzt.
Haufig geht eine Schwellung einher mit Schmerzen und einer verminderten Speichelse-

kretion. Uber den Stenon-Gang, der parallel zum Arcus zygomaticus auf dem M. masse-
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ter verlduft, dann aber abknickt, um durch den M. buccinator zu stoflen und um ober-
halb des zweiten Molaren in die Mundhohle zu miinden, wird ein seréser Speichel ab-
gegeben. Histologisch ist die Driise aus Lappchen aufgebaut, die durch bindegewebige
Septen unterteilt sind, in denen Nerven, Ausfithrungsginge, Blut- und Lymphgefilie
verlaufen. Das Ausfiihrungsgangsystem wird aus Driisenendstiicken, Schalt- und Strei-
fenstlicken gebildet, in denen das liberwiegend serdse Sekret bis zum Ductus parotideus

gelangt.

Der N. facialis verlduft durch die Glandula parotis und verzweigt sich in dieser, was oft
bei Operationen zu Irritationen und Verletzungen des Nerven fiihren kann. Die Blutver-
sorgung erfolgt iiber die aus der Arteria (im Folgenden als A. abgekiirzt) carotis externa
stammenden A. temporalis superficialis, A. maxillaris und A. facialis transversa. Die
vendse Drainage erfolgt {iber die Vena (im Folgenden als V. abgekiirzt) maxillaris und
V. temporalis superficialis. Die Lymphdrainage erfolgt in die oberflachlichen und tiefen

Halslymphknoten [HOLSINGER und BUI 2007].

1.2.2 Glandula submandibularis

Die Glandula submandibularis ist die zweitgroBBte Speicheldriise des Menschen und
befindet sich im Trigonum submandibulare, welches kraniolateral von der Innenkante
der Mandibula und kaudal vom vorderen und hinteren Bauch des M. digastricus be-
grenzt wird. Ebenfalls im Trigonum submandibulare befinden sich die A. facialis, V.
facialis, submandibuldre Lymphknoten, der M. mylohyoideus und die Nervi lingualis,
hypoglossus und mylohyoideus. Der grofite Teil der Driise liegt posterolateral des M.
mylohyoideus. Die Glandula submandibularis wird vom mittleren Blatt der tiefen Hals-
faszie umhiillt, was von klinischer Relevanz ist, da kranial der Faszie der Ramus margi-

nalis des N. facialis verlauft und dieser bei Operationen geschont werden sollte.

Die Driise besitzt neben hauptsidchlich mukdsen auch serdse Anteile, die ihr Sekret in
kleine Ausfiihrungsgénge abgeben, welche in den Ductus submandibularis bzw. den
Warthon-Gang miinden. Dieser verlédsst die Driise im vorderen Anteil und verlduft {iber
4-5 cm zwischen den Nervi hypoglossus und genioglossus nach ventral, bis er beidseits

lateral des Frenulum linguale im Mundboden miindet [HOLSINGER und BUI 2007].
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1.3  Tumoren der Glandula parotis und Glandula submandibularis

Die Tumoren der grofBen Kopfspeicheldriisen zeigen eine aulerordentliche morphologi-

sche Vielfalt, die in folgende Tumorarten differenziert werden kann:

* Dbenigne epitheliale Tumoren (Adenome)

* maligne epitheliale Tumoren (Karzinome)

* nicht epitheliale (mesenchymale) Tumoren

* sekundédre Tumoren (primér periglanduldre Tumoren oder Metastasen)
* maligne Lymphome

* tumordhnliche Neubildungen (z. B. Kiittner-Tumor).

Das pleomorphe Adenom und der Warthin-Tumor gehdren zu den benignen epithelialen
Tumoren und werden in dieser Analyse vorzugsweise untersucht. Ebenso werden einige
Karzinome der Glandula parotis und Glandula submandibularis untersucht, die zur

Gruppe der malignen epithelialen Tumoren gehdren.

1.3.1 Benigne Tumoren der Glandula parotis und Glandula submandibularis

Das pleomorphe Adenom

Das pleomorphe Adenom der grolen Kopfspeicheldriisen stellt mit Abstand die haufig-
ste gutartige neoplastische Erkrankung der grolen Kopfspeicheldriisen dar [ SEIFERT et
al. 1996]. Fast 80 % dieser benignen Tumoren sind in der Glandula parotis lokalisiert
[PEEL und SEETHALA 2007] und haben ihre héchste Inzidenz von bis zu 2/100.000
im 5. und 6. Lebensjahrzehnt [POMMERENKE 1988]. Das weibliche Geschlecht ist
etwas hiufiger betroffen als das ménnliche [KICI und PEYTRAL 2001, ROMER et al.
2008]. AuBBerdem wurde eine erhohte Inzidenz von Tumoren der Glandula parotis bei in
Ballungsgebieten lebenden Menschen festgestellt. Jedoch konnte kein signifikanter Zu-
sammenhang zwischen Tumorentstehung und Nikotin- und/ oder Alkoholkonsum ge-
funden werden [ROMER et al. 2008]. Es wurden hiufig zytogenetische Alterationen
gefunden, die in der Tumorgenese mitzuwirken scheinen. Hierbei sind am héiufigsten

Mutationen auf Chromosom 8 im Bereich q12, auf Chromosom 3 im Bereich p21 sowie
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auf Chromosom 12 auf dem Arm q13 — 15 aufgefallen [VOZ et al. 1998 und KAS et al.
1997]. Der erwihnte, auf Chromosom 12 lokalisierte Bereich, enthilt das HMGA2-Gen,

das fiir einen Transkriptionsfaktor kodiert, der bei der Modulation der strukturellen Zu-

sammensetzung der DNA mitwirkt [PEEL und SEETHALA 2007].

Das pleomorphe Adenom ist vorwiegend im kaudalen Anteil des oberflachlichen Lap-
pens der Glandula parotis lokalisiert und kommt fast nie bilateral vor. Typischerweise
tritt diese benigne Neoplasie in Form eines derben, schmerzlosen Tumors auf, der erst
verhéltnismaBig spédt eine klinische Symptomatik aufweist. Da das pleomorphe Adenom
nur sehr selten eine Parese des N. facialis hervorruft, muss bei Auftreten dieser eine
maligne Entartung der Neoplasie in Betracht gezogen werden. Obwohl es sich beim
pleomorphen Adenom um einen benignen Tumor handelt, ist eine relativ hohe Rezidi-
vrate von 0,8 - 6 % zu verzeichnen, die hdufig auf eine inkomplette Resektion des Tu-
mors zuriickzufiihren ist. Falls ein Rezidiv auftritt, besteht die Gefahr, dass weitere un-
kontrollierbare Rezidive auftreten, was in 6 - 15 % der Fille vorkommt [PEEL und

SEETHALA 2007].

In den groflen Kopfspeicheldriisen auftretende pleomorphe Adenome sind in der Regel
von einer Pseudokapsel umgeben, die es bei einer Operation nicht zu verletzen gilt. In
den meisten Fillen haben die Tumoren eine Grofle von 2-5 cm, es wurde aber auch von
bis zu mehreren Kilogramm schweren pleomorphen Adenomen berichtet. Bei gro3en
Tumoren besteht die Gefahr der Knochenarosion und des Remodelings im Zentrum des

Tumors [PEEL und SEETHALA 2007].

Die Bezeichnung ,,pleomorphes* Adenom wird durch sein histologisches Facettenreich-
tum begriindet. Der Tumor besteht aus Gang- und Myoepithelien, wobei die myoepithe-
lialen Zellen meist liberwiegen [NISHIMURA et al. 1991]. Ebenso treten charakteristi-
scherweise chondromyxoide und chondroide Strukturen auf. Bei grolen Tumoren kann
in manchen Féllen sogar eine teilweise Ossifikation des Tumors verzeichnet werden
[PEEL und SEETHALA 2007]. Da hédufig plattenepitheliale, muzindse Metaplasien bei
pleomorphen Adenomen auftreten, konnen sie histologisch mit einem Plattenepithelkar-
zinom oder einem Mukoepidermoidkarzinom verwechselt werden. Allerdings miisste
hierzu von der allgemeinen Architektur des Tumors, besonders seiner Pseudokapsel,

abgesehen werden [NISHIMURA et al. 1991].
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Mogliche Risikofaktoren fiir die Entstehung eines pleomorphen Adenoms konnten bis-
her noch nicht sicher belegt werden. In verschiedenen Analysen wurde der Zusammen-
hang mit einer EBV-Infektion untersucht, wobei einige EBV-positive Tumoren entdeckt
worden waren [TAIRA et al. 1992 und ATULA et al. 1998]. Teilweise wird bereits eine
Assoziation als erwiesen dargestellt [MALINVAUD et al. 2006].

Beziiglich der Assoziation einer HPV-Infektion und des pleomorphen Adenoms sind
bisher nur wenige Untersuchungen bekannt. VAGELI et al. konnten 2007 die Besied-
lung eines pleomorphen Adenoms mit HPV , high-risk“-Typen 16 und 18 nachweisen.
Ebenso wurden in zwei pleomorphen Adenomen in einer Untersuchung von HAFED et
al. 2012 die ,,high-risk“~-HPV-Typen 16 und 18 nachgewiesen. Diese Ergebnisse verlei-
ten zu der Annahme einer Assoziation der HPV-Infektion mit der Entstehung dieser

benignen Neoplasie.

Das pleomorphe Adenom ist charakteristischerweise durch eine Pseudokapsel umgeben,
deren Pseudopodien in das umliegende Speicheldriisengewebe einwachsen. Daher ist
therapeutisch je nach Ausdehnung des Tumors eine laterale bzw. totale Parotidektomie
unter Erhaltung des N. facialis anzustreben. Die Exstirpation des Tumors sollte somit
weit im Gesunden erfolgen. Insbesondere eine Verletzung der Kapsel des Tumors sollte
vermieden werden, da sonst eine hohe Rezidivgefahr zu beflirchten ist. Die Operations-
technik spielt hier im Hinblick auf die Entstehung von Rezidiven eine entscheidende
Rolle [VON GLASS et al. 1989, TAKAHASHI et al. 1991, GEHRKING et al. 2007
und SCHROEDER et al. 1994]. Es konnte bei der Enukleation oder kapselnahen Exstir-
pation des pleomorphen Adenoms eine Rezidivquote von tiber 10 %, bei lateraler Paro-
tidektomie von weniger als 5 % und bei totaler Parotidektomie von nur 0 - 3 % ver-

zeichnet werden.

Warthin-Tumor

Das Zystadenolymphom, auch ,,Warthin-Tumor* genannt, tritt fast ausschlieflich in der
Glandula parotis auf und ist nach dem pleomorphen Adenom der zweithaufigste Tumor
der groflen Kopfspeicheldriisen. In seltenen Fillen konnen Warthin-Tumoren auch in
Halslymphknoten vorkommen. In Einzelféllen sind sie auch in anderen Speicheldriisen
beschrieben worden [PEEL und SEETHALA 2007]. AuBlerdem sind Warthin-Tumoren

die einzigen Speicheldriisentumoren, bei denen bilaterales bzw. multifokales Wachstum
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beschrieben ist [VAN DER WAL et al. 1993]. Die Daten des Speicheldriisenregisters
Hamburg zeigen hinsichtlich der Epidemiologie dieser Neoplasie ein liberwiegendes
Vorkommen von 73,2 % beim ménnlichen Geschlecht und einen Altersgipfel im 6. und
7. Lebensjahrzehnt [SEIFERT et al. 1996]. Auffallend ist, dass in den letzten Jahren die
Zahl der weiblichen am Warthin-Tumor erkrankten Patienten deutlich zugenommen hat.
Dies wird auf die steigende Population weiblicher Raucher zuriickgefiihrt. Anders als
beim pleomorphen Adenom ist beziiglich der Warthin-Tumoren bereits ein deutlich
erhohtes Erkrankungsrisiko bei Nikotinabusus nachgewiesen worden [SADETZKI et al.
2008]. SYNDERMANN et al. konnten 1986 ecine achtfach erhohte Inzidenz von

Warthin-Tumoren bei Rauchern dokumentieren.

Der Warthin-Tumor wird wie das pleomorphe Adenom den benignen epithelialen Spei-
cheldriisentumoren zugeordnet. Er kann in allen Bereichen der Parotis lokalisiert sein,
tritt jedoch bevorzugt am kaudalen Parotispol auf. Histologisch zeigen sich zystische
und solide Areale, die in ein lymphoides Stroma mit typischer Architektur, die teilweise
der eines Lymphknotens sehr dhnelt, eingebettet sind. In den Halslymphknoten auftre-
tende Warthin-Tumoren werden durch die histologische Struktur bedingt manchmal
falschlicherweise als metastasiertes Karzinom interpretiert [PEEL und SEETHALA
2007].

Die Warthin-Tumoren lassen sich in Abhédngigkeit vom Verhiltnis der epithelialen und
stromalen Komponente in vier Subtypen unterteilen, die jedoch keine klinische Bedeu-
tung haben. Hierbei ist der 1. Subtyp, in dem Stroma und Epithel in etwa gleichgro3en
Anteilen vorkommen, mit 77 % der am haufigsten auftretende Subtyp. Typ 2 beschreibt
die stromaarmen Tumoren, wihrend die als Typ 3 bezeichnete Gruppe die stromarei-
chen Tumoren enthilt. Der 4. Subtyp zeigt plattenepitheliale Metaplasien, Nekrosen und
Fibrosen. Er wird als infarzierter oder infizierter Warthin-Tumor bezeichnet und stellt
7,5 % aller Warthin-Tumoren dar [SEIFERT et al. 1980]. Vermutlich ist dies teilweise
auf eine zuvor erfolgte Feinnadelaspiration zurlickzufithren [PEEL und SEETHALA
2007]. JUNG und HAO untersuchten 2006 den Zusammenhang zwischen Feinnadel-
punktionsbiopsien und granulomatdsen Entziindungen bei Warthin-Tumoren. Es konnte

allerdings in ithrer Untersuchung kein Zusammenhang festgestellt werden.

Wihrend Rauchen bereits als gesicherter Risikofaktor gilt, werden sowohl EBV-
Infektionen als auch autoimmunologische Krankheitsgeschehen als dtiologische Fakto-

ren diskutiert [PEEL und SEETHALA 2007]. TAIRA et al. konnten 1992 in allen in
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threr Untersuchung eingeschlossenen Warthin-Tumoren EBV nachweisen. Eine Asso-
ziation des bilateralen Auftretens von Warthin-Tumoren mit einer EBV-Infektion wird
ebenfalls diskutiert [WANG et al. 1999]. Hinzu wurde bei einem Warthin-Tumor be-
reits eine gleichzeitige Infektion mit HPV nachgewiesen [VAGELI et al. 2007]. Eine
Infektion mit den ,,high-risk“-Typen HPV 16 und 18 konnte von HAFED et al. 2012 in
vier Warthin-Tumoren nachgewiesen werden. Dies ldsst eine Vermutung auf eine Asso-

ziation einer HPV-Infektion mit der Genese dieser Neoplasie anstellen.

Die Therapie besteht in jedem Fall in einer vollstindigen Entfernung des Tumors. Da
die lokale Rezidivrate sehr gering ist (<1 %), wird teilweise lediglich eine Enukleation
des Tumors empfohlen. Andere Autoren hingegen befiirworten eine radikalere Therapie
und empfehlen aufgrund des hdufigen multifokalen Auftretens eine laterale bzw. subto-
tale Parotidektomie. Da nicht selten ein bilaterales Wachstum vorliegt, wird teilweise

auch eine beidseitige laterale Parotidektomie bevorzugt [GEHRKING et al. 2007].

1.3.2 Karzinome der Glandula parotis und Glandula submandibularis

Bei den malignen Speicheldriisentumoren besteht mehr noch als bei den benignen eine
grofe histologische Vielfalt. Selbst innerhalb einer Tumorentitit weisen hochdifferen-
zierte Varianten ein anderes biologisches Verhalten auf als weniger differenzierte. Grob
orientierend kann man den Differenzierungsgrad in Beziehung zu den verschiedenen
Prognosen setzen. Die hoch differenzierten haben eine bessere Prognose als die niedrig

differenzierten Karzinome.

Der hiufigste maligne Tumor der grof3en Kopfspeicheldriisen ist das Mukoepidermoid-
karzinom [FOOTE und FRAZELLE 1953]. Es stellt 30 % aller Karzinome der gro3en
Kopfspeicheldriisen dar. Klinisch préasentiert sich das meist gut differenzierte Karzinom
mit einer langsam wachsenden Schwellung, die an ein pleomorphes Adenom oder ande-
re gutartige Neoplasien erinnert. Per Definition bestehen Mukoepidermoidkarzinome
aus mukosen Driisen-, Epidermoid- und Zwischenzellen. Einige Varianten sind sklero-
sierend. Die Therapie besteht in der vollstindigen Resektion mit zusitzlicher Neck-
Dissection. Die Prognose ist abhidngig vom Differenzierungsgrad. 5-Jahres-
Uberlebensraten reichen von 0 - 43 % bei gering differenzierten, bis zu 92 - 100 % bei

gut differenzierten Mukoepidermoidkarzinomen [PEEL und SEETHALA 2007].
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Das Plattenepithelkarzinom der Ohrspeicheldriisen stellt einen aggressiven Tumor dar,
der haufig erst im fortgeschrittenen Stadium klinisch evident wird. Bei ca. 50 % ist bei
Erstvorstellung eine zunédchst schmerzlose Raumforderung zu beobachten [BATSAKIS
1983]. In den {ibrigen Fillen sind schmerzhafte Schwellungen und Fazialisparesen hédu-
fig. Die Therapie besteht in einer radikalen Resektion des Tumors, verbunden mit einer
Neck-Dissection mit nachfolgender Strahlentherapie. Die 5-Jahres Uberlebensrate be-

tragt im Mittel 25 %.

Das Karzinom im pleomorphen Adenom stellt 5 - 15 % aller malignen Speicheldriisen-
tumoren dar [GNEPP 1993]. 80 % dieser Tumoren haben ihren Ursprung in den gro3en
Kopfspeicheldriisen, 20 % in den kleinen Speicheldriisen. Frauen sind héufiger betrof-
fen als Ménner [ENEROTH et al. 1968]. Die Behandlung besteht in erster Linie in ei-
nem radikal chirurgischen Vorgehen mit Neck-Dissection. Die Metastasierungsrate ist
verhéltnismaBig hoch. Mit 30 - 70 % entstehen vorwiegend Fernmetastasen in Lunge

und Knochen [MOBERGER und ENEROTH 1968].

Das adenoidzystische Karzinom stellt einen bosartigen Tumor der Kopfspeicheldriisen
dar, welcher sich durch ein langsames Wachstum entlang der Gefdlle und Nerven aus-
zeichnet. Die lokale Rezidivrate ist hoch. Auch findet man in 20 - 60 % Fernmetastasen

in Lunge, Leber, Knochen und Hirn [BRADLEY 2004].

Die Idee einer fiir die Karzinomentstehung ursdchlichen EBV-Infektion konnte nach
mehreren Untersuchungen weitgehend verlassen werden. Eine Ausnahme bieten die
lymphoepithelialen Tumoren, bei denen weiterhin ein Zusammenhang erforscht wird.
Bei anderen malignen Tumorentititen konnte bisher keine Assoziation einer EBV-
Infektion mit der Karzinomentstehung der Speicheldriisen festgestellt werden [TSAI et
al. 1996].

Bei Karzinomen des Oropharynx scheint bereits eine Assoziation mit einer HPV-
Infektion als erwiesen [KLUSSMANN et al. 2009]. Hingegen ist beziiglich der malig-
nen Speicheldriisentumoren bisher wenig Literatur zu finden. BRUNNER et al. konnten
2011 in 71 % der 38 untersuchten malignen Neoplasien der kleinen Kopfspeicheldriisen
eine erhohte Expression von pl6 nachweisen, die auf eine Infektion mit HPV deutet.
Bei zwei Mukoepidermoidkarzinomen konnte ,,high-risk“-HPV 16 gefunden werden,

was die Vermutung einer eventuellen kausalen Verkniipfung autkommen ldsst.
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1.4  Entziindliche Speicheldriisenerkrankungen

1.4.1 Akute und chronisch rezidivierende Sialadenitis

Entziindliche Erkrankungen der groflen Kopfspeicheldriisen kénnen sowohl akut als
auch chronisch verlaufen. Wahrend akute Sialadenitiden meist viralen oder bakteriellen
Ursprungs sind, ist bei den chronisch rezidivierenden Entziindungen die Ursache der

Erkrankung weitgehend ungeklért.

Akute Sialadenitiden konnen in allen Speicheldriisen vorkommen, finden sich aber am
hdufigsten in der Glandula parotis. Es tritt typischerweise eine Schwellung mit Schmer-
zen und Erythem im Bereich der Driise auf. Wihrend bei einer bakteriellen Ursache
hiufig eitriges Sekret aus den Speicheldriisengéngen gepresst werden kann, treten bei
viraler Ursache der Entziindung hiufig Fieber sowie Kopf- und Gliederschmerzen auf
[McQUONE 1999]. Die bakterielle akute Sialadenitis entsteht hdufig durch Stase des
Speichelflusses und anschlieBende retrograde Besiedlung der Driise mit Bakterien der
Mundflora. Eine Stase kann nach einer Operation im Bereich der betroffenen Driise,
sowie bei dlteren Patienten in schlechtem Allgemeinzustand, medikamentds bedingt, bei
Dehydratation, verschiedenen angeborenen Fehlbildungen oder Sialolithiasis vorkom-
men. In den meisten Féllen liegt eine Besiedlung mit vielen verschiedenen Keimen vor.
Der am haufigsten vorkommende Keim ist Staphylococcus aureus [PEEL und
SEETHALA 2007]. Die von viralen Erregern hervorgerufene am zahlreichsten auftre-
tende Sialadenitis wird durch das Mumps-Paramoxyvirus verursacht und tritt norma-
lerweise im Kindesalter auf [HOF und DORRIES 2005]. Es wurden allerdings auch
akute Sialadenitiden durch Infektionen mit Influenzaviren, EBV, Coxsackie A und B

sowie Echovirus beschrieben [McQUONE 1999].

Bei einem Teil der Patienten kann die akute Sialadenitis in die chronische Form iiberge-
hen, welche durch eine Mannigfaltigkeit an Symptomen von lang anhaltender Schwel-
lung bis Xerostomie gekennzeichnet ist. Als Ursache ist hier meist eine Sialolithiasis zu
finden, die am haufigsten in der Glandula submandibularis auftritt [McQUONE 1999].
Die chronisch rezidivierende Sialadenitis tritt uni- und bilateral am haufigsten bei Kin-
dern und jungen Erwachsenen auf und ist gekennzeichnet durch rezidivierende
schmerzhafte Schwellung der Driise mit aus dem Ausfiihrungsgang der Driise expri-

mierbarem weiBlichen Sekret [PEEL 2001].



Einleitung 11

Der Anteil der in unsere Untersuchung einbezogenen chronischen Sialadenitiden ist
verhiltnismiBig groB und ihre Atiologie und Pathogenese weitgehend ungeklirt. Die
chronische Parotitis des Erwachsenenalters ist etwa zehnmal haufiger als die des Kin-
desalters und besitzt eine hohe Rezidivrate [CHILLA 1981]. Im Geschlechtsverhéltnis
zeigen sich bei der chronisch rezidivierenden Parotitis des Kindesalters mehr erkrankte
Jungen als Méadchen [WILSON et al. 1980]. Hingegen besteht im Erwachsenenalter ein
umgekehrtes Geschlechtsverhéltnis mit einem Altersgipfel im 4. und 5. Lebensjahrzehnt
[BAURMASH 2004]. Wéhrend die juvenile Form in der Regel in der Pubertét spontan
ausheilt, findet man bei der adulten Form intermittierende Entziindungsschiibe, die zu
einer Atrophie des Driisenparenchyms und eventuell anschlieBendem Versiegen der
Speichelproduktion fithren konnen. Klinisch treten wie oben erwidhnt verschiedene
Symptome wie beispielsweise eine lang anhaltende Schwellung der Speicheldriise bis
hin zur Xerostomie auf. Ebenso besteht die Moglichkeit einer Superinfektion [PEEL
und SEETHALA 2007]. Bei langerer Dauer der Erkrankung kann es zu immunologi-
schen Reaktionen wie der Entwicklung sekundérer Lymphfollikel und der vermehrten
Expression von MHC (Major Histocompatibility Complex)-Rezeptoren kommen [SEI-
FERT et al. 1996].

Beziiglich der chronisch rezidivierenden Parotitis wird bisher eine multifaktorielle Ge-
nese vermutet. Da bisher kein sicherer Nachweis von Erregern erbracht werden konnte,
wird von einigen Autoren eine bakterielle Genese als unwahrscheinlich angesehen
[SEIFERT et al. 1996]. Hingegen wurde von ANTONIADES et al. 2004 nach Penicil-
lin- bzw. Salin-Instillation eine Symptomfreiheit der Patienten iiber mehrere Jahre er-
zielt, was wiederum eine bakterielle Genese nahelegt. Ebenso pradisponierend fiir eine
chronische Sialadenitis sind schlechte Mundhygiene, Karies, Infektionen und chronisch
rezidivierende Tonsillitiden [HAUBRICH 1981]. Eine virale Genese ist bei der akuten
Form der Sialadenitis bereits bekannt. Hingegen finden sich beziiglich der chronischen
Form in der Literatur nur wenige Beitrdge. KIM et al. [1999] konnten in einigen unspe-
zifischen chronischen Sialadenitiden EBV nachweisen, was auf eine virale Komponente
der Genese hinweisen konnte. Beziiglich HPV und der chronischen Sialadenitis waren

in der Literatur keine Hinweise auf Untersuchungen zu finden.

Eine chronische Sialadenitis entsteht aulerdem hdufig bei rezidivierenden Obstruktio-
nen der Speicheldriisengénge, bei Bestrahlung oder granulomatdser Entziindung. Beim

Sjogren-Syndrom und bei Wegener-Granulomatose liegt in vielen Fillen ebenfalls eine



Einleitung 12

Sialadenitis vor. Histologisch ist das entziindete Speicheldriisengewebe durch Expansi-

on oder Atrophie der lobuldren Strukturen sowie periduktale Fibrose gekennzeichnet

[PEEL und SEETHALA 2007].

Da die genaue Ursache der chronischen Sialadenitis noch nicht geklart ist, konnte bisher
keine kausale Therapie entwickelt werden. Daher wird in der Akutphase meist sympto-
matisch mit Antiphlogistika und Antibiotika behandelt. Bei langerem Krankheitsverlauf
kann die operative Entfernung der betroffenen Speicheldriise erforderlich werden. Al-
ternativ zur Operation ist bereits eine Okklusionstherapie des Stenon-Ganges versucht
worden. Diese erfolgte zundchst tierexperimentell mit einem Fibrinkleber-Gentamicin-
Gemisch, was jedoch zu keiner anhaltenden Besserung fiihrte [SCHRODER et al.
1984]. Dies wurde von LASKAWTI et al. 1988 bestétigt. Zu dhnlichen Resultaten fiihrte
die Ausschaltung der Glandula parotis mit Prolamin, wobei die anschlieende histologi-
sche Untersuchung des Gewebes bei vielen Patienten Abszedierungen aufwies

[SCHRODER Mi 1984].

Sollte in dieser Untersuchung wie bei KIM et al. 1999 eine eventuelle virale Genese der
chronischen Sialadenitis bestitigt werden, konnte man neue Konzepte zur kausalen The-

rapie der chronischen Sialadenitis entwickeln.

1.4.2 Obstruktive Sialadenitis

Laut Speicheldriisenregister Hamburg stellt die obstruktive Sialadenitis mit 33,5 % die
hdufigste Form der chronischen Entziindung der Speicheldriisen dar. Sie tritt meistens
in der Glandula parotis auf, erlangt jedoch ihre stirkste Ausprigung in der Glandula

submandibularis [SEIFERT et al. 1996].

Urséchlich fiir die Entziindung sind meist mechanische Gangobstruktionen sowie Ver-
anderungen der Speichelzusammensetzung. Es kann durch verschiedene Erkrankungen
der Speicheldriisen zur Verlegung der Ausfiihrungsgédnge kommen. Hier sind insbeson-
dere Adenome, Sialolithiden und Speicheldriisenzysten zu erwidhnen. Ebenso kénnen
raumfordernde Prozesse in der Umgebung der Driise zur Verlegung der Speicheldrii-
senginge flihren. Wéhrend in der Glandula submandibularis hdufig eine Sialolithiasis
den Sekretstau verursacht, ist in der Glandula parotis in den meisten Fillen ein pleo-

morphes Adenom der Ausloser einer Obstruktion. Die dadurch entstehende viskose
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Eindickung des Speichels stellt einen weiteren pradisponierenden Faktor fiir die Ent-
ziindung dar. Es gibt keine Hinweise auf eine bakterielle oder virale Genese der ob-
struktiven Sialadenitis [SEIFERT et al. 1996]. In der Literatur lassen sich ebenfalls kei-
ne Untersuchungen finden, die auf eine virale Genese der chronischen Sialadenitis hin-

weisen konnten.

1.4.3 Sialolithiasis

Die Sialolithiasis gehort zu den hédufigsten Erkrankungen der groBBen Kopfspeicheldrii-
sen und ist nicht selten die Ursache einer Sialadenitis. Am héufigsten treten Erkrankun-
gen zwischen dem 30. und dem 70. Lebensjahr auf. Eine Geschlechtspriaferenz ist hier
nicht zu erkennen. Die Glandula submandibularis ist mit 78,9 % wesentlich haufiger
betroffen als die Glandula parotis mit 21,1 % [ZENK et al. 1999]. In den meisten Féllen
bestehen die Speichelsteine aus Kalziumphosphaten und Lipiden. Bei gustatorisch ge-
reizter Steigerung der Speichelsekretion und bestehender Sialolithiasis kommt es zu
schmerzhafter Schwellung der Driise. Der so entstehende Sekretstau wiederum begiin-
stigt eine Infektion des Driisengewebes [SEIFERT et al. 1996]. Eine genaue Ursache fiir
die Entstehung von Speichelsteinen ist bisher nicht gefunden worden. Vermutet werden
neben anatomischen Anomalien, angeborenen Gangektasien und ausgeheilten Sialade-
nitiden auch ein abweichender Muzingehalt des Speichels [ZENK et al. 1999]. Es wur-
de bei Patienten mit Sialolithiasis auch ein erhéhter Kalzium- und Magnesiumgehalt des
Speichels festgestellt [GRASES et al. 2003]. Ein Zusammenhang mit Nikotinabusus
oder Diuretikacinnahme konnte nicht gefunden werden [HUOH und EISELE 2011].
Eine bakterielle oder virale Genese der die Entziindung verursachenden Speichelsteine

ist nicht bekannt. In der Literatur sind diesbeziiglich keine Untersuchungen zu finden.

Die Therapie besteht in der endoskopischen Entfernung der Speichelsteine. Ist dies auf-
grund von rezidivierenden Entziindungen oder anderen Griinden nicht moglich, kann

die operative Entfernung des Steines notwendig werden.
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1.4.4 Chronisch sklerosierende Sialadenitis der Glandula submandibularis
(Kiittner-Tumor)

Nach der obstruktiven Sialadenitis und der chronischen Parotitis wird der Kiittner-
Tumor, bei dem es sich um eine chronisch sklerosierende Entziindung der Glandula
submandibularis handelt, dem Speicheldriisenregister Hamburg nach als dritthdufigste
chronische Entziindungsform der Kopfspeicheldriisen angesehen. Er wurde erstmals
1896 von dem  Chirurgen Kiittner als entziindlicher Tumor erwihnt [SEIFERT et al.
1996]. Der Kiittner-Tumor gehort zu den IgG4-assoziierten sklerosierenden Erkrankun-
gen [CARNEIRO et al. 2011]. Klinisch présentiert er sich als derber druckdolenter
Knoten im Bereich der Glandula submandibularis. Bei dieser chronisch sklerosierenden
Entziindung kommt es zu einer Destruktion der Azini und zu bindegewebigen Veridnde-
rungen, die schlieBlich zur Zirrhose der Speicheldriise fithren konnen. AuBlerdem liegt
in etwa 50 % der Fille eine Sialolithiasis vor. Bei langerem Krankheitsverlauf kommt
es zur Parenchymatrophie mit diffuser narbiger Sklerose und Authebung der Léppchen-

struktur der Speicheldriise.

Urséchlich fiir die chronisch sklerosierende Entziindung werden Sekretionsstorungen
der Driise sowie Autoimmunprozesse vermutet [PEEL und SEETHALA 2007]. In der
Literatur sind keine Untersuchungen beziiglich einer eventuellen viralen Genese des

Kittner-Tumors zu finden.

Die Therapie des Kiittner-Tumors besteht einerseits in der operativen Entfernung der
Driise, wobei der Zeitpunkt der Operation je nach Symptomatik der Patienten festgelegt
wird. Andererseits kann auch mit Steroiden behandelt werden, was besonders bei Auf-
treten der Erkrankung im Kindesalter eine Rolle spielt. Durch die Steroidtherapie kann
eine Operation vermieden werden und mit zusétzlichen Untersuchungen und Verlaufs-
kontrollen konnen andere IgG4-assoziierte Erkrankungen und Komplikationen friihzei-

tig erkannt, therapiert oder vermieden werden [CARNEIRO et al. 2011].

1.4.5 Sialadenose

Die Sialadenose ist eine nicht entziindliche Erkrankung der groBBen Kopfspeicheldriisen,
die iiberwiegend in der Glandula parotis vorkommt. Sie ist gekennzeichnet durch eine

schmerzlose meist bilaterale Schwellung der Driise, die oft {iber Jahre bestehen bleibt
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und bei Frauen und Ménnern gleich haufig auftritt. Histologisch zeigt sich eine Azinus-
hypertrophie und Infiltration von Fettzellen. Ursdchlich werden Stérungen der Ernéh-
rung (z.B. Alkoholabusus), der endokrinen Funktionen oder neurochemische Disbalan-
cen vermutet [PEEL und SEETHALA 2007]. Dennoch ist die Atiologie nicht vollends
geklart. Diskutiert werden ebenfalls metabolische und sekretorische Fehlfunktionen des
Driisenparenchyms [CHILLA 1981]. Von einer viralen Ursache wurde jedoch bisher
nicht berichtet.

1.5  Fiir die Atiologie von Speicheldriisenerkrankungen relevante Erreger

1.5.1 Epstein-Barr-Virus

Das in dieser Analyse untersuchte Epstein-Barr-Virus ist ein behiilltes, doppelstringiges
DNA-Virus und gehort zur Gruppe der humanen Herpesviren, Gattung Lymphokrypto-
virus. Es ist auch als humanes Herpesvirus Typ 4 bekannt, dessen Ausscheidung und
Ubertragung iiber den Speichel geschieht. Die Infektion erfolgt im Kindesalter meist
inapparent, im jungen Erwachsenenalter hingegen kommt es bei einem Drittel der frisch
Infizierten zum Krankheitsbild der infektiosen Mononukleose [REZK und WEISS
2007], die mit einer fiebrigen Angina mit Lymphknotenschwellung und weichem Milz-
tumor einhergeht. Es besteht hier die Gefahr einer Milzruptur und einer Hepatitis mit
Ikterus [HOF und DORRIES 2005]. Nach Abklingen der Erkrankung persistiert das
Virus lebenslang in den von ihm bevorzugt befallenen B-Lymphozyten, die nach Infek-
tion immortalisiert werden. Weltweit besteht eine Durchseuchung der Bevolkerung mit
EBV von 95% [GANDHI 2006]. Anders als bei anderen Herpesviridae ist eine Reakti-
vierung des Epstein-Barr Virus eher selten. Eine Ausnahme bilden immunsupprimierte
Patienten nach Organtransplantation, bei denen ein aggressives lymphoproliferatives

Krankheitsbild auftreten kann [SULLIVAN und LUZURIAGA 2012].

Die Entwicklung von lymphoproliferativen Erkrankungen wie B- und T-Zell-
Lymphomen, Hodgkin-Lymphomen und Karzinomen im Nasenrachenraum ist hiufig

mit einer EBV-Infektion vergesellschaftet [SULLIVAN und LUZURIAGA 2012].
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Beziiglich der Pathogenese des Burkitt-Lymphoms spielt EBV eine grof3e Rolle. 1964
wurde das Epstein-Barr-Virus erstmals von Epstein aus einem Burkitt-Lymphom iso-
liert [REZK und WEISS 2007]. Die geographische Assoziation des endemisch vor-
kommenden Burkitt-Lymphoms in Gebieten mit haufig bereits in friiher Kindheit er-
worbenen EBV-Infektionen und hoher Malariadurchseuchung legen einen Zusammen-
hang hier sehr nahe. Besonders der Infektionszeitpunkt scheint entscheidend. Burkitt-
Lymphome traten beispielsweise endemisch in Regionen Kenias auf, in denen schon bei
35,3 % der 6 Monate alten Babys EBV nachgewiesen werden konnte [PIRIOU et al.
2012]. Sowohl die Infektion mit Malaria als auch die mit EBV bewirken eine fiir das
Burkitt-Lymphom essentielle B-Zell-Hyperplasie. AuBlerdem verursachen sie eine
Translokation des MY C-Onkogens, die zur Lymphom-entstehung beitragt [MAGRATH
2012]. Der Kausalzusammenhang einer EBV-Infektion und der Entstehung eines Bur-
kitt-Lymphoms gilt mittlerweile allgemein als erwiesen. Auch die Malaria mit dem Er-
reger Plasmodium falciparum wird als ein relevanter Cofaktor diskutiert. Die genaue
Rolle der Malaria in der Tumorentstehung konnte bisher jedoch nicht spezifiziert wer-
den. Vermutlich bewirkt sowohl eine akute als auch eine chronische Infektion mit
Plasmodium falciparum eine Verdnderung der EBV-Persistenz und der EBV-
spezifischen Immunitdt, die die Entstehung eines Burkitt-Lymphoms begiinstigt

[MOORMANN et al. 2011].

Auch beziiglich verschiedener Speicheldriisentumoren wird eine eventuelle Assoziation
mit EBV vermutet. TAIRA et al. konnten 1992 in 2 von 26 pleomorphen Adenomen
und in allen von ihnen untersuchten Warthin-Tumoren EBV nachweisen. Ebenfalls
wurde in einem von drei getesteten pleomorphen Adenomen des Nasenseptums EBV
gefunden [MALINVAUD et al. 2006]. Dies ldsst eine Assoziation vermuten, die bisher
nicht durch ausreichende Untersuchungen bestitigt werden konnte. Daher soll diese

Arbeit einen weiteren Teil zur Erforschung dieses Zusammenhanges beitragen.

1.5.2 Humanes Papillomavirus

Die humanen Papillomaviren besitzen eine zirkuldre doppelstrangige DNA und gehoren
zur Gruppe der Papillomaviridae. Sie sind nicht behiillt und werden durch Kontakt mit
erregerhaltigem Warzenmaterial, Hautkontakt, im familidren Bereich iiber viruskonta-

minierte Gegenstinde, in Gemeinschaftsduschbiddern oder Sportstitten iibertragen
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[HOF und DORRIES 2005]. Die humanen Papillomaviren werden je nach Kanzerogeni-
tat in ,,low-risk*- und ,,high-risk“-Typen unterteilt. Die ,,Jow-risk“-Typen manifestieren
sich in Form von Warzen im Genitalbereich oder je nach Ubertragungsweg auch an
anderen Korperstellen. Sie sind in der Regel gutartig und bilden sich spontan zuriick
oder konnen durch Kryotherapie oder Verdtzung, in seltenen Féllen auch chirurgisch,
entfernt werden [HOF und DORRIES 2005]. In den Fokus der Wissenschaft sind in den
letzten Jahren die ,,high-risk“-Typen der humanen Papillomaviren durch die in diversen
Studien bewiesene Assoziation mit Gebdrmutterhalskrebs geraten. Es wurde mehrfach
bestdtigt, dass die Infektion mit einem ,high-risk“-Typ des humanen Papillomavirus,
am haufigsten Typ 16 und 18, die hauptsdchliche Ursache fiir die Entstehung des Zer-
vixkarzinoms darstellt [MUNOZ et al. 2003]. Das Papillomavirus gehort zusammen mit
dem Epstein-Barr-Virus, Hepatitis-B- und -C-Virus, dem humanen lymphotropen T-
Zell-Virus und dem das Karposi-Sarkom verursachenden humanen Herpesvirus 8 zu
den kanzerogenen humanen Viren, die weltweit fiir 10-15 % aller Tumorerkrankungen
verantwortlich sind [MARTIN und GUTKIND 2008]. Die humanen Papillomaviren
befallen Haut und/ oder Schleimhiute. Die ,,high-risk“-Typen integrieren ihre DNA in
die der Wirtszelle, was zu einer Uberexpression der viralen Onkoproteine E6 und E7
fiihrt. Diese Proteine fordern die Immortalisierung und die Transformation der Wirtszel-
le [PRETET et al. 2007]. Das Onkoprotein E7 bindet an das Retinoblastom-
Tumorsuppressorgen-Produkt pRB, zu dessen aktiver Form es eine hohere Affinitit hat.
Hierbei haben E7-Onkoproteine der ,Jow-risk“-Typen eine niedrigere Affinitidt zu pRB
als die der ,high-risk“-Typen. Onkoprotein E6 kann an das Tumorsuppressorgen p53
binden, wodurch dieses inaktiviert wird. Durch die funktionelle Inaktivierung dieser
beiden Tumorsuppressorgene wird eine Apoptose der Zelle verhindert und somit die

Karzinogenese induziert [MUNGER et al. 1992].

Nicht nur im Genital-, sondern auch im Kopf-Hals-Bereich spielen Papillomaviren eine
Rolle bei der Karzinomentstehung. Risikoreiches Sexualverhalten fiihrte erwiesenerma-
Ben zu einer Ausbreitung der HPV-Infektionen in den Oropharynxbereich. Somit konnte
in einer Studie von D’SOUZA et al. 2007 der HPV-Typ 16 in 72 % der Oropharynxkar-
zinome nachgewiesen werden. Ein Synergismus mit den Risikofaktoren Alkoholabusus
und Nikotinabusus konnte hier nicht festgestellt werden [D’SOUZA et al. 2007]. HPV-
positive Oropharynxkarzinome treten sogar seltener bei Patienten mit moderatem bis
starkem Alkohol- und Nikotinkonsum auf. Die HPV-positiven Karzinome des Oropha-

rynx haben langfristig eine bessere Prognose [GILLISON et al. 2000]. Die steigende
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Anzahl der Oropharynxkarzinome wird von DAHLSTRAND et al. [2008] auf die ver-
mehrten HPV-Infektionen zuriickgefiihrt. Diese HPV-positiven Tumoren weisen nicht
nur eine geringere Rezidivrate auf, sondern es wird auch von einer lingeren Uberle-
benszeit der Betroffenen berichtet. Aufgrund der steigenden durch HPV bedingen Tu-
morzahl wird eine priventive Impfung fiir Risikogruppen nahegelegt [DAHLSTRAND
et al. 2008].

Bei verschiedenen Pathologien der Glandula parotis konnte bereits eine Infektion mit
HPV nachgewiesen werden. In der Untersuchung von VAGELI et al. [2007] wurden
insgesamt 9 Tumoren der Parotis untersucht, unter denen zwei pleomorphe Adenome,
ein Warthin-Tumor, ein Onkozytom, ein Azinuszellkarzinom, zwei Adenokarzinome,
eine lymphoepitheliale Zyste und ein Lipom waren. Es konnten in 7 von 9 Tumoren
humane Papillomaviren nachgewiesen werden, wobei in einem pleomorphen Adenom,
im Onkozytom und bei dem untersuchten Warthin-Tumor eine hohe Viruslast mit
,high-risk“-HPV-Typen festgestellt werden konnte. In einer aktuellen Untersuchung
von HAFED et al. [2012] konnte in 8 von 34 untersuchten Neoplasien der Kopfspei-
cheldriisen ,,high-risk“-Typen 16 und 18 der humanen Papillomaviren nachgewiesen
werden. Hierbei handelte es sich um vier Warthin-Tumoren, zwei pleomorphe Adeno-

me, ein Myoepitheliom und ein Lymphom.

Dass eine HPV-Infektion die Menge an p16-Protein steigert, ist bereits bekannt. P16 ist
ein an der Steuerung des Zellzyklus beteiligtes Protein, das bei erhdhter Menge durch
die Beeinflussung der Proteinkinase CDK4 dazu fiihrt, dass die Zelle nicht mehr in der
G1-Phase angehalten werden kann und es zu einer unkontrollierten Vermehrung der
Zelle kommt [SRIDHAR et al. 2006]. Es wurden von BRUNNER et al. [2011] 38 Pré-
parate maligner Tumoren der kleinen Kopfspeicheldriisen untersucht. Bei 71% konnte
hier eine p16-Expression nachgewiesen werden. Die beiden Préparate mit dem hochsten

pl6-Anteil wurden als Mukoepidermoidkarzinome identifiziert.

Da es bisher nur wenige Untersuchungen zu diesem Zusammenhang gibt, soll diese

Arbeit helfen, auf diesem Gebiet mehr Klarheit zu schaffen.
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1.6  Zielsetzung und Fragestellung

Die Frage der Atiologie der gutartigen und bdsartigen Speicheldriisentumoren sowie der
entziindlichen Speicheldriisenerkrankungen ist bis heute beziiglich einiger Pathologien
unbeantwortet. In der Literatur findet man Hinweise auf eine virale Genese der gutarti-

gen Speicheldriisentumoren, die jedoch kontrovers diskutiert wird [ATULA et al. 1998].

Im Bereich der malignen epithelialen Tumoren sind eine Verbindung des Epstein-Barr-
Virus zum undifferenzierten nasopharyngealen Karzinom [HOF und DORRIES 2005]
und auch des humanen Papillomavirus zu oropharyngealen Karzinomen beschrieben

worden [KLUSSMANN et al. 2009].

Im Fokus dieser Untersuchung stehen sowohl benigne als auch maligne Verdnderungen
der groBen Kopfspeicheldriisen, die aufgrund ihrer klinischen Symptomatik auf eine
virale oder zumindest teilweise virale Atiologie hinweisen. Hierbei zu beriicksichtigen
sind das multilokuldre Auftreten von Warthin-Tumoren sowie die multiple Aussaat re-

zidivierender pleomorpher Adenome der Glandula parotis.

Aufgrund der verschiedenen benignen und malignen Erkrankungen im Kopf- Halsbe-
reich, die erwiesen mit einer EBV-Infektion in Zusammenhang stehen, stellte sich auch
die Frage einer eventuellen Assoziation beziiglich verschiedener Pathologien an den
groflen Kopfspeicheldriisen. In zahlreichen Studien wurde bereits der Zusammenhang
zwischen einer EBV-Infektion und verschiedenen Speicheldriisenerkrankungen und
Tumoren untersucht, jedoch mit stark differierenden Ergebnissen. Beispielsweise gehen
TAIRA et al. 1992 von einem Zusammenhang zwischen EBV und der Entstehung von
Speicheldriisentumoren aus, da 7 von 7 untersuchten Warthin-Tumoren und 2 von 26
pleomorphen Adenomen positiv auf EBV getestet worden waren. Hingegen konnte in
der Untersuchung von KARJA et al. [1997] in keinem der 219 von ihnen untersuchten
Tumoren der Speicheldriisen EBV-DNA gefunden werden. In vielen Studien, bei-
spielsweise auch von MALINVAUD et al. [2006], in die lediglich drei pleomorphe
Adenome eingeschlossen worden waren, wurden relativ kleine Patientengruppen pra-
sentiert. Dies war fiir uns Anlass, eine groflere Anzahl der am héufigsten vorkommen-
den Tumoren in diese Analyse einzubeziehen in der Aussicht auf ein reprisentativeres

Ergebnis.
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Beziiglich der Assoziation von Infektionen mit humanen Papillomaviren und der Ent-
stehung von Tumoren an den groBBen Kopfspeicheldriisen gibt es nur wenige Analysen,
die insgesamt nicht zu einem einheitlichen Ergebnis gekommen sind. Unser Ziel ist es,
mit dieser Untersuchung noch mehr Klarheit auf diesem Gebiet zu erlangen, was wir
durch eine groBere Patientengruppe mit verschiedenen pathologischen Entitéten, die auf

HPYV untersucht werden, erreichen wollen.

In dieser Arbeit wurden Viren untersucht, die bereits mit der Entstehung von Tumoren
anderer Lokalisationen in Verbindung gebracht werden. Falls ein solcher Zusammen-

hang nachzuweisen ist, bestlinde hier die Moglichkeit eines neuen Therapieansatzes.

Somit beinhaltet unsere Fragestellung folgende Aspekte:

- Finden sich iiberhaupt bzw. gehduft EBV und HPV in den untersuchten Gewe-

beproben?

- Gibt es bestimmte pathologische Entititen, bei denen gehduft EBV und/ oder
HPV auftreten?
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2. Material und Methodik

2.1 Patienten- und Materialgewinnung

Die insgesamt 121 Patienten, die an der Analyse teilgenommen haben, wurden an der
Abteilung fiir Hals- Nasen- und Ohrenheilkunde der Universititsmedizin Gottingen und
der Klinik fiir HNO-Krankheiten des Klinikums Kassel rekrutiert. Voraussetzung fiir
die Teilnahme war eine Indikation zur partiellen, totalen oder subtotalen Parotidektomie
oder operativen Entfernung der Glandula submandibularis. Vor der Operation wurden
die Patienten miindlich und schriftlich (siehe Einverstindniserkldrung Abbildung 16 im
Anhang S.73) iiber Durchfiihrung und Ziele der Analyse aufgeklért. [hnen wurde freige-
stellt, ihre Teilnahme jederzeit zuriickzuziehen. Durch die Teilnahme wurde der Opera-

tionsumfang nicht veréndert.

Die histologische Aufbereitung des bei der Operation entnommenen Gewebes erfolgte
in der Pathologie des Klinikums Kassel zur Erstellung der Diagnose. Anschlieend
wurden die Gewebeproben in isotoner Kochsalzlosung konserviert und am selben Tag
in die Abteilung fiir Virologie der Universititsmedizin Gottingen transportiert. Dort
wurden sie bis zur weiteren Bearbeitung bei -20°C gelagert. Die Untersuchungen wur-

den sdmtlich in diesem Institut unter Anleitung von PD Dr. K&chel durchgefiihrt.

Nach Isolierung der DNA aus den Gewebeproben wurde zunédchst mittels Polymerase-
Kettenreaktion (im Folgenden abgekiirzt als PCR) auf EBV-DNA untersucht und an-
schlieBend mit einem speziellen Streifentest nach vorheriger PCR auf HPV-DNA gete-
stet. Der Ethikantrag Nr. 28/12/06 beziiglich des dargestellten Projektes wurde am 16.

Januar 2007 durch die Ethikkommission der Universitidtsmedizin Gottingen genehmigt.

Bereits im Klinikum Kassel und der Universititsmedizin Gottingen wurden die Patien-
ten bzw. Befunde anonymisiert. Zur Kodierung diente das Einsendedatum an das Insti-
tut fiir Mikrobiologie als sechsstellige Ziffer in Kombination mit einer fortlaufenden
Nummer. Somit war die Anonymitit der Patienten schon beim Eintreffen der Proben
beim Institut fiir Mikrobiologie gesichert. Die Kodiernummern werden unter Verschluss

gehalten und sind nur dem Studienleiter zugénglich.
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Bei der Erhebung, Archivierung und Bearbeitung der Daten wurde Microsoft Excel

2007 verwendet.

2.2 Diagnostik

Die Indikation zur Operation wurde bei den an dieser Analyse teilnehmenden Patienten
aufgrund der klinischen Diagnose gestellt. RoutineméBig wurden die Gewebeproben zur
histologischen Abkldrung im Institut fiir Pathologie des Klinikums Kassel untersucht,
um die klinische Diagnose zu sichern oder die Dignitét eines eventuellen Tumors fest-
zustellen. Zur Auswertung der Ergebnisse wurde nicht die klinische, sondern die histo-
pathologische Diagnose berticksichtigt. Bei den gutartigen Neoplasien wurden zusitz-
lich alle histologischen Schnitte retrospektiv auf Merkmale einer stattgefundenen Be-
gleitentzlindung, wie granulo- beziechungsweise lymphozytére Infiltrate untersucht. Hier
wurde die Infiltration des Gewebes mit Granulozyten als Hinweis auf die Anwesenheit
von Bakterien gedeutet und eine lymphozytére Infiltration als Indiz fiir ein virales Ge-
schehen interpretiert. Ebenso wurde die Anwesenheit und Lokalisation anderer immun-

kompetenter Zellen wie z.B. Makrophagen im Speicheldriisengewebe tiberpriift.

2.2.1 Virologische Diagnostik

Ziel der virologischen Diagnostik war es, in den Gewebeproben DNA des Epstein-Barr-
Virus nachzuweisen und es zuséatzlich auf ,high-risk“- und ,,low-risk“-Typen des hu-
manen Papillomavirus zu untersuchen. Hierzu wurde zunéchst die DNA aus den Gewe-
beproben isoliert. Mittels Real-Time-PCR im Light Cycler der Firma Roche (Mann-
heim) wurden die Proben anschliefend auf EBV-DNA {iberpriift.

Fiir den Nachweis von HPV-DNA wurde erneut eine PCR zur Vervielfiltigung des
Erbguts angefertigt und anschlieBend die Proben mittels eines HPV-typing Streifentests
auf HPV-DNA untersucht.
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Extraktion und Konzentration der Nukleinsiuren aus den Gewebeproben

Bevor die DNA in der PCR amplifiziert werden kann, muss sie zunédchst aus dem Zell-
verband gelost und gereinigt werden. In dieser Analyse wurde dazu das QIAamp DNA
Mini Kit der Firma QIAGEN (Hilden) verwendet, das eine Protease enthilt, die frei von
jeglicher DNase- und RNase-Aktivitdt ist, so dass das eventuell enthaltene virale Ge-
nom nicht beschiddigt werden kann. Zum Erstellen der endgiiltigen Probe geschahen
folgende Arbeitsschritte nach Routineprotokollen der Abteilung Medizinische Mikro-

biologie der Universititsmedizin Gottingen:

* Jeweils 25 mg Gewebe aus den aufgetauten Operationspriaparaten wurde zu-
ndchst zerkleinert und in einem 1,5-ml-Eppendorf-Cup mit 20 ul Proteinkinase
K und 180 pl Puffer ATL mit einem Vortex Genie 2 gemischt. Uber Nacht er-
folgte die Inkubation bei 55°C, um sowohl den Gewebeverband zu zersetzen
als auch durch die Proteinkinase K sédmtliche Proteine der Probe aufzulosen
und somit die Nukleinsduren freizusetzen.

* Nach Zugabe von 200 pl Puffer AL und Vortexen musste die Probenldsung er-
neut 10 Minuten bei 70°C inkubieren.

* Anschliefend wurden 200 pl Ethanol hinzugefiigt und erneut mit Hilfe des
Vortex gemischt.

* Es wurden des weiteren Eppendorf-Cups mit herausnehmbaren Filter-Tubes
vorbereitet, in dessen oberes Reservoir nun die Probenldsung pipettiert wurde.
Durch einminiitiges Zentrifugieren bei 8000 Umdrehungen/Minute (im Fol-
genden als U/Min abgekiirzt) wurden grof3ere feste von fliissigen Bestandteilen
getrennt.

* Nach dem Verwerfen des Durchlaufes wurde nun das Filter-Tube in einen neu-
en Eppendorf-Cup als Auffanggefdl eingesetzt. AnschlieBend wurden 500 pl
Puffer AWI in das obere Reservoir hinzugefiigt und erneut eine Minute bei
8000 U/Min zentrifugiert.

* Wiederum wurde der Durchlauf verworfen und das Filter-Tube in einen neuen
Eppendorf-Cup eingesetzt. Nachdem 500 pl Puffer AW2 in das obere Reser-
voir hinzupipettiert worden waren, erfolgte drei-miniitiges Zentrifugieren bei
14000 U/Min.

* Anschliefend wurde das Auffanggefall verworfen und das Filter-Tube in einen

sauberen 1,5-ml-Cup eingesetzt und zur Elution der viralen DNA 200 ul Puffer
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AVE in das Filter-Tube hinzugefiigt. Es erfolgte die Inkubation iiber 5 Minuten
bei Raumtemperatur mit anschlieBendem Zentrifugieren iiber eine Minute bei

8000 U/Min.

Polymerase-Kettenreaktion

Durch Polymerase-Kettenreaktion ist es moglich, einen bestimmten, definierten DNA-
Abschnitt in vitro zu vervielfdltigen. Sie wird unter Anderem zum Virusnachweis in
Zellen eingesetzt wie auch in dieser Analyse [SAIKI et al. 1988]. Fiir die PCR werden

folgende Komponenten bendtigt:

* DNA mit dem zu vervielfaltigenden Abschnitt.

* Zwei Primer, die an den jeweiligen Enden des zu vervielfdltigenden Abschnitts
ansetzen, von wo aus dann auf den jeweiligen Einzelstringen der Startpunkt fiir
die Synthese gesetzt wird. Somit ist der zu vervielfiltigende Bereich von bei-
den Seiten eingegrenzt.

* Thermostabile (taq) Polymerase zur Replikation des vorgesehenen Abschnitts.

* Desoxyribonukleosidtriphosphate, die als Bausteine fiir die DNA-Polymerase
dienen.

» Mg*"-Tonen, die fiir die Funktion der DNA-Polymerase essentiell sind.

* Pufferlosungen, die ein fiir die DNA-Polymerase ideales Arbeitsmilieu schaf-

fen.

In der ersten Phase der PCR, der Denaturierung, wird die doppelstringige DNA zu-
nichst auf 94-96°C erhitzt, um die die Stringe zusammenhaltenden Wasserstoftbriic-
kenbindungen zu brechen, so dass anschlieBend zwei Einzelstringe vorliegen. Im ersten
Zyklus wird diese Temperatur iiber einen ldngeren Zeitraum aufrecht erhalten, um si-
cherzustellen dass sowohl die gesamte DNA als auch die Primer in Einzelstrdngen vor-
liegen. Durch eine rasche Abkiihlung auf 65°C wird eine erneute Bildung von Doppel-
strangen verhindert. Wahrend der ndchsten Phase des Annealings wird die Temperatur
auf das Arbeitsoptimum des jeweiligen Primers gesenkt, das je nach Sequenz und Lange
des Primers variieren kann. In den meisten Féllen liegt die Temperatur zwischen 55-
65°C. Jetzt lagern sich die Primer an die entsprechenden Abschnitte der DNA an. Von
hier aus wird nun mit Hilfe der thermostabilen tag-Polymerase aus dem Bakterium

Thermus aquaticus, das in heiflen Quellen lebt, der entsprechende Abschnitt repliziert.
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Ihr Arbeitsoptimum erreicht die tag-Polymerase bei 72°C, weshalb die Temperatur in
dieser Phase der Elongation je nach Art der Polymerase auf 68-72°C gehalten wird. Die
Replikation beginnt am 3’-Ende am Primer und folgt dem DNA-Strang in Richtung 5°-
Ende.

Anschlieend beginnt ein erneuter Zyklus, in dem die zuvor entstandenen DNA-
Abschnitte als Matritzen fiir eine weitere Replikation dienen. Somit wird eine exponen-
tielle Vervielfiltigung des vorgesehenen DNA-Abschnitts erreicht. Nach 30-50 Zyklen
erhalten wir das Ausgangsmaterial somit 2°°- bzw. 2°°-mal. Um die Ergebnisse zu ver-
anschaulichen, kann eine Gelelektrophorese angefertigt werden. Hierzu wird das PCR-
Produkt mit einem Elektrophorese-Puffer, der DNA-interkalierendes Agens wie Ethidi-
umbromid enthélt, in ein Agarosegel gegeben. AnschlieBend wird eine Spannung ange-
schlossen, so dass die DNA-Fragmente durch das Gel zum Pluspol wandern, da sie
durch die enthaltenen Phosphatgruppen negativ geladen sind. Hierbei werden sie der
GroBe nach aufgeteilt, da die Geschwindigkeit, mit der sich die Fragmente durch das
Gel bewegen, von ihrer Masse abhédngt. Das Ethidiumbromid lagert sich an die DNA-
Doppelstrange an und macht sie nach Bestrahlung mit UV-Licht sichtbar. Durch einen
mitgefiihrten Standard oder auch Marker genannt kann die GroBBe der Fragmente an-
schlieBend abgeschitzt und das Ergebnis beurteilt werden. In Abbildung 1 ist beispiel-

haft das Bild einer von uns erstellten Gelelektrophorese dargestellt.

In dieser Studie wurde sowohl zum Nachweis von EBV als auch von HPV eine PCR

angefertigt.
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Abbildung 1: Gelelektrophorese. Die DNA-Fragmente sind nach der Elektrophorese der Grofie
nach in Banden aufgeteilt. In Kammer Nr. 9 wurde ein Marker verwendet, der zur Identifizierung
der verschiedenen Banden dient. Je kleiner die Fragmente sind, also je weniger Basenpaare sie
haben, desto weitere Strecken wandern sie in der Gelelektrophorese. An der rechten Seite ist ein
Vergleichsmarker dargestellt (PCR-Marker der Firma New England Biolabs, USA), bei dem die
Anzahl der Basenpaare und die Masse in ng der entsprechenden Banden markiert sind.

Quantitative Real-Time-PCR

Zum Nachweis der EBV-DNA wurde eine quatitative Echtzeit PCR eingesetzt, welche
zusitzlich zur Vervielfiltigung des Erbgutes zeitgleich eine Quantifizierung der ent-
standenen Produkte mit Hilfe fluoreszierender Farbstoffe ermdglicht. Die Fluoreszenz
wird bei jedem Zyklus gemessen und liefert die besten Ergebnisse in der exponentiellen
Phase. Somit ist keine Anfertigung einer Gelelektrophorese notig, da die Produkte
schon wihrend der PCR quantifiziert werden konnen. Es gibt verschiedene Methoden
eine quantitative Real-Time-PCR anzufertigen. In dieser Analyse wurde der ,,fluores-
cence resonance energy transfer* (im folgenden abgekiirzt als FRET) unter Verwendung
von Light Cycler Sonden ausgenutzt. Hierzu werden zwei spezielle Oligonukleotide, die
jeweils mit einem FRET-Donor am 3’-Ende bzw mit einem FRET-Akzeptor am 5°-
Ende markiert sind, zugesetzt. Sie binden an die Ziel-Sequenz der zu vervielfiltigenden

DNA und geben, wenn sich beide in ausreichender Ndhe zueinander befinden, bei An-
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regung durch eine Lichtquelle eine bestimmte Wellenldnge Licht ab, die am Ende jeder
Annealing-Phase gemessen wird. Diese Methode bietet neben der Quantifizierung be-

reits wihrend der PCR eine hohe Spezifitit des Assays.

Nachweis von EBV-DNA mittels Real-Time-PCR im Light Cycler

In jedem PCR-Durchgang wurde eine Positivkontrolle mitgefiihrt. Es wurden jeweils 5
pl der Probenlosung zusammen mit 15 pl EBV-LC-Mastermix in die Light Cycler Ka-
pillare gegeben. Nun wurden die Kapillaren im LC-Adapter 10 Sekunden bei maximal
3000 U/Min zentrifugiert, um eventuelle Luftbldschen als Storfaktor zu eliminieren.
Danach wurden die Kapillaren in das Probenkarussell eingesetzt, der Light Cycler pro-
grammiert und somit die PCR gestartet. AnschlieBend wurden die Ergebnisse am Com-
puter demonstriert und evaluiert. Abbildung 2 zeigt ein beispielhaftes Ergebnis der Un-
tersuchung, wobei die rote durchgingige Kurve, also Probe Nr. 25 in der Legende, die

Positivkontrolle darstellt.

Step 1: Baseline Step 2: Analysis I
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Abbildung 2: Beispielhaftes Ergebnis der Untersuchung auf EBV-DNA mittels PCR im Light Cy-
cler. Auf der Y-Achse ist die Intensitit der Fluoreszenz aufgetragen, auf der X-Achse die Anzahl
der PCR-Zyklen. Die mit dem Pfeil markierte rote Kurve beschreibt die mitgefiihrte Positivkon-
trolle. Zu erkennen ist, dass alle Proben unterhalb des Wertes der Positivkontrolle liegen, also kei-
ne der Proben positiv auf EBV getestet ist.
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Nachweis von HPV-DNA mittels HPV-typing Kit

Zum Nachweis von HPV musste zunichst ein Fragment des HPV-Genoms von ,,high-
risk“- und ,,low-risk“~-Genotypen mittels PCR amplifiziert werden. Hierzu wurde ein
HPV-typing Test der Firma GenID (Autoimmun Diagnostika GmbH, Strassberg) ver-
wendet. Je Probe wurden der Anleitung nach zwei PCR-Ansétze erstellt. Der eine Am-
plifikationsansatz wurde mit Primer-Nukleotid-Mix I, der andere mit Primer-Nukleotid-

Mix II hergestellt. Die jeweiligen Ansétze enthielten:

e 30 pl Primer-Nukleotid-Mix (PN I bzw. PN II)
* 5 ul 10-fach Polymerase-Puffer

e 1,25 ul MgCl,

* 0,2 ul tag-Polymerase der Firma Bioline

* 13,55 pl Probenldsung.

Somit erhielten wir ein Endvolumen von 50 pl fiir jeden Ansatz. In jedem PCR-

Durchlauf wurde eine Positivkontrolle mitgefiihrt.
Der Thermocycler musste fiir die PCR nach folgendem Protokoll programmiert werden:

* 1 Zyklus iiber 5 Minuten bei 95°C zur sicheren Denaturierung der DNA

* 30 Zyklen iiber
o 45 Sekunden bei 95°C zur weiteren Denaturiereung der DNA
o 45 Sekunden bei 40°C: Annealing, Primer lagern sich an die DNA an
o 30 Sekunden bei 72°C: Elongation

* 1 Zyklus iiber 8 Minuten bei 72°C zur finalen Elongation der amplifizierten

DNA-Sequenzen.

Die Proben konnten nun kurzfristig bei -4°C oder langerfristig bei -20°C aufbewahrt

werden.

Zum Nachweis der HPV-DNA wurde nun das HPV-typing Kit der Firma GenID ver-
wendet. Es dient der Differenzierung zwischen ,high-risk*- und ,,low-risk*“-Genotypen

sowie der Typisierung von HPV 16, 18, 45, 6, 11 und der 30er und 50er Genotypen.

Zunichst mussten die Reagenzien auf Raumtemperatur erwdrmt werden. Hybridisie-
rungspuffer und Stringent-Waschlosung wurden im Wasserbad auf 47°C erwirmt. Das

Konjugat-Konzentrat musste kurz vor Gebrauch mit Konjugat-Puffer im Verhiltnis
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1:100 verdiinnt und gemischt werden. Die konzentrierte Rinse-Losung wurde vor Ge-
brauch mit deionisiertem Wasser im Verhiltnis 1:5 verdinnt und anschlieBend bei

Raumtemperatur gelagert. Nun konnten die Inkubationswannen vorbereitet werden.

* In die zuvor markierten Kavititen wurden jeweils 40 pl Denaturierungsreagenz
pipettiert.

e Je 20 ul Amplifikat der beiden PCR-Ansitze wurden hinzugefiigt, gemischt und
anschliefend bei Raumtemperatur 5 Minuten inkubiert.

* In jede Kavitdt wurde 1 ml vorgewdrmter und gemischter Hybridisierungspuffer
zugegeben.

*  Nun wurden die Teststreifen mit der Pinzette aus den Roéhrchen genommen und
in die Inkubationswanne gelegt. Hierbei war besonders darauf zu achten, dass
die Streifen vollstindig von Fliissigkeit bedeckt waren und die aufgedruckte
Zahl zu sehen war.

* Es erfolgte die Inkubation iiber 30 Minuten bei 47°C im Schiittelwasserbad.

* Nach der Inkubation wurde der Hybridisierungspuffer abgegossen und die Strei-
fen zweimal mit vorgewarmter Stringent-Waschlosung bei Raumtemperatur auf
dem Horizontalschiittler gewaschen.

* Nun wurde jeweils 1 ml vorgewidrmte Stingent-Waschlosung zugegeben und un-
ter Schiitteln 15 Minuten bei 47°C im Wasserbad inkubiert.

* Nach dem Abgielen der Losung wurden die Streifen zweimal mit je 1 ml ver-
diinnter Rinse-Losung auf dem Horizontalschiittler gewaschen und die Rinse-
Losung anschlieend abgegossen.

* Je 1 ml des zuvor verdiinnten Konjugats wurde zu jedem Streifen gegeben und
30 Minuten auf dem Horizontalschiittler inkubiert.

* Nach dem AbgieBen des Konjugats wurden die Steifen dreimal je eine Minute
mit jeweils 1 ml verdiinnter Rinse-Losung auf dem Horizontalschiittler gewa-
schen.

¢ Je 1 ml auf Raumtemperatur erwarmtes Substrat wurde in die Kavitdten pipet-
tiert und 10 bis 20 Minuten auf dem Horizontalschiittler inkubiert. Die Inkubati-
onszeit war jeweils davon abhéngig, wie schnell die Farbreaktion ablief.

* Sobald eine deutliche Farbung an den Konjugatkontrollen der Streifen zu erken-
nen war, konnte die Reaktion mit zweimaligem Waschen mit destilliertem Was-

ser gestoppt werden.



Material und Methodik 30

* Jetzt konnten die Streifen mit der Pinzette aus den Kavitdten entfernt und vor-
sichtig auf Filterpapier getrocknet werden.
* Die Analyse erfolgte nach dem Trocknen der Streifen mit Hilfe eines dem

Testkit beiliegenden Evaluierungsbogens.

In Abbildung 3 ist beispielhaft der im Testkit enthaltene Evaluierungsbogen mit den
Teststreifen dargestellt. In der Legende auf der linken Seite ist angezeigt, was die ein-
zelnen Banden auf den Streifen anzeigen. Ist die Konjugatkontrolle positiv, so ist die
Reaktion korrekt abgelaufen. Die positive ,,GAP-DH® (Glyceraldehydphosphatdehy-
drogenase) zeigt an, dass in den Proben ausreichend DNA vorhanden war. ,,HPV poly*
zeigt auf, dass HPV {iberhaupt vorhanden ist. Wenn ,,HPV HR* positiv ist, sind ,,high-
risk“-Typen in der Probe enthalten. Die Banden unterhalb stehen jeweils fiir die ver-

schiedenen Virustypen.

Abbildung 3: HPV-Teststreifen auf Evaluierungsbogen mit HPV-positiven Ergebnissen fiir HPV 18
bei Nr. 7, 8 und 11, die bei der Untersuchung von Warthin-Tumoren aufgetreten waren. In der
Legende auf der linken Seite ist zu erkennen, welche Markierungen fiir welchen Virustyp stehen.
Die positive ,,GAP-DH* (Glyceraldehydphosphatdehydrogenase) zeigt an, dass in den Proben aus-
reichend DNA vorhanden war. ,,HPV poly“ zeigt auf, dass HPV iiberhaupt vorhanden ist. Wenn
»HPV HR* positiv ist, sind ,,high-risk“-Typen in der Probe enthalten. Die Banden unterhalb stehen
jeweils fiir die verschiedenen Virustypen. Bei Probe Nr. 7 und 8 sind positive Ergebnisse fiir die
Testung auf ,,high-risk“-HPV-Typen, niimlich HPV 18 zu verzeichnen.
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Um sicherzustellen, dass ausreichend DNA in den Probenldsungen enthalten war, wur-
de bei allen Proben die enthaltene DNA-Menge mit Hilfe des Fotometers ermittelt.
Hierzu wurden jeweils 7 ul der Probe auf 63 pl TE-Puffer pipettiert und anschlieend
im Fotometer gemessen. Zur Kontrolle dieser Ergebnisse wurde von 6 zufillig ausge-
wihlten Patienten eine Haemo-PCR angefertigt, mit der das Himoglobin-Gen in der
menschlichen DNA nachgewiesen wurde. Das Himoglobin-Gen ist in der menschlichen
DNA jeweils nur einmal enthalten. Kann es nachgewiesen werden, zeigt dieses Ergeb-
nis auf, dass ausreichend Erbgut in der Probe enthalten ist, um einen anderen Nachweis

durchfiihren zu konnen.
Der zur Haemo-PCR verwendete Mastermix setzte sich wie folgt zusammen:

e 5ul  10x Puffer

e 0,5ul dNTP 25 mM

e 1lul Haemos 10 mM
e 1ul Haemoas 10 mM
* 0,75 ul MgCl, 100 mM

* 0,2 ul tag-Polymerase.

Die erhaltenen 8,45 pl Mastermix wurden mit 1 pl RNase und 40,55 pul der jeweiligen
Patientenprobe vermischt. Danach wurde eine PCR im Thermocycler durchgefiihrt. Nun
wurden die erhaltenen Proben unter Beriicksichtigung der im Fotometer gemessenen
DNA-Mengen so weit mit destilliertem Wasser verdiinnt, dass jeweils 100 ng DNA in
der Losung enthalten waren. AnschlieBend wurde jede Losung in die jeweilige Kammer
des vorbereiteten Agarosegels pipettiert. Abbildung 4 zeigt die Gelelektrophorese mit

den mit Ethidiumbromid fiir das Bild sichtbar gemachten Banden.
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Abbildung 4: Gelelektrophorese; Nr. 1-6 sind zufillig ausgewiihlte Proben; Nr. 7 Negativkontrolle;
Nr. 8 Positivkontrolle; Nr. 9 Marker DNA zur Groéfienidentifizierung der verschiedenen Banden.
Rechts neben dem Foto unserer Gelelektrophorese ein PCR-Marker der Firma New England Bio-
labs (USA) mit Markierung der Grofien der Basenpaare und der Masse fiir die jeweiligen Banden.
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3. Ergebnisse

3.1 Alters- und Geschlechtsverteilung

Unter den insgesamt 116 Patienten, die an der Untersuchung teilnahmen, befanden sich

49 Frauen und 67 Minner. Abbildung 5 und Tabelle 1 geben einen Uberblick iiber die

Alters- und Geschlechtsverteilung aller Patienten. Bei der Verteilung der Geschlechter

fillt ein Ubergewicht an minnlichen Patienten auf. Eine Ausnahme bildet das pleo-

morphe Adenom, bei dem eine leicht erhdhte Pravalenz beim weiblichen Geschlecht

liegt.

Ebenso fallen Differenzen in der Altersverteilung auf. Wihrend von den weiblichen

Patienten 32.65 % jlinger als 40 Jahre sind, betrdgt der Anteil der mannlichen Patienten

in dieser Altersgruppe lediglich 13,44 %.

Frauen Minner Gesamt
Alter in | n=49 % n=67 % n=116 %
Lebensde-
kaden
I 1 2,04 0 0 1 0,86
11 2 4,08 0 0 2 1,72
I 4 8,16 2 2,99 6 5,17
v 9 18,37 7 10,45 16 13,79
\% 6 12,24 12 17,91 18 15,52
VI 9 18,37 14 20,90 23 19,83
A% 1 8 16,33 12 17,91 20 17,24
VIII 7 14,29 17 25,37 24 20,69
IX 2 4,08 3 4,48 5 4,31
X 1 2,04 0 0 1 0,86
Gesamt 49 42,24 67 57,76 116 100

Tabelle 1: Alters- und Geschlechtsverteilung der untersuchten Patienten
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Abbildung 5: Alters- und Geschlechtsverteilung; X-Achse: Lebensdekade; Y-Achse: Anteil des
jeweiligen Geschlechts in Prozent

3.2 Pathologische Entititen

3.2.1 Ubersicht der untersuchten pathologischen Entitiiten

Die Gruppe der Tumoren stellt, gefolgt von den Sialadenitiden, den GroBteil der Patho-
logien dar. Zusammen machen diese beiden Gruppen 91,38 % der Fille in der Analyse
aus. Tabelle 2 und Abbildung 6 zeigen eine Ubersicht der Verteilung der Pathologien,
welche die typischen Operationsindikationen der Glandula parotis und Glandula sub-
mandibularis darstellen. Die Verteilungen beziehen sich jeweils auf die 116 von uns
untersuchten Félle. In der Gruppe ,,Andere* sind Sialadenosen, Zysten und gesundes

Gewebe zusammengefasst.

n=116 Tumore Sialadenitiden Andere

n=72 % n=234 % n=10 %
Frauen 28 24,14 14 12,07 7 6,03
Mainner 44 37,93 20 17,24 3 2,59
Gesamt 72 62,07 34 29,31 10 8,62

Tabelle 2: Hauptgruppen untersuchter pathologischer Entitiiten
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Abbildung 6: Hauptgruppen untersuchter pathologischer Entititen

3.2.2 Verteilung der Hauptgruppen pathologischer Entititen auf die verschiedenen
Kopfspeicheldriisen

Die Verteilung der Entitdten auf die groBen Kopfspeicheldriisen Glandula parotis und
Glandula submandibularis ist in Tabelle 3 und Abbildung 7 dargestellt. Deutlich wird
ein sehr ungleiches Verhiltnis von 83,62 % (Glandula parotis) zu 16,38 % (Glandula
submandibularis). Bei den Tumoren ist die Abweichung bei der Verteilung sehr offen-
sichtlich zu erkennen. Wéhrend in der Glandula parotis 95,83 % der Tumoren lokalisiert
sind, befinden sich nur 4,17 % in der Glandula submandibularis. Im Gegensatz dazu ist
die Verteilung bei den Sialadenitiden von 58,82 % (Glandula parotis) zu 41,18 %
(Glandula submandibularis) nahezu ausgeglichen. Bezieht man die Entititen auf die
Gesamtzahl der Patienten, wird die gleichmiBigere Verteilung der Sialadenitiden von
17,24 % (Glandula parotis) zu 12,07 % (Glandula submandibularis) erneut erkennbar.
Demgegeniiber siecht man bei den Tumoren bezogen auf die 116 Félle ein deutliches
Ungleichgewicht in der Verteilung von nur 2,58 % in der Glandula submandibularis zu

59,48 % in der Glandula parotis.
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Tumoren Chronische Andere Gesamt
Sialadenitis
n=116 n=72 | % n=34| % n=10 | % n=116 | %
Glandula paro- | 69 95,83 | 20 58,82 | 8 80 97 83,62
tGlslandula sub- | 3 4,17 14 41,18 | 2 20 19 16,38
mandibularis

Tabelle 3: Entitidtenverteilung auf die jeweiligen Kopfspeicheldriisen
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Abbildung 7: Entititenverteilung auf die jeweiligen Kopfspeicheldriisen

3.2.3 Geschlechtsverteilung der Diagnosen

Auftallig wird bei der Geschlechtsverteilung der untersuchten Entitéten, die in Tabelle

4 und Abbildung 8 dargestellt ist, dass méannliche Patienten in nahezu jeder Entitét in

der Mehrzahl vertreten sind. Eine Ausnahme ist nur bei den pleomorphen Adenomen zu

finden, bei welchen die Zahl der weiblichen Patienten leicht iiberwiegt. Insgesamt sind

57,76 % der Pathologien bei médnnlichen Patienten aufgetreten. Hingegen sind 42,24 %

der untersuchten Prédparate bei weiblichen Patienten entnommen worden. Die grofBten

Gruppen unter den einzelnen Entititen werden von Warthin-Tumoren und chronischen

Sialadenititden gebildet. In 35 Féllen wurden histologisch Warthin-Tumoren festge-

stellt, was bezogen auf die gesamte Patientenzahl 30,17 % ausmacht. In 34 Fillen wur-
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den chronische Sialadenitiden diagnostiziert, die mit 29,31 % die zweitgrofte Gruppe in
unserer Untersuchung darstellen. In 25 Fillen der von uns untersuchten Priparate han-
delte es sich um pleomorphe Adenome, die folglich mit 21,54 % vertreten sind. In der
Gruppe der Karzinome sind sowohl maligne Tumoren der grof3en Kopfspeicheldriisen
als auch Plattenepithelkarzinome, Parotiskarzinome und eine Lymphangiosis carcino-
matosa der Glandula submandibularis zusammengefasst. Sie machen insgesamt 6,9 %
der untersuchten Préparate aus. Die Gruppe der ,,anderen Tumoren® mit insgesamt
3,45 % setzt sich zusammen aus zwei Non-Hodgkin-Lymphomen, einem lipomatdsen
Tumor sowie einem Myoepitheliom. Unter ,,gesundes Gewebe* sind die Fille zusam-
mengefasst, bei denen die Operationsindikation eine unklare Raumforderung gewesen
ist, oder eine klinisch unklare Diagnose gestellt wurde, jedoch die histologische Dia-
gnostik keinen pathologischen Befund feststellen konnte. Es wurde also in diesen drei

Féllen lediglich gesundes Speicheldriisengewebe untersucht.

= | Pleo- Warthin- Chr. Siala- | Karzinom | Sialadeno- Andere Gesundes | Zyste Gesamt
116 | morphes Tumor denitits sen Tumoren Gewebe
Adenom
n % n % n % n % n % n % n % n % n %
13 | 11,20 | 11 | 9,48 14 | 12,07 | 4 345 | 3 2,59 0 0 2 1,72 | 2 1,72 | 49 | 42,24
12 | 10,34 |24 | 20,69 |20 | 1724 | 4 345 | 1 0,86 4 345 | 1 0,86 | 1 0,86 | 67 | 57,76

Tabelle 4: Untersuchte Entitiiten und Geschlechtsverteilung
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Abbildung 8: Untersuchte pathologische Entititen und Geschlechtsverteilung

3.3 Ergebnisse der virologischen Untersuchung bei verschiedenen Pathologien der

groflen Kopfspeicheldriisen

Es werden folgend die Ergebnisse der virologischen Untersuchungen vorgestellt. Wie
bereits im Kapitel ,,Material und Methodik* erldutert, ist der EBV-Nachweis durch eine
quantitative Real-Time-PCR erfolgt und die Untersuchung der Proben auf HPV geschah
mit Hilfe einer PCR und eines HPV-typing Kits.
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3.3.1 Nachweis von Epstein-Barr-Virus bei verschiedenen pathologischen Entititen

Tabelle 5 gibt einen Uberblick iiber den Nachweis von EBV bei den verschiedenen

pathologischen Entitéten.

Pleomorphes | Warthin | Karzinome | Chronische | Sialadenose | Andere Tumoren,
Adenom -Tumor Sialadenitis Zysten, gesundes
Gewebe

EBV 0 1 0 0 0 0

positiv

EBV 25 34 8 34 4 10

negativ

gesamt 25 35 8 34 4 10

Tabelle 5: EBV-DNA Nachweis bei verschiedenen pathologischen Entititen

Pleomorphes Adenom

Es wurden insgesamt in dieser Analyse 25 pleomorphe Adenome untersucht, von denen

13 bei weiblichen und 12 bei ménnlichen Patienten aufgetreten sind. In den Abbildun-

gen 9 und 10 sind exemplarisch histologische Schnitte durch pleomorphe Adenome

dargestellt.

In keinem der von uns untersuchten Préparate der pleomorphen Adenome reichte die in

der quantitativen Real-Time-PCR nachgewiesene Menge von EBV-DNA fiir die zuver-

lassige Aussage einer Besiedlung des Tumors mit EBV aus. Es konnte somit in keinem

der Tumoren eine sichere Besiedlung mit EBV nachgewiesen werden.
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Abbildung 9: Histologischer Schnitt durch ein umkapseltes pleomorphes Adenom (HE-Firbung,
40fache Vergrofierung). In der oberen Bildhilfte sind die mit dem diinnen Pfeil markierten Aus-
filhrungsgéinge der Driise zu erkennen. Der kurze, dicke Pfeil markiert chondroide Matrix (aus
PEEL und SEETHALA 2007, S.46).

Abbildung 10: Histologischer Schnitt durch ein pleomorphes Adenom mit myoepithelialen Zellen,
die einem epithelialen-myoepithelialen Karzinom dhneln (HE-Féirbung, 100fache Vergriéfierung).
Durch die schwarzen Pfeile sind plattenepitheliale Metaplasien gekennzeichnet (aus PEEL und
SEETHALA 2007, S.46).
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Warthin-Tumor

Bei 35 der untersuchten Priaparate handelte es sich um Zystadenolymphome, die auch
unter dem Namen ,,Warthin-Tumoren® bekannt sind. Von diesen traten 11 bei weibli-
chen und 24 bei ménnlichen Patienten auf. Abbildung 11 zeigt beispielhaft den histolo-
gischen Schnitt durch einen Warthin-Tumor. In Abbildung 12 ist ein histologisches
Bild eines sogenannten infarzierten oder infizierten Warthin-Tumors mit den fiir diesen
Subtyp charakteristischen plattenepithelialen Metaplasien dargestellt. Die fibrotischen

Areale sind durch die kurzen Pfeile gekennzeichnet.

Bei der angefertigten quantitativen Real-Time-PCR wurde lediglich in einem der
Warthin-Tumoren eine Besiedlung mit EBV nachgewiesen jedoch mit sehr geringer
Viruslast. Bei zwei weiteren Priparaten konnte EBV-DNA nachgewiesen werden, aller-
dings reichte die nachgewiesene Menge definitionsgemil3 nicht aus, um eine sichere
Infektion zu bestétigen. Somit ist in unserer Untersuchung nur ein positiv auf EBV ge-
testeter Warthin-Tumor zu verzeichnen. In Abbildung 13 ist das Ergebnis der Real-
Time-PCR dargestellt. Die rote mit dem diinnen Pfeil markierte Linie zeigt die Min-
destmenge an DNA an, die fiir ein positives Ergebnis fiir EBV in der Probe enthalten
sein muss. Die mit dem dicken Pfeil markierte Linie zeigt die von uns als positiv ange-

sehene Probe mit sehr geringer Viruslast.
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Abbildung 11: Histologischer Schnitt durch einen Warthin-Tumor (HE-Firbung, 40fache Vergro-
Berung). Die mit den dickeren Pfeilen markierten zystischen Areale sind von onkozytotischen hoch-
zylindrischen Zellen umgeben, die in ein lymphoides Stroma eingebettet sind, das mit dem diinnen
Pfeil gekennzeichnet ist (aus PEEL und SEETHALA 2007, S. 53).

Abbildung 12: Histologischer Schnitt durch einen infarzierten Warthin-Tumor (HE-Firbung,
100fache Vergrofierung). Die kurzen Pfeile kennzeichnen plattenepitheliale Metaplasien, der lange
Pfeil weist auf lymphoide Infiltration hin und der gestrichelte Pfeil zeigt auf die fiir Warthin-
Tumoren typischen zystischen Areale (aus PEEL und SEETHALA 2007, S. 53)
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Abbildung 13: Ergebnis der Untersuchung auf EBV mit quantitativer Real-Time-PCR. Die mit
dem diinnen Pfeil markierte Kurve ist die Positivkontrolle. Die mit dem dicken Pfeil markierte
Kurve stellt das mit sehr geringer Viruslast von uns als positiv interpretierte Ergebnis dar. Die
anderen Kurven stellen negativ auf EBV getestete Proben dar. Auf der X-Achse ist die Anzahl der
abgelaufenen Zyklen angezeigt, auf der Y-Achse die Intensitiit der Fluoreszenz.

Karzinome

In der Gruppe der Karzinome sind 6 Plattenepithelkarzinome, eine Lymphangiosis car-
cinomatosa und ein Adenokarzinom zusammengefasst. Vier der Plattenepithelkarzino-
me sind bei ménnlichen Patienten aufgetreten und zwei bei weiblichen. Die Lymphan-
giosis carcinomatosa sowie das Adenokarzinom wurden bei weiblichen Patientinnen
diagnostiziert. Bei der Untersuchung dieser 8 Karzinome konnte ebenfalls keine EBV-

DNA nachgewiesen werden, die eine Infektion mit EBV bestitigt hétte.

Chronische Sialadenitis

Von den insgesamt 34 chronischen Sialadenitiden, die in der Analyse untersucht wur-
den, waren 14 der Erkrankten weiblich und 20 ménnlich. In keinem der Priparate konn-
te EBV-DNA nachgewiesen werden. In Abbildung 14 ist ein histologischer Schnitt
durch eine chronische Sialadenitis dargestellt, in der eine Infiltration mit Lymphozyten

sowie eine Fibrose zu erkennen ist.
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Abbildung 14: Histologischer Schnitt durch eine chronische Sialadenitis (HE-Firbung, 200fache
Vergrofierung). Der dicke Pfeil markiert den von zweireihig hochprismatischem Epithel umgebe-
nen Ausfiihrungsgang. Im angrenzenden Parenchym ist keine Driisenléippchenstruktur mehr zu
erkennen sondern eine Vernarbung mit Lymphozyten- und Plasmazellinfiltraiton. Der schmale
Pfeil zeigt einen Lymphfollikel und der gestrichelte Pfeil weist auf fibrotische Areale hin

(Quelle: http://www.kgu.de/zmorph/histopatho/patho/pub/data/kh/de/013_b.html)

Sialadenose

Von den insgesamt vier Sialadenosen sind drei bei weiblichen und eine bei einem
mannlichen Patienten aufgetreten. Hier konnte mit Hilfe der Real-Time-PCR keine In-

fektion mit EBV nachgewiesen werden.

Andere Tumoren, Zysten, gesundes Gewebe

In dieser Gruppe sind unter Tumoren ein Myoepitheliom, ein lipomatéser Tumor, sowie
zwei Non-Hodgkin-Lymphome zusammengefasst. Aullerdem drei Zysten und drei un-
tersuchte Préparate gesunden Parotisgewebes. Es konnte in keinem der Priparate EBV-
DNA nachgewiesen werden, so dass davon ausgegangen werden kann, dass bei keiner

der Proben eine Infektion mit EBV vorlag.
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3.3.2 Ergebnisse der virologischen Untersuchung auf Humane Papillomaviren

Die Priparate wurden mit Hilfe eines HPV-typing Streifentests auf ,,high-risk“- und
,Jlow-risk“-Typen des humanen Papillomavirus untersucht. Tabelle 6 gibt einen Uber-

blick tiber die Ergebnisse des Nachweises auf HPV bei den verschiedenen untersuchten

Pathologien.
Pleomorphes | Warthin- | Karzinome | Chronische Sialadenose | Andere Tu-
Adenom Tumor Sialadenitis more, Zy-
sten, gesun-
des Gewebe
HPV 0 3 0 0 0 0
positiv
HPV 25 32 8 34 4 10
negativ
gesamt 25 35 8 34 4 10

Tabelle 6: HPV-DNA Nachweis bei verschiedenen pathologischen Entitiiten

Pleomorphes Adenom

Bei 25 der insgesamt 116 untersuchten Priparate handelte es sich um pleomorphe Ade-
nome, von denen 13 bei weiblichen und 12 bei minnlichen Patienten aufgetreten waren.
Es konnte nach erfolgter PCR mit Hilfe des HPV-Streifentests bei keinem der Préparate

eine Infektion mit humanen Papillomaviren nachgewiesen werden.

Warthin-Tumor

Von den insgesamt 35 untersuchten Warthin-Tumoren sind 11 bei weiblichen und 24
bei ménnlichen Patienten aufgetreten. Eine Besiedlung mit dem ,,high-risk“-Typ 18 des
humanen Papillomavirus konnte in drei Féllen nachgewiesen werden. Von diesen drei
Patienten waren zwei weiblich und einer minnlich. Die {ibrigen 32 Priparate enthielten
keine nachweisbaren Mengen an HPV-DNA. In Abbildung 15 ist der Evaluationsbogen
mit HPV-18-positiven Ergebnissen in Nr. 7,8 und 11 dargestellt.
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Abbildung 15: HPV-Teststreifen auf Evaluierungsbogen mit bei Warthin-Tumoren aufgetretenen
HPV-positiven Ergebnissen fiir HPV 18 bei Nr. 7, 8 und 11. Die Pfeile weisen auf die Markierungen
der Teststreifen hin, die sich bei im Priparat enthaltenen ,high-risk“-HPV-Typen einfirben. Die
mit Kreisen markierten Farbungen der Teststreifen weisen die Priasenz von HPV 18 nach.

Karzinom

In den 8 Fiéllen, in denen ein Karzinom diagnostiziert wurde, konnte keine HPV-DNA
nachgewiesen werden. Vier Karzinome waren bei weiblichen und vier bei mannlichen

Patienten aufgetreten.

Chronische Sialadenitis

Bei den insgesamt 34 untersuchten Sialadenitiden, von denen 14 bei weiblichen und 20
bei minnlichen Patienten aufgetreten waren, konnte ebenfalls keine HPV-DNA gefun-

den werden, die den Nachweis einer Infektion erbracht hitte.
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Sialadenose

Es wurden in der Analyse vier Sialadenosen untersucht, von denen drei bei weiblichen
und eine bei einem ménnlichen Patienten aufgetreten sind. Der Nachweis einer HPV-

Infektion konnte jedoch in keinem der Priparate erbracht werden.

Andere Tumoren, Zysten und gesundes Gewebe

In dieser Gruppe wurden, wie oben bereits erwéhnt, drei verschiedene Tumorentitéten,
drei Zysten und drei Préparate mit gesundem Parotisgewebe zusammengefasst. Auch
hier konnte kein Nachweis einer Besiedlung des Gewebes mit humanen Papillomaviren

erbracht werden.
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4. Diskussion der Ergebnisse

4.1 Patienten- und Altersverteilung

Um der Frage nachzugehen, ob es sich um ein fiir die jeweilige pathologische Entitit
reprasentatives Patientenkollektiv handelt, soll die Alters- und Geschlechtsverteilung

der in die Analyse eingeschlossenen Patienten zunichst begutachtet werden.

Betrachtet man die Geschlechtsverteilung der 116 an der Studie teilnehmenden Patien-
ten, ist zu erkennen, dass mit 57,76 % mehr Mianner unter den Teilnehmern sind als
Frauen, die mit 42,24 % vertreten sind. Dies ist dadurch begriindet, dass der Tumoran-
teil der in dieser Analyse untersuchten Speicheldriisenproben mit 61,21 % iiberwiegt
und Minner hdufiger von Speicheldriisentumoren betroffen sind als Frauen. Die Alters-
verteilung der Teilnehmer dieser Untersuchung zeigt bei den Frauen zwei Gipfel, einen
bei 50-70 Jahren und einen bei 20-40 Jahren. Die meisten Ménner sind zur Zeit der Da-
tenerfassung 60-80 Jahre alt. Dies spiegelt weitgehend die fiir die untersuchten Erkran-
kungen typische Epidemiologie aus dem Speicheldriisenregister Hamburg wieder [SEI-

FERT et al. 1996].

Beziiglich der pleomorphen Adenome ergibt sich eine repridsentative Alters- und Ge-
schlechtsverteilung mit einem leichten Uberschuss weiblicher Patienten von 52 % ge-
geniiber 48 % und einem Altersgipfel im fiinften Lebensjahrzehnt bei den méannlichen
und im vierten Lebensjahrzehnt bei den weiblichen Patienten. Beim pleomorphen Ade-
nom ist das durchschnittliche Erkrankungsalter der weiblichen Patienten geringer als
das der ménnlichen. Betrachtet man beide Geschlechter hinsichtlich des durchschnittli-
chen Erkrankungsalters, liegt dieses beim pleomorphen Adenom bei 46 Jahren mit ei-

nem leichten Uberwiegen weiblicher Patienten [PEEL und SEETHALA 2007].

Wie dem Speicheldriisenregister Hamburg nach zu erwarten war, liegt bei der Ge-
schlechtsverteilung beim Warthin-Tumor ein deutliches Ubergewicht ménnlicher Pati-
enten mit 68,57% gegeniiber 31,43 % weiblicher Patienten vor. Auch bei der Auswer-

tung der Altersverteilung zeigen sich fiir das Speicheldriisenregister Hamburg reprasen-
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tative Werte mit einem Gipfel im sechsten Lebensjahrzehnt bei den ménnlichen und im

siebten Lebensjahrzehnt bei den weiblichen Patienten.

Bei lediglich 6,9 % der Fille handelte es sich um Karzinome der Glandula parotis und
Glandula submandibularis. Vier dieser Karzinome traten bei Frauen und vier bei Man-
nern auf. Fiir maligne Tumoren wiire ein leichtes Uberwiegen minnlicher Patienten zu
erwarten. Aufgrund der geringen Anzahl an Karzinomen ist diese Abweichung jedoch

zu vernachléssigen.

Die untersuchten Fille chronischer Sialadenitiden stimmen beziiglich ihrer Altersvertei-
lung mit einem Gipfel im vierten bis fiinften Lebensjahrzehnt mit der in der Literatur
beschriebenen weitgehend iiberein [BAURMASH 2004, SEIFERT 1997]. In der Ge-
schlechtsverteilung findet sich jedoch entgegen der Literatur ein Uberwiegen ménnli-
cher Patienten von 20 Fillen, also 58,82 % gegeniiber 14 Fillen bei weiblichen Patien-
ten aufgetretenen Sialadenitiden, die 41,18 % entsprechen. Davon befanden sich dem
Speicheldriisenregister Hamburg widersprechend 20 Sialadenitiden in der Glandula
parotis und 14 in der Glandula submandibularis. In der Atiologie des Speicheldriisenre-
gisters sind zwei Drittel der Sialadenitiden in der Glandula submandibularis und nur ein

Drittel in der Glandula parotis lokalisiert.

Die Verteilung der Entitdten auf die verschiedenen Speicheldriisen spiegelt grob die des
Speicheldriisenregisters Hamburg wieder, in dem 90 % der Entitdten in der Glandula
parotis lokalisiert sind [SEIFERT et al. 1996]. In dieser Untersuchung sind 83,62 % der
Pathologien in der Glandula parotis und 16,38 % in der Glandula submandibularis auf-

getreten.

4.2 Epstein-Barr-Virus

In dieser Untersuchung wurden die Prdparate mit Real-Time-PCR auf Epstein-Barr-
Virus untersucht. Diese Methode wird standardmiflig im Rountinelabor zur Verifizie-
rung einer aktiven EBV-Infektion verwendet. Da wir angenommen haben, dass bei
durch eine EBV-Infektion entstandenen Tumoren eine aktive Infektion vorliegen muss,

haben wir uns fiir diese Methode entschieden.
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4.2.1 Ergebnisse der Untersuchung auf Epstein-Barr-Virus bei pleomorphem Ade-

nom

Die Ursache fiir die Entstehung des pleomorphen Adenoms ist immer noch unbekannt.
Bei der Inzidenz ist ein leichtes Uberwiegen des weiblichen Geschlechts zu verzeichnen
mit einem mittleren Erkrankungsalter von 52 Jahren und einem gehduften Auftreten in
Ballungszentren [ROMER et al. 2008]. Risikofaktoren fiir die Entstehung eines pleo-
morphen Adenoms sind bisher nicht bekannt. Obwohl Nikotinabusus in der Genese
vieler benigner und maligner Tumoren eine Rolle spielt, konnte dieser Zusammenhang
fiir das pleomorphe Adenom nicht bestétigt werden [SADETZKI et al. 2008]. Ein Zu-
sammenhang zwischen einer Infektion mit Epstein-Barr-Virus wurde vermutet und so-
mit bereits mehrfach untersucht. In der Literatur waren nur vereinzelt Untersuchungen
auffindbar, in denen EBV-DNA in pleomorphen Adenomen nachgewiesen werden
konnte. Eines von drei im Nasenseptum aufgetretenen pleomorphen Adenomen konnte
positiv auf EBV getestet werden, was laut der Autoren fiir eine Beeinflussung der Ent-
stehung eines pleomorphen Adenoms durch eine Infektion mit EBV spricht [MALIN-
VAUD et al. 2006].

In einer Studie von ATULA et al. konnte 1998 bei lediglich einem von 19 pleomorphen
Adenomen EBV-DNA nachgewiesen werden. Ebenso verhilt es sich bei einer Untersu-
chung von TAIRA et al. [1992], in der bei nur 2 von 26 pleomorphen Adenomen EBV-
DNA gefunden werden konnte. In einer aktuelleren Arbeit wird ein Zusammenhang von
EBV mit der Entwicklung eines pleomorphen Adenoms verneint. Bei keinem der 24
untersuchten Préparate konnte eine Infektion mit EBV festgestellt werden [LAANE et
al. 2002]. Somit wurde kein Zusammenhang vermutet, jedoch fordern die Autoren zur

Bestitigung ihres Ergebnisses weitere Untersuchungen mit groferen Patientengruppen.

Unsere Analyse, in der 25 pleomorphe Adenome auf EBV-DNA untersucht wurden,
kann diese Aussage bestitigen. In keinem der in unserer Untersuchung eingeschlosse-
nen Priparate konnte eine Infektion mit EBV nachgewiesen werden. Daher kann nach
der vorliegenden Literatur davon ausgegangen werden, dass beziiglich der Entstehung
dieses benignen Tumors EBV keine gravierende Rolle spielt. Die vereinzelt positiv auf
EBV getesteten pleomorphen Adenome sind jedoch nicht zu ignorieren. Daher ist es
sicherlich relevant, weitere Untersuchungen zu diesem Zusammenhang anzustellen, um

die Sachlage vollends zu kldren.
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4.2.2 Ergebnisse der Untersuchung auf Epstein-Barr-Virus bei Warthin-Tumor

Der Zusammenhang einer Infektion mit Epstein-Barr Virus mit der Entstehung des
Warthin-Tumors wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Im asiatischen Raum sind
EBV-assoziierte Tumoren weitaus hiufiger als z.B. bei der kaukasischen Bevolkerung.
In einer aus Tokyo stammenden Untersuchung wurde in allen sieben getesteten
Warthin-Tumoren EBV-DNA nachgewiesen [TAIRA et al. 1992]. Ebenfalls im asiati-
schen Raum wurde die enge Beziehung einer bilateralen oder multiplen Ausbildung von
Warthin-Tumoren mit einer EBV-Infektion festgestellt. Es wurden 75 Proben von
Warthin-Tumoren untersucht, wobei 62 einfache und 13 bilaterale bzw. multiple Tumo-
ren getestet wurden. Vergleichend tiberpriifte die Arbeitsgruppe 20 Praparate gesunden
Parotisgewebes, in denen in 3 Féllen EBV-DNA nachgewiesen werden konnte. In 13
der 62 Préparate der unilateralen und 9 der 13 Proben der bilateralen Tumoren konnte
eine Infektion mit EBV gesichert werden. Somit schien es sehr naheliegend, dass eine
EBV-Infektion die Entstehung multipler Warthin-Tumoren fordert [WANG et al. 1999].
In einer dhnlichen, nicht aus dem asiatischen Raum stammenden Studie konnte diese
Theorie ebenfalls untermauert werden. Die multiplen oder bilateral aufgetretenen Tu-
moren waren in 86,7 % EBV-positiv, wohingegen von den einseitig aufgetretenen Tu-
moren nur in 16,7 % der Fille eine Infektion mit EBV nachgewiesen werden konnte

[SANTUCCI et al. 1993].

Andererseits wurde auch in vielen Untersuchungen keine Assoziation der Entstehung
von Warthin-Tumoren mit EBV-Infektionen festgestellt. Obwohl in einer Analyse mit-
tels PCR EBV-DNA in 61,9 % der Warthin-Tumoren nachgewiesen wurde und 19,0 %
der neoplastischen Zellkerne EBV-DNA enthielten, wurde die Schlussfolgerung ge-
stellt, dass die EBV-Infektion der Patienten nicht mit der Tumorgenese in Verbindung
steht, da keine monoklonale Expansion der mit EBV infizierten neoplastischen Zellen
festzustellen war [OGATA et al. 1997]. Wiahrend in dieser Studie noch drei multiple
Warthin-Tumoren enthalten waren, wurden in den nachfolgend prisentierten Analysen

lediglich singuldre Tumoren untersucht.

Sowohl in den neoplastischen Zellen als auch in dem den Tumor umgebenden Gewebe
konnte in der Untersuchung von VAN HEERDEN et al. [1999] bei 20 Warthin-
Tumoren keine EBV-DNA nachgewiesen werden. Ebenso vermuten KARJA et al.
[1997] eine andersartige Tumorgenese als eine EBV-Infektion, da sie in 219 Speichel-

driisentumoren, von denen 106 maligne und 113 benigne waren, keine EBV-DNA
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nachweisen konnten. Auch die 17 in der Studie enthaltenen Warthin-Tumoren, die zu-
nichst bei der in situ Hybridisierung ein schwaches Signal abgaben, wurden mittels
PCR negativ auf EBV getestet. Andere dtiologische Faktoren werden auch von LAANE
et al. [2002] vermutet, die in keinem der zehn in die Studie einbezogenen Warthin-

Tumoren eine Infektion mit EBV nachweisen konnten.

Die Ergebnisse der vorliegenden Analyse unterstiitzen ebenfalls eher die Vermutung
einer EBV-unabhéngigen Tumorgenese, obwohl bei einem der 35 von uns untersuchten
Warthin-Tumoren EBV nachgewiesen werden konnte. Allerdings zeigte die quantitative
Real-Time-PCR nur eine sehr geringe Viruslast, so dass die Infektion hochstwahr-
scheinlich nicht ursichlich fiir die Tumorentstehung gewesen ist und es sich eventuell

lediglich um einen Zufallsbefund handelt.

4.2.3 Ergebnisse der Untersuchung auf Epstein-Barr-Virus bei Karzinomen der

groflen Kopfspeicheldriisen

Da die Infektion mit Epstein-Barr-Virus nachweislich die Entstehung von Tumoren im
Oropharynx hervorruft, wurde bereits in diversen Studien der Zusammenhang zwischen
EBV und der Entwicklung von Speicheldriisentumoren untersucht. Durch die enge to-
pographische Beziehung der Speicheldriisen zum Oropharynx ist eine Ausweitung einer
bestehenden Infektion auf die Driisen durchaus nachvollziehbar [KIM et al. 1999]. Bei
einer angenommenen Kanzerogenitit des Epstein-Barr-Virus konnte somit auch eine

Tumorentstehung in der Speicheldriise begiinstigt werden.

Bisher konnte bei lymphoepithelialen Speicheldriisentumoren, undifferenzierten Karzi-
nomen der Speicheldriisen und Lymphomen eine eventuelle Assoziation mit EBV nicht
festgestellt werden. Weder bei verschiedenen Tumorentititen bei Kindern, noch bei der
Untersuchung verschiedener maligner Pathologien bei Erwachsenen konnte eine urséch-
liche EBV-Infektion dokumentiert werden [VENKATESWARAN et al. 2000]. In der
Gruppe der verschiedenen Tumorentitidten einer Untersuchung befanden sich Azinus-
zellkarzinome, Lymphome, Plattenepithelkarzinome, Adenokarzinome, Mukoepider-
moidkarzinome und ein epithelial-myoepitheliales Karzinom. Von diesen konnte keines
positiv auf EBV getestet werden [ATULA et al.1998]. In einer weiteren Analyse konnte
lediglich bei den in der Untersuchung eingeschlossenen lymphoepitheliom-artigen Kar-

zinomen Epstein-Barr-Virus nachgewiesen werden. Bei allen anderen Tumorentitéten,
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unter denen sich unter anderem auch undifferenzierte Karzinome und Plattenepithelkar-
zinome befanden, konnte keine EBV-DNA gefunden werden. Darauthin wurde die
Schlussfolgerung gestellt, dass auBler bei lymphoepithelialen Tumoren keine Assoziati-
on einer EBV-Infektion mit der Karzinomentstehung der Speicheldriisen besteht [TSAI
et al. 1996].

Diese Auffassung wird durch unsere Untersuchungsergebnisse unterstiitzt, da in dieser
Analyse bei keinem der acht von uns untersuchten Karzinome EBV-DNA nachgewie-
sen werden konnte. Somit ist davon auszugehen, dass eine EBV-Infektion vermutlich
auf die Genese maligner Tumoren der grolen Kopfspeicheldriisen keinen Einfluss hat.
Hierbei miissen allerdings die kleinen Fallzahlen beriicksichtigt werden. Um eine Kla-
rung des Sachverhaltes zu erlangen, miissten groflere Patientengruppen untersucht wer-

den.

4.2.4 Ergebnisse der Untersuchung auf Epstein-Barr-Virus bei chronischer Siala-

denitis

Die Sialadenitiden werden in akute und chronische Entziindungen aufgeteilt. Bei den in
unserer Untersuchung eingeschlossenen Préparaten handelt es sich um chronische Sia-
ladenitiden, deren Ursache immer noch nicht wissenschaftlich geklért ist. Wéhrend ei-
nige Arbeiten fiir eine bakterielle Genese sprechen [LASKAWTI et al. 1988, ANTO-
NIADES et al. 2004], halten andere Autoren dies fiir unwahrscheinlich [SEIFERT et al.
1996, SCHRODER Mo 2009]. Verminderter Speichelfluss durch Sialolithiasis oder
verminderte Fliissigkeitszufuhr wird als eine der Hauptursachen fiir die Entstehung ei-
ner chronischen Sialadenitis angesehen, hat aber mit der Zusammensetzung des Spei-
chels keinen Zusammenhang [SEIFERT et al. 1996]. Ebenso wird in manchen Fillen
von einer multifaktoriellen Genese ausgegangen, eine virale Ursache wird jedoch be-

ziiglich der chronischen Form der Sialadenitis selten diskutiert.

In einer Arbeit aus dem asiatischen Raum, in dem wie bereits erwiahnt EBV-assoziierte
Tumoren wesentlich hdufiger auftreten als bei der kaukasischen Bevolkerung, wurden
unter Anderem sieben chronische Sialadenitiden in die Untersuchung eingeschlossen. In

21,2 % der Fille konnte eine EBV-Infektion nachgewiesen werden [KIM et al. 1999].
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MAITLAND et al. [1995] stellten fest, dass eine EBV-Infektion bei Patienten mit Sj6-
gren-Syndrom ebenso haufig auftritt wie bei Patienten mit chronischer Sialadenitis. Hier

wurde in knapp der Hilfte der Falle EBV oder Cytomegalievirus nachgewiesen.

Bei Kindern und Jugendlichen konnte kein Zusammenhang zwischen einer rezidivie-

renden Parotitis und der Infektion mit EBV festgestellt werden [VINAGRE et al. 2003].

Bei den 34 von uns untersuchten Sialadenitiden konnte in keinem Pridparat EBV-DNA
nachgewiesen werden. Somit ist deshalb anzunehmen, dass ein virales Geschehen nicht
in Zusammenhang mit der Entstehung einer chronischen Sialadenitis zu stehen scheint.
Die Theorie der multifaktoriellen Genese eventuell in Zusammenhang mit einer bakteri-

ellen Infektion scheint diesbeziiglich somit am ehesten wahrscheinlich.

4.2.5 Ergebnisse der Untersuchung auf Epstein-Barr-Virus bei Sialadenose

Bei der Sialadenose handelt es sich um eine nicht entziindliche, schmerzlose, meist bila-
terale Schwellung der groflen Kopfspeicheldriisen, die groBtenteils in der Glandula pa-
rotis lokalisiert ist. Die Atiologie ist noch nicht vollends geklirt. Es wird eine metaboli-
sche und sekretorische Fehlfunktion des Driisenparenchyms vermutet [CHILLA 1981].

Eine virale Genese dieser Pathologie ist nicht bekannt.

Es konnte in dieser Analyse keine EBV-DNA in den vier Priparaten der Sialadenosen
nachgewiesen werden, was unter Beriicksichtigung der mutmaBlichen Atiologie der
Erkrankung zu erwarten war. Somit konnten wir nur bestétigen, dass die Entstehung
einer Sialadenose wahrscheinlich nicht ursdchlich mit einer EBV-Infektion zusammen-
héngt. Allerdings bleibt zu berticksichtigen, dass die Fallzahlen dieser Untersuchung zu

klein sind, um eine definitive Aussage zu erhalten.

4.2.6 Ergebnisse der Untersuchung auf Epstein-Barr-Virus bei anderen Tumoren,

Zysten und gesundem Gewebe

Ebenso wie im asiatischen Raum ist bei den Inuit die Anzahl der EBV-assoziierten Na-
so- und Oropharynxtumoren verglichen mit der kaukasischen Bevdlkerung relativ hoch.
Wie beim Nasopharynxkazinom wurde auch bei undifferenzierten Karzinomen ein ur-

sdchlicher Zusammenhang mit einer EBV-Infektion vermutet, der sich sowohl bei der



Diskussion 54

Untersuchung von in Amerika lebenden Inuit [RAAB-TRAUB et al. 1991], wie auch
aus Gronland stammenden Patienten bestdtigte [SAEMUNDSEN et al. 1982]. Ebenso
wie bei den undifferenzierten Speicheldriisenkarzinomen konnte bei den lymphoepithe-
lialen Karzinomen eine Assoziation mit EBV festgestellt werden. Bei beiden Tumorar-
ten scheint diese Assoziation stark an ethnische Abstammung der Patienten und geogra-
phische Faktoren gebunden [KUO und HSUEH 1997]. Wéhrend in Siidostasien und in
arktischen Regionen lymphoepitheliale Karzinome der Kopfspeicheldriisen als endemi-
sche Tumoren auftreten, sind sie bei der kaukasischen Bevdlkerung duflerst selten. In
Regionen mit hoher Inzidenz sind sie in den meisten Féllen mit einer EBV-Infektion
assoziiert, wohingegen bei sporadisch aufgetretenen lymphoepithelialen Karzinomen in
der kaukasischen Bevolkerung diese Assoziation duflerst variabel auftritt [HERBST und

NIEDOBITEK 2006].

Dass eine EBV-Infektion an der Entstehung von Burkitt Lymphomen und Lymphomen
bei immunsupprimierten Patienten beteiligt ist, wurde schon in mehreren Analysen auf-
gezeigt. Ebenso scheint es sich bei Hodgkin- und Non-Hodgkin Lymphomen zu verhal-
ten. Es konnte bei Hodgkin Lymphomen in 62,5 % und bei Non-Hodgkin Lymphomen
in 57,1 % EBV-DNA nachgewiesen werden, was eine eventuelle Assoziation nahelegt

[ZEYTINOGLU et al. 2005].

Allerdings gibt es auch Untersuchungen, in denen kein Zusammenhang der Lympho-
mentstehung bei immunkompetenten Patienten und einer EBV-Infektion festgestellt

werden konnte [WOLVIUS et al. 1997].

Die in unserer Untersuchung erhaltenen Ergebnisse konnen diese Auffassung nur unter-
stiitzen. In den zwei von uns untersuchten Non-Hodgkin-Lymphomen konnte keine
EBV-DNA gefunden werden. Angesichts der kleinen Menge untersuchter Non-
Hogdkin-Lymphome konnte es sich allerdings auch um Zufallsbefunde handeln. Daher
miisste der Zusammenhang in weiteren Studien mit groBeren Patientenkohorten unter-

sucht werden, um eine repréasentativere Aussage erhalten zu konnen.

In der Gruppe der in der vorliegenden Analyse untersuchten Tumoren war kein
lymphoepitheliales Karzinom enthalten. Das in die Analyse einbezogene Myoepitheli-

om wurde negativ auf EBV getestet.

In den drei von uns untersuchten Zysten, bei denen es sich definitionsgemill um einen

fliissigkeitsgefiillten, mit Epithel ausgekleideten Hohlraum handelt, konnte ebenfalls
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keine EBV-DNA nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis war zu erwarten, da eine Viel-
zahl von Ursachen fiir die Entstehung einer Zyste verantwortlich sein kann, eine virale
Genese gehort jedoch nicht dazu. In den meisten Fillen ist ein Sekretstau im Speichel-
driisengang fiir die Entstehung einer Zyste der Kopfspeicheldriisen verantwortlich

[PEEL und SEETHALA 2007].

In den Proben gesunden Parotisgewebes konnte ebenfalls keine Infektion mit EBV fest-
gestellt werden, was hier die histologisch gestellte Diagnose des ,,gesunden Gewebes

untermauert.

4.3 Humane Papillomaviren

4.3.1 Ergebnisse der Untersuchung auf humane Papillomaviren beim pleomorphen

Adenom

Der Literatur nach zu urteilen ist der Zusammenhang einer HPV-Infektion mit der Ent-

stehung eines pleomorphen Adenoms bisher verhéltnisméaBig wenig erforscht.

In einer Untersuchung, in der 34 verschiedene Neoplasien der Kopfspeicheldriisen mit-
tels in-situ-Hybridisierung analysiert wurden, konnten 8 Préparate positiv auf ,high-
risk“-HPV-Typen 16 und 18 getestet werden. Zwei dieser HPV-infizierten Proben wa-

ren pleomorphe Adenome, was eine Assoziation vermuten ldsst [HAFED et al. 2012].

Von VAGELI et al. konnte 2007 in einer Studie die Besiedlung eines pleomorphen
Adenoms mit den ,high-risk“-Typen 16 und 18 nachgewiesen werden. Allerdings wur-
den nur neun Priparate untersucht, von denen es sich bei zwei um pleomorphe Adeno-
me handelte, wovon nur eines HPV-DNA enthielt. Die Ergebnisse der Arbeitsgruppe
suggerierten die mdgliche Beteiligung von humanen Papillomaviren an der Entstehung
dieser Entitdten, was beziiglich des pleomorphen Adenoms bei der Anzahl der unter-
suchten Priparate eine gewagte Aussage ist, da es sich auch um einen Zufallsbefund
handeln kann. Dem Ergebnis dieser Untersuchung ist auch eine zahlenméBig reprisenta-
tivere Studie von ROMMEL et al. [1991] entgegenzusetzen, die 18 pleomorphe Ade-

nome auf humane Papillomaviren untersuchten. Es konnten in keinem der Préparate
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weder DNA-Sequenzen von HPV noch nahe verwandte DNA-Sequenzen gefunden

werden.

Diese Aussage unterstiitzt das Ergebnis unserer Untersuchung, in der ebenfalls eine
reprasentative Anzahl von 25 pleomorphen Adenomen untersucht wurde. Die Préparate
wurden mit Hilfe einer PCR und des HPV-Streifentests sowohl auf ,,high-risk“- als auch
auf ,Jlow-risk“-Typen der humanen Papillomaviren untersucht. Es konnte allerdings
keine Besiedlung der Tumoren mit HPV festgestellt werden. Daher ist insgesamt davon
auszugehen, dass die Entstehung von pleomorphen Adenomen eher nicht in Zusam-

menhang mit einer HPV-Infektion steht.

4.3.2 Ergebnisse der Untersuchung auf humane Papillomaviren beim Warthin-

Tumor

Beziiglich der Korrelation zwischen Warthin-Tumoren und HPV-Infektion ist die be-
reits genannte Studie von VAGELI et al. [2007] zu erwdhnen, in der allerdings nur ein
Warthin-Tumor untersucht wurde, der jedoch positiv auf ,,high-risk“-Typen 16 und 18
der humanen Papillomaviren getestet wurde. Hingegen konnten von HAFED at al.
[2012] vier Warthin-Tumoren positiv auf HPV- high-risk“-Typen 16 und 18 gestestet
werden. In die Untersuchung waren 34 Neoplasien der Kopfspeicheldriisen eingeschlos-

sen, von denen 8 positiv auf HPV getestet wurden.

In unserer Untersuchung konnte bei drei der 35 untersuchten Warthin-Tumoren, also in
8,57 % der Fille, eine Besiedlung mit ,,high-risk“~-HPV-Typ 18 nachgewiesen werden.
In zwei Féllen war die Infektion bei weiblichen Patienten nachgewiesen worden, in ei-
nem Fall bei einem ménnlichen Patienten. Diese Verteilung beziiglich des Geschlechts
ist bei Beriicksichtigung des Ubertragungsweges in den Oropharynx durch risikoreiches
Sexualverhalten und die Heterosexualitit des grofiten Teils der Bevolkerung nachzu-
vollziehen. Die Besiedlung der Speicheldriisen erfolgt vermutlich durch Ausbreitung
der Infektion aus dem Oropharynx. Um diesen Ubertragungsweg zu bestiitigen, miisste
allerdings eine Infektion des Oropharynx bei diesen Patienten nachgewiesen werden,
was in dieser Analyse nicht erfolgt ist, so dass eine Besiedlung der Kopfspeicheldriisen
auf diesem Wege nur zu vermuten bleibt. Da dieser Ubertragungsweg nicht wissen-
schaftlich erwiesen ist, bleibt auch die Interpretation der Geschlechtsverteilung der posi-

tiv auf HPV getesteten Warthin-Tumoren eine Hypothese.
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Unter Berticksichtigung des Ergebnisses der Untersuchung von VAGELI et al. [2007],
HAFED et al. [2012] und unserer Untersuchung ist zu erwégen, dass es einen mdogli-
chen Zusammenhang zwischen einer Infektion mit ,,high-risk“-Typen der humanen Pa-

pillomaviren und der Entstehung des Warthin-Tumors gibt.

4.3.3 Ergebnisse der Untersuchung auf humane Papillomaviren bei Karzinomen

der groBlen Kopfspeicheldriisen

Tumoren des Kopf-Hals-Bereiches sind bisher verhdltnisméfBig gut auf das Vorliegen
von HPV-Infektionen untersucht. Allerdings handelt es sich hierbei meist um Oropha-
rynx-karzinome. Hier scheint der Zusammenhang zwischen Karzinomentstehung und
HPV-Infektion bereits als erwiesen [KLUSSMANN et al. 2009]. Ist ein Tumor mit
HPYV assoziiert, steigt verglichen mit den nicht HPV-assoziierten Tumoren nachweislich
die Uberlebensrate. Die geringere Mortalitiit dieser Patienten ist begriindet durch ein
besseres Ansprechen sowohl auf Chemotherapie als auch auf Radiochemotherapie, was

das Uberleben verlingert [FAKHRY et al. 2008].

Karzinome der grof8en Kopfspeicheldriisen wurden anders als die Oropharynxkarzino-
me bisher kaum auf HPV untersucht. Es bleibt zu vermuten, dass die Theorie von KIM
et al. [1999] beziiglich EBV-Infektionen, die aufgrund der engen topographischen Be-
ziehung vom Oropharynx auf die Speicheldriisen {ibergreifen, auch auf Papillomaviren

zu libertragen ist.

In der bereits erwidhnten Studie von HAFED et al. [2012] konnten aufler vier Warthin-
Tumoren und zwei pleomorphen Adenomen auch ein Myoepitheliom und ein Lymphom
positiv auf HPV-, high-risk“-Typen 16 und 18 gestestet werden. Von positiv getesteten

Karzinomen war hier jedoch nicht die Rede.

Dass eine HPV-Infektion eine Hochregulierung des pl6-Proteins bewirkt, ist bereits
bekannt. Dieses beeinflusst den Zellzyklus derart, dass bei Hochregulierung tiber ver-
schiedene Wege eine unkontrollierte Vermehrung der Zelle stattfindet. In einer Unter-
suchung von BRUNNER et al. [2011] konnten von 38 untersuchten malignen Neoplasi-
en der kleinen Kopfspeicheldriisen bei 71 % vermehrtes p16 nachgewiesen werden. Bei
den beiden Neoplasien mit den hochsten Werten handelte es sich um Mukoepidermoid-

karzinome.
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Obwohl es sich bei sechs der acht in dieser Analyse untersuchten Karzinome um Platte-
nepithelkarzinome handelte, die wie erwihnt im Oropharynx gehduft mit HPV assozi-
iert sind, konnte in dieser Untersuchung bei keinem der acht getesteten Karzinome eine
Infektion mit HPV nachgewiesen werden. Somit kann geschlossen werden, dass die
Ubersiedelung von Papillomaviren aus dem Oropharynx zwar mdglich ist, aber dennoch
die Entstehung von Karzinomen der groflen Kopfspeicheldriisen eher nicht in Zusam-
menhang mit einer HPV-Infektion steht. Hier sind jedoch wieder die kleinen Fallzahlen
der von uns untersuchten Karzinome zu beriicksichtigen, so dass eine Analyse einer
grofleren Patientengruppe erforderlich wire, um aussagekriftigere Ergebnisse zu erhal-

ten.

4.3.4 Ergebnisse der Untersuchung auf humane Papillomaviren bei chronischer

Sialadenitis

Wie bereits erwdhnt herrschen sehr unterschiedliche Meinungen iiber die Entstehung
der chronischen Sialadenitis. Meist wird von einer multifaktoriellen Genese ausgegan-
gen. Eine virale Genese scheint auch unter Beriicksichtigung unserer Untersuchungser-

gebnisse eher unwahrscheinlich.

In dieser Untersuchung war bei keinem der 34 Priparate, bei denen es sich um eine
chronische Sialadenitis handelte, DNA der humanen Papillomaviren gefunden worden.
Somit ist davon auszugehen, dass die Infektion mit HPV nicht in Zusammenhang mit

der Entstehung einer chronischen Sialadenitis steht.

4.3.5 Ergebnisse der Untersuchung auf humane Papillomaviren bei Sialadenose

Die Ursache der Entstehung einer Sialadenose ist wie oben beschrieben bisher unklar.
Eine metabolische und sekretorische Fehlfunktion des Driisengewebes wird vermutet

[CHILLA 1981].

Wie aufgrund dieser eventuellen Atiologie zu erwarten, konnte in den vier von uns un-
tersuchten Sialadenosen keine DNA der humanen Papillomaviren nachgewiesen wer-
den. Es kann also angenommen werden, dass die Infektion mit humanen Papillomaviren

keinen Einfluss auf die Entstehung einer Sialadenose hat.
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4.3.6 Ergebnisse der Untersuchung auf humane Papillomaviren bei anderen Tu-

moren, Zysten und gesundem Gewebe

Es wurden in dieser Studie ebenfalls ein Myoepitheliom, ein lipomatdser Tumor sowie
zwei Non-Hodgkin-Lymphome untersucht. AuBerdem waren drei Zysten und drei un-

tersuchte Praparate gesunden Parotisgewebes in die Analyse eingeschlossen.

In der bereits erwidhnten Studie von HAFED et al. [2012] wurde unter anderem auch ein

Myoepitheliom positiv auf HPV getestet.

In unserer Untersuchung konnte jedoch bei keinem der Tumore HPV-DNA nachgewie-
sen werden. Beziiglich des Myoepithelioms gilt zu beriicksichtigen, dass in unsere Ana-
lyse nur ein Tumor dieser Gruppe eingeschlossen war und somit keine fundierte Aussa-
ge getroffen werden kann. Von den drei untersuchten Zysten konnte auch bei keinem
Praparat HPV nachgewiesen werden. Neben Abflussbehinderungen, Parasiten, Medi-
kamentenschdden und diversen anderen Ursachen konnen sie auch angeboren auftreten.
Von einer Ursache durch humane Papillomaviren ist jedoch nicht berichtet, was unsere
Untersuchung nur bestétigen kann. Dieser Befund unterstiitzt die Ansicht, dass die Ent-

stehung einer Zyste wohl nicht mit einer HPV-Infektion zusammenhéngt.

Wie zu erwarten war, wurden in den drei Priparaten gesunden Parotisgewebes ebenfalls
keine humanen Papillomaviren nachgewiesen, was hier die histologische Diagnose un-

terstiitzt, dass keine Pathologien vorliegen.
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5. Zusammenfassung

In dieser Untersuchung sollte ermittelt werden, ob die Genese verschiedener pathologi-
scher Entitdten der groen Kopfspeicheldriisen, besonders von malignen und benignen
Tumoren, viral bedingt ist. Hierzu wurden alle Priparate auf zwei Virusspezies unter-
sucht, die bereits an anderen Lokalisationen mit einer Tumorentstehung in Verbindung

gebracht werden.

Die Priparate fiir diese prospektiv angelegte Analyse stammen von aus Parotidektomien
und Submandibulektomien anfallenden Speicheldriisenexzidaten aus der Klinik fiir
Hals-Nasen-Ohrenheilkunde der Universititsmedizin Goéttingen sowie aus dem Klini-
kum Kassel. Die Proben wurden in der Abteilung fiir Virologie der Universititsmedizin
Gottingen auf Epstein-Barr-Virus und humane Papillomaviren untersucht. Vorausset-
zung fur die Teilnahme an der Untersuchung war die Indikation zur partiellen oder tota-
len Entfernung einer Speicheldriise wegen der entsprechenden Pathologie. Neben der
histologischen Verifizierung der jeweiligen Diagnose wurden die Priparate ebenfalls

histologisch auf eventuelle Entziindungszeichen untersucht.

Die groBite Gruppe stellten in dieser Untersuchung die Warthin-Tumoren dar, die eine
Anzahl von 35 Fillen der 116 von uns untersuchten Préparate ausmachten. Die Sialade-
nitiden bildeten mit 34 Fillen eine nahezu gleichgrofe Gruppe und die pleomorphen
Adenome waren mit 25 Fillen etwas seltener in dieser Analyse vertreten. In diesen gro-
Ben Gruppen der am haufigsten vorkommenden Entitdten zeigte sich eine reprasentative
Alters- und Geschlechtsverteilung. Mit ausreichend groflen Patientenkohorten in den am
hiufigsten vorkommenden Pathologien konnten in dieser Untersuchung reprédsentative

Ergebnisse erzielt werden.

Bei der Untersuchung auf Epstein-Barr-Virus konnte in einem Pridparat eines Warthin-
Tumors eine Infektion nachgewiesen werden, allerdings mit sehr geringer Viruslast.
Dies entspricht den Ergebnissen von repriasentativ angelegten Studien mit gro3en Pati-
entengruppen, die ebenfalls keinen Zusammenhang einer EBV-Infektion mit der Genese

von Tumoren der groBBen Kopfspeicheldriisen feststellen konnten.
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Beziiglich der Assoziation einer Infektion mit ~Aumanen Papillomaviren und der eventu-
ellen Tumorentstehung an den groflen Kopfspeicheldriisen sind bisher nur wenige Un-
tersuchungen angestellt worden. Es konnte in dieser Untersuchung bei drei Warthin-
Tumoren ,,high-risk“-HPV-Typ 18 festgestellt werden, was einen eventuellen Zusam-
menhang der Tumorgenese mit einer HPV-Infektion interessant erscheinen lédsst. Diese
Aussage gilt es jedoch durch weitere Untersuchungen zu bestétigen oder zu widerlegen,
da die Anzahl der positiv getesteten Tumoren mit knapp 9 % verhdltnisméBig gering ist

und dieses Gebiet wie bereits erwihnt bisher noch nicht hinreichend untersucht ist.

AbschlieBend ist zu erwihnen, dass mit dieser Untersuchung und unter Beriicksichti-
gung der gesichteten Literatur eine mdgliche Assoziation einer EBV-Infektion mit der
malignen und benignen Tumorgenese an den groflen Kopfspeicheldriisen eher zu ver-
neinen ist. Hingegen erscheint ein Zusammenhang beziiglich einer HPV-Infektion und
der Entstehung von Warthin-Tumoren durchaus als weiter untersuchenswert. Andere
Tumoren und Pathologien der grolen Kopfspeicheldriisen scheinen nicht kausal mit
einer HPV-Infektion in Verbindung zu stehen. Hierbei ist jedoch zu beriicksichtigen,
dass unsere Fallzahlen verhéltnismaBig klein waren. Daher wire es zu empfehlen, wei-

tere Untersuchungen mit groferen Fallzahlen zu erstellen.
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7 Anhang

7.1 Einverstindniserklirung

Georg-August-Universitat Gottingen
Hals-Nasen-Ohren-Klinik
(Direktor: Prof. Dr. W. Steiner)

Robert-Koch-Str. 40, 37075 Goéttingen
Tel.: 0551-392802

Infektiologische Untersuchungen an den grof3en
Kopfspeicheldriisen bei verschiedenen pathologi-
schen Entitaten

Einverstandniserkldarung

Ich, (Name) ;

bin heute dartiber aufgeklart worden, dass bei der Entfernung meiner Unterkiefer-
/Ohrspeicheldriise ein Teil des Gewebes zu wissenschaftlichen
Untersuchungszwecken in das Hygiene-Institut der Universitat Goéttingen eingesandt
wird.

Die Art der Operation und das AusmaR der Operation werden dadurch nicht veran-
dert.

Ich erklare mich mit diesem Vorgehen einverstanden.
Ich erkldre mich ebenso damit einverstanden, daBB meine Daten im Rahmen der

vorliegenden Untersuchung in verschliisselter Form auf Papier und elektro-
nisch gespeichert werden.

Ort, Datum Unterschrift

Unterschrift aufklarender Arzt

Abbildung 16 : Einverstindniserklirung
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7.4 Abkiirzungsverzeichnis

A. Arteria
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DNA Desoxyribonukleinséure
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