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1 Einleitung 1

1 Einleitung

11 Anatomie

Neben den drei grofen, paarig angelegten Speicheldrisen, der Glandula parotidea,
der Glandula submandibularis und der Glandula sublingualis, existieren zahlreiche
kleine Speicheldrisen, welche in Mundschleimhaut und Rachen homogen verteilt sind.
Die Glandula parotidea, die grote der menschlichen Speicheldrisen, liegt dem Mus-
culus masseter auf und reicht kranial bis zum Arcus zygomaticus sowie kaudal bis zum
Rand der Mandibula (Abb. 1). Sie ist von einer Bindegewebskapsel umgeben und weist
aufgrund von durchziehenden Bindegewebssepten einen lappchenartigen Aufbau auf.
Der Nervus facialis durchzieht die Ohrspeicheldriise mit seinen fiinf motorischen Asten,
den Rami temporales, den Rami zygomatici, den Rami buccales, dem Ramus margina-
lis mandibulae und dem Ramus colli nervi facialis. Durch ihren nahezu sagittalen Ver-
lauf wird die Drlse in einen oberflachlichen, lateralen und in einen tiefen, medialen
Lappen unterteilt, welches Relevanz fir die Parotischirurgie hat (laterale vs. totale Pra-
otidektomie). Der Ausfiihrungsgang der Glandula parotidea mindet enoral gegenuber
dem 2. Molaren (Drenckhahn 2008).

Die Glandula submandibularis ist im Trigonium submandibulae lokalisiert, welches
kaudal durch den Venter anterior und Venter posterior des Muscuslus digastricus und
kraniolateral durch die Mandibula begrenzt ist (Abb. 1). Gemeinsam mit der Glandula
sublingualis mindet die Unterkieferdrise in die Carunculae sublingualis, welche zu

beiden Seiten lateral des Frenulum linguale am Mundboden liegen (Drenckhahn 2008).
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Abbildung 1: Topographie der groRen Speicheldriisen und ihre Ausfiihrungsgange (Drenckhahn

2008). Die Verwendung erfolgte mit freundlicher Genehmigung des ©Elsevier GmbH, Urban & Fischer
Verlags.

1.2 Tumoren der groRBen Speicheldriisen

Speicheldrisentumore, sowohl benigne als auch maligne, sind selten und machen we-
niger als 5 % aller Kopf-Hals-Neoplasien aus (GEKID 2019). In der Glandula parotidea
sind 75 % der Speicheldrisentumore lokalisiert, 10 % in der Glandula submandibularis,
weniger als 1 % in der Glandula sublingualis und 14 % in den kleinen Speicheldrisen
(Ihrler et al. 2009; Chaukar et al. 2015). In den kleinen Speicheldrisen lasst sich eine
ausgeglichene Verteilung von malignen und benignen Tumoren nachweisen. Dahinge-

gen sind in der Glandula parotidea nur 20 % der Neoplasien maligne (Chaukar et al.
2015).

1.2.1 Speicheldriisenmalignome

Speicheldrisentumore zeichnen sich durch eine grof3e morphologische Vielfalt aus.
Die World-Health-Organization(WHO)-Klassifikation teilt die malignen Speicheldrisen-
tumore in 22 verschiedene Entitaten ein (Tab.1) (EI-Naggar 2017).
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Tabelle 1: Maligne Speicheldriisenneoplasien nach WHO-Klassifikation 2017

Maligne Tumore ICD-0
Azinuszellkarzinom 8550/3
Sekretorisches Karzinom 8502/3
Mukoepidermoidkarzinom 8430/3
Adenoidzystisches Karzinom 8200/3
Polymorphes Adenokarzinom 8525/3
Epithelial-myoepitheliales Karzinom 8562/3
Klarzellkarzinom 8310/3
Basalzell-Adenokarzinom 8147/3
Sebacedses Karzinom 8410/3
Intraduktales Karzinom 8500/2
Zystadenokarzinom 8440/3
Adenokarzinom, NOS (not otherwise speci- 8140/3
fied)

Speichelgangkarzinom 8500/3
Myoepitheliales Karzinom 8982/3
Karzinom ex pleomorphes Adenom 8941/3
Karzinosarkom 8980/3

Niedrig differenzierte Karzinome
Neuroendokrin und nicht-Neuroendokrin

Undifferenziertes Karzinom 8020/3
Grol3zelliges neuroendokrines Karzinom  8013/3
Kleinzelliges neuroendokrines Karzinom  8041/3

Lymphoepitheliales Karzinom 8082/3
Plattenepithelkarzinom (PECA) 8070/3
Onkozytares Karzinom 8290/3

Hinsichtlich der Adenokarzinome stellen das Adenokarzinom NOS, das Mukoepider-
moidkarzinom und das adenoidzystischen Karzinom die haufigsten Entitaten dar
(Seifert 1996). Der Altersgipfel der meisten Entitaten liegt zwischen dem 60. und 70.
Lebensjahr, wobei Manner insgesamt haufiger von Speicheldrisenmalignomen betrof-
fen sind (GEKID 2019). Die Atiologie der Speicheldriisenneoplasien ist weitestgehend
unbekannt. Speicheldrisenmalignome prasentieren sich Ublicherweise mit einer der-
ben, unverschieblichen Schwellung. Bei dauerhaften Schmerzen, einer peripheren
Fazialisparese, geschwollenen zervikalen Lymphknoten oder einer Tumorinfiltration der

Haut ist klinisch der Hinweis auf Malignitat gegeben. Die zur Bestimmung der Ausdeh-
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nung dienende Diagnostik beinhaltet Feinnadelpunktion, Sonographie, Computertomo-
graphie und Magnetresonanztomographie und beeinflusst das weitere therapeutische
Vorgehen. Die Prognose der in der Glandula parotidea liegenden Malignome wird
hauptsachlich in absteigender Gewichtung von der TumorgréRe, dem histologischen
Grad, den tumorpositiven Lymphknoten, einer vorhandenen Fazialisparese und dem
Patientenalter beeinflusst (Lima et al. 2005). Das adenoidzystische Karzinom ist auf-
grund seiner Tendenz zu Spatrezidiven durch eine besonders schlechte Langzeitprog-
nose gekennzeichnet. So liegt das 5-Jahres-Gesamtuberleben bei 72 %, wahrend das
15-Jahres-Gesamtuberleben 34 % betragt (Khan et al. 2001). Aus diesem Grund wird
es zumeist, unabhangig von anderen Parametern, als High-grade-Malignom eingestuft.
Die Hohe des Gradings gibt an in welchem Ausmal das Tumorgewebe vom urspring-

lichen Gewebe abweicht.

Primare Plattenepithelkarzinome (PECA) der Speicheldrisen stellen eine Raritat dar
(Hellquist und Skalova 2014). Diese sind zu 80 % in der Glandula parotidea und zu
20 % in der Glandula submadibularis lokalisiert (Eveson et al. 2005). Sie treten zwi-
schen dem 60. und 80. Lebensjahr und bei Mannern doppelt so haufig auf. Makrosko-
pisch imponieren sie als feste, leicht ulzerierende und invasiv wachsende Masse, wes-
halb PECA bei Diagnosestellung meistens bereits ein fortgeschrittenes Tumorstadium
aufweisen (Eveson et al. 2005). Die klinische Schwierigkeit in der Diagnosestellung
besteht darin ein primares PECA von einem High-grade-Mukoepidermoidkarzinom und
von einem kutanen, in die Parotis metastasierten PECA zu unterscheiden. Die Abgren-
zung zu einer kutanen Metastase ist histopathologisch nicht moéglich und wird deshalb
haufig klinisch bei einem vorausgegangenen Hauttumor gestellt (Ying et al. 2006). Zu-
dem gilt es bei der Diagnose zu berucksichtigen, dass abhangig von der Lokalisation
kutane PECA am haufigsten in die Glandula parotidea metastasieren (Eveson et al.
2005). Somit ist das Erheben einer ausfuhrlichen Tumoranamnese sowie eine derma-
tologische Mitbeurteilung ein nicht zu vernachlassigender Bestandteil der Diagnose-
stellung. Primare PECA der Glandula parotidea zeigen ein 5-Jahres-Gesamtiberleben
von 25 %, welches deutlich vom UICC-Stadium, dem Patientenalter, von der Tumor-
gréfle und dem Lymphknotenstatus abhangt (Lee et al. 2001; Chen et al. 2015). Im
Vergleich dazu findet sich bei kutanen, in die Parotis metastasierten PECA eine Uber-
lebensrate nach funf Jahren von 56 %, beeinflusst durch das Vorhandensein tumorpo-

sitiver Lymphknoten (Barzilai et al. 2005).

Die chirurgische Exzision mit dem Ziel der kompletten Tumorentfernung stellt den
Goldstandart der Primartherapie bei Speicheldrisenmalignomen dar. Entscheidend
dabei ist die Lokalisation und das Ausmal des Tumors sowie eine mdgliche Infiltration

des Nervus facialis (Adelstein et al. 2012). Eine endglltige Therapieempfehlung wird
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immer durch eine interdisziplinare Tumorkonferenz ausgesprochen. Bei klinischem
oder radiologischem Verdacht auf Lymphknotenmetastasen wird in allen Fallen eine
anschliefende Neck Dissection (ND) durchgeflihrt (Adelstein et al. 2012). Die Empfeh-
lung zu einer adjuvanten Radiotherapie wird bei positiven oder knappen Resektions-
grenzen, Rezidivtumoren, Vorliegen von Lymphknotenmetastasen, Nerven- oder Kno-
cheninfiltration, T-Kategorie 3-4 und High-grade-Tumoren ausgesprochen. Die Basis
fur diese Indikation bilden verschiedene retrospektive Studien, in denen eine verbes-
serte Uberlebensrate nach durchgefiihrter Radiatio nachgewiesen wurde (Safdieh et al.
2017; Aro et al. 2019). Da bei in die Parotis metastasierten PECA bereits ein UICC-
Stadium |V vorliegt, besteht ein optimales therapeutisches Vorgehen stets aus einer
Kombination von Operation und adjuvanter Radiotherapie (Veness et al. 2003; Audet
et al. 2004). Die Effektivitat einer Chemotherapie sowie einer primaren Radiotherapie
ist hingegen limitiert, weshalb sie heute nur noch in palliativer Situation durchgefihrt
werden (Cheraghlou et al. 2018). Die Etablierung einer zielgerichteten Krebstherapie,
welche sich gegen bestimmte Strukturen (Targets) der Tumorzelle richtet, ist Bestand-
teil aktueller Forschung. Es wurden zwar bereits molekulare Targets identifiziert, je-
doch waren die Ergebnisse dieser Ansatze bisher nicht zielflihrend. So wurden Imati-
nib, ein c-kit Tyrosinkinase-Inhibitor (Pfeffer et al. 2007), Gefitinib, ein EGFR Tyrosin-
kinase-Inhibitor (Jakob et al. 2015) und Trastuzumab, ein monoklonaler Antikérper ge-

gen HER2 (Haddad et al. 2003), ohne Ansprechen des Tumors erfolglos eingesetzt.

1.3  Tumorentstehung und Tumorstammzellen (cancer stem cells, CSC)

Die beiden wichtigsten fur die Tumorentstehung verantwortlichen Gen-Gruppen wer-
den von den Onkogenen und den Tumorsuppressorgenen reprasentiert. Anfang des
20. Jahrhunderts wurde mit der Entdeckung tumorbildender RNA-Viren die Grundlage
fur den Nachweis von retroviralen Onkogenen geschaffen (Stehelin et al. 1976). Die
Vorstufe der Onkogene stellen Protoonkogene dar, welche ubiquitéar in gesunden Zel-
len vorkommen und die Zellproliferation regulieren. Durch somatische Mutationen ver-
lieren Protoonkogene die Kontrolle Uber die reguldren Wachstums- und Differenzie-
rungsprozesse der Zellen, so dass es zur unkontrollierten Zellproliferation kommt. Die
Umwandlung von Protoonkogenen in Onkogene findet unter anderem durch radioakti-

ve Strahlung, chemische Substanzen oder Viren statt.

Das Modell der Tumorsuppressorgene wurde erstmals von Alfred Knudson 1971 als
,zwei Treffer‘-Hypothese fir die Entwicklung eines Retinoblastoms beschrieben (Alfred
G. Knudson 1971). Diese druckt aus, dass erst die Schadigung beider Allele eines Tu-

morsuppressorgens zur Tumorentstehung fuhrt. Tumorsuppressorgene fungieren als
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negative Regulatoren im Zellzyklus und induzieren den programmierten Zelltod, die
Apoptose. Die negative Ruckkopplung sorgt dafiir, dass ein Enzym durch hohe Kon-
zentration des Endproduktes gehemmt wird. Mutationen in den Tumorsuppressorge-
nen fihren zum Verlust dieses Feedback-Mechanismus und somit zur ungehinderten

Zellproliferation sowie zur Resistenz gegen Wachstumsinhibitoren (Moch et al. 2012).

Aktuell wird angenommen, dass diese zur Tumorgenese fuhrenden Mutationen nur in
wenigen Zellen stattfinden. Die Theorie der Tumorstammzellen (cancer stem cells,
CSC) hypothetisiert, dass nur eine Subpopulation der Tumorzellen verantwortlich fur
die Tumorentstehung, das Wachstum, die Metastasierung sowie die Rezidivbildung ist
(Reya et al. 2001). lhr steht das ursprungliche ,stochastische Modell der Tumorgene-
se“ entgegen, in dem allen Tumorzellen die Fahigkeit zugesprochen wird, Tumor-
wachstum zu initiieren (Chinn et al. 2012). Erstmals wurde dieses hierarchische Tu-
mormodell Mitte des 19. Jahrhundert in Form von Rudolf Virchow’s Zellularpathologie
(1855) und in einem Fallbericht von Julius Cohnheim (1875) beschrieben. Jedoch
konnte erst 1997 durch Bonnet und Dick die Theorie der Tumorstammzellen gerecht-
fertigt werden (Bonnet und Dick 1997). Sie wiesen eine Zellpopulation nach, welche
nach Transplantation in immunsupprimierten Mausen in der Lage war, eine akute
myeloische Leukamie hervorzurufen. Die entdeckten leukdmischen Progenitorzellen
waren, entsprechend gesunder hamatopoetischer Vorlauferzellen, CD34-positiv bei
gleichzeitiger CD38-Negativitat. Diese Erkenntnis lie® auf eine Verwandtschaft der
Zellen schlieRen (Bonnet und Dick 1997).

Eine Eigenschaft der CSC stellt die Chemo- und Strahlentherapieresistenz dar. Das
Uberleben und die Vermehrung der CSC nach Chemo- und Radiotherapie werden als
Ursachen fur die Entwicklung von Tumorrezidiven diskutiert (Sun und Wang 2010). In
Brustkrebs und hepatozellularen Karzinomen konnte beispielsweise eine Anreicherung
der CSC nach Strahlentherapie festgestellt werden (Ghisolfi et al. 2012; Lagadec et al.
2012).

Mittlerweile konnten CSC in vielen soliden Tumoren nachgewiesen werden (Shideng
Bao et al. 2006; Vermeulen et al. 2008). Der Identifizierung von CSC wird eine Bedeu-
tung bei der Etablierung prognostischer Marker zugesprochen. Als Marker fir CSC
eignen sich Oberflachenproteine, welche mittels Immunhistochemie detektiert werden.
So werden Tumorstammzellmarker, wie ALDH1 (Seifi et al. 2016), BMI-1 (Yi et al.
2016), CD133 (Wang et al. 2016), Nanog (Destro Rodrigues et al. 2017) und SOX2
(Dai et al. 2014) eingesetzt, um ihr Expressionsmuster mit klinisch-pathologischen Pa-
rametern der Adenokarzinome der Speicheldrisen zu korrelieren. Auch die immunhis-
tochemischen Marker Oct-3/4 (Ravindran et al. 2015) und Vimentin (Liu et al. 2017)

werden in aktuellen Studien auf ihre prognostische Relevanz fur verschiedene Tumore
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untersucht. Das prognostische Potenzial der genannten Marker wurde speziell fir PE-
CA der Speicheldrisen noch nicht erforscht, jedoch fir PECA anderer Organe des
Kopf-Hals-Bereichs (Huber et al. 2011; Yang et al. 2013).

1.4 Prognostische Rolle von immunhistochemischen Markern in

Speicheldriisenmalignomen

ALDH1 tragt durch die Oxidation von Retinaldehyd zu Retinsdure zur frihen Stamm-
zellendifferenzierung bei (Vasiliou et al. 2000). Aktuelle Ergebnisse zeigen, dass
ALDH1 als Tumorstammzellmarker in soliden Tumoren eine funktionelle Rolle spielt
(Ginestier et al. 2007; Krishnamurthy et al. 2014). In PECA des Kopf-Hals-Bereiches
(Prince et al. 2007) und in Adenokarzinomen der Speicheldrisen (Sun und Wang
2010) wird ALDH1 als Tumorstammzellmarker beschrieben, seit die Implantation von
wenigen ALDH1-positiven Zellen in vivo zur Tumorneubildung gefthrt hat. Die ALDH1-
Expression wurde daraufhin in PECA des Kopf-Hals-Bereiches mit einer héheren T-
Kategorie, N-Kategorie, einem hdéheren Grading und einem niedrigeren Gesamtiberle-
ben korreliert (Hildebrand et al. 2014; Qian et al. 2014). In Adenokarzinomen der Spei-
cheldrise konnte ALDH1 bislang keine Bedeutung als prognostischer Marker zuge-
sprochen werden (Zhou et al. 2013; Seifi et al. 2016).

Das Protoonkogen BMI-1 ist zu einem wesentlichen Anteil an der Selbsterneuerung
und dem Zellzyklus von gesunden und malignen Stammzellen beteiligt (Bracken et al.
2007). Uber die Regulation des p16™?/p19~" Locus kann BMI-1 die beiden bekanntes-
ten Tumorsuppressorgene, Rb und p53, beeinflussen (Bracken et al. 2007). So wurde
eine Uberexpression von BMI-1 mit der Tumorgenese verschiedenster Malignome as-
soziiert (Watanabe 2009; Lu et al. 2012). Bezogen auf Adenokarzinome der Speichel-
drisen ist eine starke BMI-1-Expression mit einem unglnstigeren metastasenfreien
Uberleben bei der Untersuchung von adenoidzystischen Karzinomen assoziiert (Yi et
al. 2016). Im Hinblick auf PECA des Kopf-Hals-Bereiches konnte ein Zusammenhang
der BMI-1-Uberexpression mit einem positiven Lymphknotenstatus ermittelt werden,
wohingegen die Aussagen (iber die Assoziation zu den Uberlebenszeiten kontrovers
sind (Hayry et al. 2010; Huber et al. 2011).

CD133, ein membranstandiges Glykoprotein, konnte erstmals 1997 aus neuroepithelia-
len Stammzellen von Mausen isoliert werden (Weigmann et al. 1997; Shmelkov et al.
2005). Die Eigenschaft, dass Zellen mit CD133-Uberexpression im Vergleich zu
CD133-negativen Zellen gréReres Invasions- und Tumorgenesepotential aufweisen,
wird zur ldentifizierung von potentiellen Tumorstammzellpopulationen genutzt (Zhang

et al. 2010). In Adenokarzinomen der Speicheldrisen fand sich eine Korrelation zwi-
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schen CD133-Positivitat und einem kurzeren Gesamtlberleben, dem Auftreten von
Lokalrezidiven und Fernmetastasen sowie der Lokalisation in der gro3en oder kleinen
Speicheldriise (Wang et al. 2016; Xu et al. 2017). Eine CD133-Uberexpression in PE-
CA des Kopf-Hals-Bereiches korrelierte mit einem hohen UICC-Stadium, Lymphkno-
tenmetastasen und einem schlechteren Gesamtlberleben (Chiou et al. 2008; Canis et
al. 2012).

CD44, ein transmembranes Glykoprotein, vermittelt hauptsachlich durch seine Affinitat
zu Hyaluronsaure Eigenschaften, welche unter anderem essentiell fir die
Tumorentstehung sind (Cichy und Puré 2003). Sein Tumorgenesepotential wird
zusatzlich dadurch unterstrichen, dass in vivo einzig aus Zellen mit CD44-
Uberexpression ein heterogener Tumor entstehen konnte (Prince et al. 2007).
Uneinigkeit besteht hingegen darlber, ob das Glykoprotein CD44 uneingeschrankt zur
Identifizierung von Tumorstammzellen eingesetzt werden kann (Mack und Gires 2008).
Kritisiert wird sein ubiquitares Vorkommen, sowohl in gesundem Gewebe als auch in
Tumorgewebe (Jaggupilli und Elkord 2012). Arbeitsgruppen, welche die CD44-
Expression mit klinisch-pathologischen Parametern bei Adenokarzinomen der
Speicheldriisen assoziierten, wiesen Signifikanzen nur bei der Betrachtung mehrerer
kombinierter Marker nach (Soave et al. 2013; Xu et al. 2017). Die alleinige
Untersuchung der CD44-Expression wies lediglich einen Tendenz auf (Binmadi et al.
2016). Fir PECA des Kopf-Hals-Bereichs finden sich widersprichliche Aussagen Uber
die Korrelation der CDA44-Expression mit den Kklinisch-pathologischen Parametern
sowie dem Uberleben (Yang et al. 2013; Chai et al. 2014; Chen et al. 2014; Hildebrand
et al. 2014).

Nanog ist ein Transkriptionsfaktor mit Homéodomane, welcher in pluripotenten Zellen
und sich entwickelnden Keimzellen nachweisbar ist (Chambers et al. 2003; Mitsui et al.
2003). Die Anwesenheit von Nanog gilt als Kennzeichen fur Pluripotenz, wahrend sein
Verlust einen frihen Marker fur Zelldifferenzierung darstellt. Fur die prognostische Be-
deutung von Nanog in Speicheldrisenkarzinomen konnte ausschlieRlich in Mukoepi-
dermoidkarzinomen eine signifikante Assoziation der perineuralen Tumorinfiltration mit
einer starken Nanog-Expression hergestellt werden (Destro Rodrigues et al. 2017).
Weitere klinisch-pathologische Parameter sowie das Gesamtlberleben korrelierten

nicht mit dem Expressionsmuster von Nanog (Destro Rodrigues et al. 2017).

Oct-3/4 ist ein nuklearer Transkriptionsfaktor, welcher wesentlich an der Selbsterneue-
rung und Ausdifferenzierung von embryonalen Stammzellen beteiligt ist (Lee et al.
2006). Diese von der Oct-3/4-Menge abhangige Differenzierung der embryonalen
Stammzellen ist laut aktueller Studienlage umkehrbar (Niwa et al. 2000). In verschie-

denen Tumoren, inklusive in PECA der Mundhoéhle (Ravindran et al. 2015), gelang es,
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eine Oct-3/4-Expression mit einer schlechteren Prognose zu assoziieren. Eine Studie
untersuchte auch Mukoepidermoidkarzinome der Speicheldriisen und korrelierte eine
Oct-3/4-Expression mit vorhandener perineuraler Infiltration (Destro Rodrigues et al.
2017).

Der Transkriptionsfaktor SOX2 spielt eine zentrale Rolle als Pluripotenzfaktor in emb-
ryonalen Stammzellen. So kommt es in Mausen bei Verlust von SOX2 zur frihen emb-
ryonalen Letalitdt (Masui et al. 2007). Auflerdem ist SOX2 in neuronalen Progenitorzel-
len nachweisbar — hier inhibiert der Transkriptionsfaktor die neuronale Differenzierung
(Graham et al. 2003). Die SOX2-Expression in Adenokarzinomen der Speicheldrisen
konnte bislang nur in wenigen Studien mit klinisch-pathologischen Parametern sowie
dem Uberleben korreliert werden. (Dai et al. 2014; Sedassari et al. 2017). Auch die
Rolle von SOX2 in PECA des Kopf-Hals-Bereiches stellt sich widersprichlich dar (Lee
et al. 2014; Bayo et al. 2015).

Vimentin ist als Intermediarfilament Bestandteil des Zytoskeletts und sorgt im Wesent-
lichen fur die Aufrechterhaltung von Zellstruktur und die Gewebeintegritat der Zelle
(Zhou et al. 2015). Daruber hinaus spielt es eine Rolle bei der Tumorgenese und der
epithelial-mesenchymalen Transition, welche entscheidend fir die Metastasierung von
Malignomen ist (Kidd et al. 2013). Bei der epithelialen-mesenchymalen Transition
kommt es zur Hochregulation von Vimentin, wodurch epitheliale Tumorzellen eine
spindelférmige Form annehmen und schlie3lich die Fahigkeit zur Migration erlangen
(Moch et al. 2012). Fur die prognostische Bedeutung von Vimentin in PECA des Kopf-
Hals-Bereiches waren in bereits publizierten Daten einheitliche Ergebnisse zu ver-
zeichnen. So wurde eine starke Vimentin-Expression mit einem niedrigeren Gesamt-
uberleben sowohl in PECA der Mundhohle als auch der Zunge assoziiert (Zhou et al.
2015; Liu et al. 2016; Liu et al. 2017).
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1.5 Zielsetzung und Fragestellung

Speicheldrisenkarzinome sind seltene Tumore mit einer enormen histologischen
Entitatenvielfalt. Zudem sind sie mit einer unglinstigen Prognose verbunden, so dass
es von grolRer Bedeutung ist klinische und immunhistochemische Prognoseparameter
zu ermitteln, die eine friihzeitige Einstufung der aggressiven Speicheldrisenmalignome

ermaoglichen.

Bislang haben retrospektive Arbeiten gezeigt, dass das Tumorstadium der wichtigste
prognostische Faktor ist. Als potentielle prognostische immunhistochemische Marker in
Adenokarzinomen der Speicheldrisen werden ALDH1, BMI-1, CD133, CD44, Nanog,
Oct-3/4 und SOX2 diskutiert. Eine alleinige Betrachtung von PECA der Speicheldrisen

mit den genannten Markern, einschlieRlich Vimentin, wurde bislang nicht durchgefihrt.

In dieser Dissertation erfolgte die retrospektive Auswertung von klinisch-
pathologischen Parametern aller Patienten, welche von 2003 bis 2015 in der Klinik fir
Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde (HNO) der Universitat Gottingen aufgrund eines Spei-
cheldriusenmalignoms behandelt wurden. Zudem wurden am entnommenen Tumorge-
webe die immunhistochemischen Farbungen von ALDH1, BMI-1, CD133, CD44, Na-
nog, Oct-3/4, SOX2 und Vimentin durchgeflhrt.

Daraus ergaben sich folgende Fragestellungen:

e Ist die Prognose eines Speicheldrisenkarzinoms abhangig von klinisch-
pathologischen Parametern sowie von einer adjuvanten Radiotherapie?

e Lasst sich das Expressionsmuster der potentiellen prognostischen Marker
ALDH1, BMI-1, CD133, CD44, Nanog, Oct-3/4, SOX2 und Vimentin mit dem
Uberleben korrelieren und gibt es einen Zusammenhang mit klinisch-
pathologischen Parametern?

e Besteht ein Unterschied in der prognostischen Bedeutung der Kklinisch-
pathologischen Parameter und der immunhistochemischen Marker bei separa-
ter Betrachtung von primaren bzw. kutanen, in die Glandula parotidea metasta-
sierten PECA?
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2 Material und Methoden

2.1 Patienten

Retrospektiv wurden die Krankendaten aller konsekutiven Patienten ausgewertet, wel-
che wegen eines epithelialen Speicheldrisenmalignoms in der Glandula parotidea oder
Glandula submandibularis in den Jahren von 2003 bis 2015 in der Klinik fur HNO der
Medizinischen Fakultat der Universitat Gottingen operativ behandelt wurden. Vervoll-
standigt wurden die Daten durch die Kontaktaufnahme zu den behandelnden Hauséarz-
ten. Zu Beginn der Datenerhebung lag ein positives Ethikvotum der Ethik-Kommission
der Medizinischen Fakultat der Universitat Gottingen vom 09.12.2016 mit dem Akten-
zeichen 2/1/17 vor. Es wurden folgende Parameter erhoben: Geschlecht, Patientenal-
ter, Tumorentitat, TNM-Klassifikation, UICC-Stadium, histologisches Grading, primare
Tumorlokalisation, perineurale Infiltration, Therapiekonzept, ein vorausgegangener
Hauttumor sowie die Rezidiv- und Uberlebensraten. Die Patientenanzahl von 132 wur-
de durch Abfrage von SAP und der Pathologie-Datenbank Nexus ermittelt. GemaR der
einheitlich definierten Ausschlusskriterien wurden fir die vorliegende Arbeit 71 Patien-
ten weiter analysiert. Die Ausschlusskriterien umfassten die postoperative Diagnose
eines Lymphoms, keine Primartherapie in der Klinik fiir Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde
der Medizinischen Fakultat der Universitat Goéttingen, die Ablehnung der Operation,
das Fehlen von Tumorgewebe im Pathologie-Archiv sowie Metastasen in der Spei-

cheldruse — hiervon waren Hauttumormetastasen ausgenommen.

Die histopathologischen Befunde wurden durch das Institut fir Pathologie der Medizi-
nischen Fakultat der Universitat Gottingen erhoben. Dies erfolgte gemaR der zu Beginn
der Dissertation aktuellsten Ausgabe der WHO-Klassifikation von 2005 (Eveson et al.
2005) und der TNM-Klassifikation der Union for International Cancer Control (UICC)
von 2002 und 2009, welche keine Unterschiede in der TNM-Klassifikation der malignen
Speicheldrisentumore aufweisen (Sobin und Wittekind 2002; Sobin et al. 2009). Aus
Grinden des unterschiedlichen prognostischen Verhaltens wurde die Auswertung der
Adenokarzinome (n = 40) und der PECA (n = 31) separat vorgenommen. Zusatzlich
wurden primare PECA getrennt von kutanen, in die Parotis metastasierten PECA be-
trachtet. Alle PECA, denen ein Hauttumor vorausging, wurden als Hautmetastasen

gewertet und nicht als primares PECA der Speicheldrisen.
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2.2 Materialliste

Einen Uberblick Uber die verwendeten Antikorper, Gerate, molekularbiologischen

Agenzien, Materialien und Softwares geben die Tabellen 2-5.

Tabelle 2: Antikorper

Antikorper Hersteller Verdunnung Verstarkersystem

ALDH1 ABCAM, Cambridge, 1:200 FLEX+Rabbit
GrolR3britannien

BMI-1 CellSignalling, Leiden, 1:200 FLEX+Rabbit
Niederlande

CD 133 MACS, Bergisch Gladbach, 1:50 FLEX+Mouse
Deutschland

CD 44 CellSignalling, Leiden, 1:50 FLEX
Niederlande

Nanog CellSignalling, Leiden, 1:12800 FLEX+Mouse
Niederlande

Oct-3/4 Santa Cruz Biotechnology, 1:50 FLEX+Mouse
Heidelberg, Deutschland

SOX-2 Cell Marque, California, ready to use FLEX+Rabbit
USA

Vimentin  Agilent, Hamburg, ready to use FLEX

Deutschland

Tabelle 3: Geréte

Geréate Hersteller

AutostainerLink 48 Dako, Hamburg, Deutschland
Brutschrank 65°C Memmert, Schwabach, Deutschland
Dako Omnis Dako, Hamburg, Deutschland

Microtom Leica SM2000R
Mikroskop Axio Scope.A1

PT Link

Tissue-Tek Film Coverslipper

Tissue-Tek Prisma-E2S Slide Stainer

Leica, Wetzlar, Deutschland

Zeiss, Jena, Deutschland

Dako, Hamburg, Deutschland

Sacura, Staufen, Deutschland

Sacura, Staufen, Deutschland
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Tabelle 4: Molekularbiologische Agenzien und Materialien

Molekularbiologische Agenzien
und Materialien

Hersteller

Clearify Clearing Agent

EnV FLEX + Mouse (LINKER)

EnV FLEX + Rabbit (LINKER)

EnV FLEX Peroxidase-Blocking Reagent
EnV FLEX Substrate, Working Solution
EnV FLEX TRS

EnV FLEX/HRP

Ethanol 96 %, 99 %
FLEX/DAB+Substrat-Chromogen
Hematoxylin

Objekttrager

Tissue-Tek Coverslipping Film
Waschpuffer
Xylol

Agilent, Hamburg, Deutschland
Agilent, Hamburg, Deutschland
Agilent, Hamburg, Deutschland
Agilent, Hamburg, Deutschland
Agilent, Hamburg, Deutschland
Agilent, Hamburg, Deutschland
Agilent, Hamburg, Deutschland
ChemSolute, Renningen Deutschland
Agilent, Hamburg, Deutschland
Agilent, Hamburg, Deutschland

Menzel-Glaser Braunschweig, Deutsch-
land

Sacura, Staufen, Deutschland
Agilent, Hamburg, Deutschland

ChemSolute, Renningen Deutschland
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Tabelle 5: Software

Software Hersteller

easyROC web-tool 1.3 Hacettepe Universitat, Ankara, Turkei

Excel 2017 Microsoft Europe, Berlin, Deutschland
Cluster 3.0 Stanford Universitat, Stanford, USA

Nexus NEXUS AG, Donaueschingen, Deutschland
SAP 2015 SAP, Walldorf, Deutschland

Statistica 13.1 StatStoft Europe, Hamburg, Deutschland
Word 2017 Microsoft Europe, Berlin, Deutschland

ZEN 2012 (Blue edition) ZEISS, Jena, Deutschland

2.3 Methoden

2.3.1 Tissue-Microarrys

Tissue-Microarrys (TMAs) bilden einen Zusammenschluss von mehreren Gewebepro-
ben in Form von Zylinderstanzen auf einem Paraffinblock. Anhand dieser wird das
Auswerten der immunhistochemischen Farbungen eines grof3en Kollektivs erleichtert.

Die Anordnung der Stanzen wurde tabellarisch und visuell festgehalten (Abb. 2).

Abbildung 2: TMAs und zugehoriger immunhistochemischer Schnitt.

2.3.2 Immunhistochemie

Antikérper binden Uber das Schllssel-Schloss-Prinzip ausschlieRlich an bestimmte
Molekule, die sogenannten Antigenen. Die Affinitdt von Antikbrpern zu dem zu unter-
suchenden Antigen wird sich in der Immunhistochemie zu Nutze gemacht. Hierzu wird
der Antikdper-Antigenkomplex in einem histologischen Praparat mit verschiedenen
Detektionssystemen visualisiert. Diese unterscheiden sich in der Anzahl der Detekti-

onsschritte (indirektes oder direktes Verfahren), in der Art der Blockierung von unspezi-
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fischen Bindungsstellen des Antikdrpers sowie durch das verwendete Verstarkersys-
tem (Linke 2012). Schnelle Durchfuhrung, geringe Kosten, einfache Aufbewahrung
angefertigter Schnitte und die Auswertung lediglich unter dem Lichtmikroskop sind Vor-
teile der Immunhistochemie. Der geringen Objektivitat aufgrund der Auswertung an-
hand eines Scoringsystems, steht die hohe Standardisierung durch den Einsatz eines
Farbevollautomaten entgegen. In einem computergesteuerten Automaten erfolgt die
Erkennung der Schnitte anhand von Barcodes, wodurch Verwechslungen vermieden

werden. Somit wird ein exaktes, reproduzierbares und schnelles Ergebnis erzielt.

Zur Vorbereitung der Farbung der Antikdrper gegen ALDH1 (1:200 FLEX+Rabbit,
ABCAM, Cambridge, GroRbritannien), CD133 (1:50 FLEX+Mouse, MACS, Bergisch
Gladbach, Deutschland), CD44 (1:50, FLEX, CellSignalling, Leiden, Niederlande),
BMI-1 (1:200 FLEX+Rabbit, CellSignalling, Leiden, Niederlande), Oct-3/4 (1:50
FLEX+Mouse, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland), Nanog (1:12800
FLEX+Mouse, CellSignalling, Leiden, Niederlande) und Vimentin (FLEX, Agilent, Ham-
burg, Deutschland) wurden 1 um dicke Schnitte der TMAs mit Hilfe eines Schlitten-
mikrotoms (Microtom Leica SM2000R, Leica, Wetzlar, Deutschland) erstellt und auf
einen Objekttrager (Menzel-Glaser Braunschweig, Deutschland) aufgetragen. Die
Schnitte wurden zur Entparaffinierung in einem Brutschrank (Memmert, Schwabach,
Deutschland) bei 65 °C fur 20 Minuten aufbewahrt, um dann demaskiert zu werden.
Die Demaskierung diente dazu, die durch die Fixierung quervernetzen Bindungsstellen
des Antikdrpers im Gewebe wieder freizulegen. Dieser Prozess erfolgte vollautomati-
siert in drei Schritten im PT Link (Dako, Hamburg, Deutschland). Zuerst wurde der Au-
tomat auf 85 °C vorgewarmt, dann fir 15 Minuten auf 97 °C erhitzt, um letztendlich
wieder auf 85 °C heruntergekuhlt zu werden. Der Objekttrager mit dem Schnitt wurde
anschliefend zum Abkuhlen in Waschpuffer (Agilent, Hamburg, Deutschland) Uber-
fuhrt. SchlieBlich erfolgte die immunhistochemische Farbung mittels des Farbeautoma-
ten AutostainerLink 48 (Dako, Hamburg, Deutschland). Nach Auftragen von EnV FLEX
Peroxidase-Blocking Reagent (Agilent, Hamburg, Deutschland) fir 5 Minuten, inkubier-
ten die primaren Antikoérper fur 30 Minuten und das Verstarkersystem fiur weitere 15
Minuten. Zur Entwicklung der Farbung wurde ein Diaminobenzidi FLEX/DAB+Substrat-
Chromogen (Agilent, Hamburg, Deutschland) hinzugegeben und mit Hamatoxylin
(Agilent, Hamburg, Deutschland) gegengefarbt. Nach jedem dieser Schritte erfolgte
eine Spulung mit Waschpuffer. Letztendlich wurden die Schnitte luftgetrocknet, um
dann mit Tissue-Tek Coverslipping Film (Sacura, Staufen, Deutschland) abgedeckt zu
werden. Die Farbeprotokolle der genannten Antikorper variierten nur in der Verwen-

dung des Verstarkersystems (Tab. 2).
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Die Farbung des Antikdrpers gegen SOX2 (FLEX+Rabbit, Cell Marque, California,
USA) wurde hingegen mit dem Farbevollautomaten Dako Omnis (Dako, Hamburg,
Deutschland) durchgefuhrt. Zu Beginn wurde das Wachs mittels Clearify Clearing
Agent (Agilent, Hamburg, Deutschland) als Lésungsmittel bei 25 °C entfernt. Die De-
maskierung erfolgte fir 30 Minuten bei 97 °C durch Auftragen von EnV FLEX TRS
(Agilent, Hamburg, Deutschland). Anschlielend wurde der Antikérper gegen SOX2
hinzugefugt und fir 20 Minuten inkubiert. Zum Blocken wurden die Schnitte mit EnV
FLEX Peroxidase-Blocking Reagent (Agilent, Hamburg, Deutschland) fir 3 Minuten
inkubiert. EnV FLEX+ Rabbit LINKER (Agilent, Hamburg, Deutschland) wurde als Ver-
starkungssystem verwendet. Zur Entwicklung der Farbung wurde ein Diaminobenzidin
FLEX/DAB+Substrat-Chromogen hinzugegeben und mit Hamatoxylin gegengefarbt.
Zwischen den einzelnen Schritten wurde jeweils 10 Mal mit Waschpuffer fur 2 Minuten
gespult. AbschlieRend wurden die Schnitte mit einer aufsteigenden Alkoholreihe
(ChemSolute, Renningen Deutschland) (Ethanol 75 %, 96 % und 3 Mal 100 %) fir je
1 Minute behandelt und 3 Mal in Xylol (ChemSolute, Renningen Deutschland) ge-
taucht, um dann mit Tissue-Tek Film Coverslipper (Sacura, Staufen, Deutschland) ab-

gedeckt zu werden.

Die Auswertung der immunhistochemischen Farbung berlcksichtigte den Prozentsatz
der gefarbten Zellen und die Intensitat der Farbung. Hierzu wurde unter dem Lichtmik-
roskop (Mikroskop Axio Scope.A1, Zeiss, Jena, Deutschland) fir jede gefarbte Gewe-
bestanze festgelegt, wie viel Prozent der vorhandenen Tumorzellen den vorher defi-
nierten Kategorien 0 bis 3 zuzuordnen waren (0 = negativ, 1 = schwach positiv, 2 =
mittel positiv, 3 = stark positiv). Aus dieser Einteilung wurde der H-Score mittels fol-

gender Formel berechnet (Ishibashi et al. 2003):
H-Score = 1 x Prozent Kategorie 1 + 2 x Prozent Kategorie 2 + 3 x Prozent Kategorie 3

Dieser Score reicht somit von 0-300 und der Maximalwert spricht fir 100 % stark ge-
farbte Zellen. Der nun fur jede Gewebestanze bzw. jeden Patienten erhaltene Zahlen-

wert wurde den jeweiligen klinischen-pathologischen Parametern zugeordnet.

Fiar das Kollektiv der Adenokarzinome wurden zur Einteilung der Farbeintensitat in
.stark und ,schwach® Trennwerte anhand einer Receiver-Operating-Characteristic-
Kurve (ROC-Kurve) und des Youden-Index fir die Antikbrper SOX2, CD44 und BMI-1
berechnet. Diese Berechnung wurde mit Hilfe des freien Onlineprogramms easyROC
(a web-tool for ROC curve analysis ver. 1.3, Hacettepe Universitat, Ankara, Turkei)
durchgefihrt (Goksuluk et al. 2016). Der Youden-Index gibt einen bestmoglichen
Trennwert an, um bei einer Erhebung zwei Gruppen zu unterscheiden. Dieser wird auf

einer ROC-Kurve ermittelt, welche die Zusammenhange von Spezifizitdt und Sensitivi-
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tat analysiert. Fir SOX2 ergab sich ein Youden-Index von 30, fur CD44 von 255 und
fur BMI-1 von 190. Im Falle von ALDH1 und Nanog wurde aufgrund von uberwiegend
mangelnder Expression der Wert 0 als Expressions-Grad ,schwach® definiert und eine

vorhandene Farbung als Expressions-Grad ,stark“ gewertet.

In den Gruppen der PECA wurden die Trennwerte der Antikdrperfarbungen wie folgt
festgelegt: Fir ALDH1 und Vimentin wurde der Wert O als Expressions-Grad ,schwach®
definiert und jegliche sichtbare Farbung als Expressions-Grad ,stark® gewertet. Fur
BMI-1 wurde der Trennwert bei 165 festgelegt. Der Median wurde fir SOX2
(Median: 33) und CD44 (Median: 270) als Trennwert definiert.

Die Antikérper CD133 und Oct-3/4 zeigten in keinem Kollektiv eine Expression. Nanog
wiederum wurde in der Gruppe der PECA nicht exprimiert. Deshalb erfolgten keine

weiteren statistischen Auswertungen dieser Antikorper.

2.3.3 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung wurde mittels der Software Statistica, Version 13.1 (Stat-
Stoft Europe, Hamburg, Deutschland) vorgenommen. Das Signifikanzniveau war bei
allen Tests auf p < 0,05 festgelegt. Mit Hilfe der univariaten Kaplan-Meier-Analyse
wurde das Gesamtiiberleben (OS), das krankheitsspezifische Uberleben (DSS), das
rezidivfreie Uberleben (RFS) und die lokale Kontrollrate (LCR) berechnet (Kaplan und
Meier 1958). Beim OS wurde der Tod, unabhangig von der Ursache, als Event gewer-
tet und jeder lebende Patient bei der letzten Nachuntersuchung wurde zensiert. Das
DSS bezog sich ausschlie3lich auf die Patienten, die durch den Primartumor gestorben
waren — andere Todesursachen wurden als zensiert betrachtet. Beim RFS wurden Lo-
kalrezidive, Fernmetastasen und der Tod durch den Primartumor als Event gewertet,
wohingegen bei der LCR nur die Lokalrezidive als Event bericksichtigt wurden. An-
schliefend wurde der Einfluss der klinisch-pathologischen Parameter und der Einfluss
der Farbeintensitaten (,stark“ und ,schwach®) auf die Uberlebenszeiten ermittelt. Hier-

fur wurden die Kurven mit Hilfe des Log-rank-Tests verglichen.

Anhand des Chi-Quadrat-Tests und der Odds Ratio wurde auf einen Zusammenhang
der klinischen-pathologischen Parameter (TNM-Klassifikation, UICC-Stadien, Lokalisa-
tion, Grading, Verdacht auf Hautmetastase, perineurale Infiltration) mit den immunhis-

tochemischen Farbungen gepriift.

2.3.4 Heatmap

Die Clusteranalyse ermdglicht das Gruppieren von ahnlichen Genexpressionsmustern

in einem Baumdiagramms (Eisen et al. 1998). Um zu untersuchen, ob Untergruppen
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vorhanden waren, wurde mit Hilfe der Software ,Cluster 3.0“ (Stanford Universitat,
Stanford, USA) im Kollektiv der Adenokarzinome die Expressionsmuster der Farbun-
gen mit den Antikérpern gegen CD44, ALDH1, Nanog, SOX2 und BMI-1 und im Kollek-
tiv der PECA die Expressionsmuster der Farbungen von CD44, SOX2, BMI-1 und
ALDH1 analysiert. Die Distanzen im Baumdiagramm entsprachen den Ahnlichkeiten
der Farbeintensitaten. Die Daten wurden anhand einer Quantilnormalisierung ange-
passt sowie Spalten und Zeilen durch die average-linkage-Methode geclustert. Die
zwei mittels der Heatmaps erstellten Gruppen wurden daraufhin den klinisch-
pathologischen Parametern zugeordnet. Die Untersuchung auf Zusammenhange der
Gruppen mit den klinisch-pathologischen Parametern und den Uberlebenszeiten erfolg-

te anhand des Chi-Quadrat-Tests und der univariaten Kaplan-Meier-Analyse.
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3 Ergebnisse

3.1 Gesamtkollektiv

Insgesamt wurden 132 Patienten mit einem Malignom der Speicheldrisen in der Klinik
fur HNO der Medizinischen Fakultat der Universitat Goéttingen von 2003 bis 2015 regis-
triert. Gemal der einheitlich definierten Ausschlusskriterien wurden flr die vorliegende
Arbeit 71 Patienten untersucht. Das Mittlere Diagnosealter lag bei 70,0 + 16,0 Jahren
mit 67,6 % (n = 48) Mannern und 32,4 % (n = 23) Frauen. Die Nachbeobachtungszeit
betrug durchschnittlich 34,5 + 35,6 Monate.

3.2 Adenokarzinome

3.2.1 Daten zur Demographie und Erkrankung

Die Einschlusskriterien wurden von 40 Patienten mit einem Adenokarzinom erflllten.
Die klinischen und pathologischen Daten sind in Tabelle 6 dargestellt. Es fanden sich
mehr Manner (72,5 %, n = 29) als Frauen (27,5 %, n = 11). Das mittlere Diagnosealter
betrug 64,4 £ 16,9 Jahre (23-85 Jahre). Abbildung 3 zeigt die Verteilung der Patienten
mit Manifestation eines Adenokarzinoms in Bezug auf die verschiedenen histopatholo-

gischen Entitaten.



3 Ergebnisse 20

Histopathologische Entitaten

2% o Myoepitheliales Karzinom
(o]

5%

Azinuszellkarzinom

Epithelial-myoepitheliales
Karzinom

Niedrigmalignes polymorphes
Adenokarzinom

= Mukoepidermoidkarzinom

= Karzinom ex pleomorphes
Adenom

= Speichelgangkarzinom

= Adenoidzystisches Karzinom

= Adenokarzinom not other
specified

Abbildung 3: Verteilung der histopathologischen Entitaten in der Gruppe der Patienten mit einem

Adenokarzinom.

Die Nachbeobachtungszeit ab Operationsdatum betrug durchschnittlich 41,8 + 42,0
Monate (0-163 Monate). In 25,0 % der Falle (n = 10) entwickelten die Patienten nach
durchschnittlich 39,0 + 41,0 Monaten ein Rezidiv. FUnf dieser Patienten entwickelten
Fernmetasten mit Lokalisation in der Lunge, in den Knochen oder im Gehirn. In dem
Patientenkollektiv erfolgte in drei Fallen (7,5 %) eine Resektion des Primarius ohne
Neck Dissection oder adjuvanter Therapie, in 15 Fallen (37,5 %) eine Tumorresektion
mit Neck Dissection, in zwei Fallen (5 %) eine Tumorresektion mit adjuvanter Bestrah-
lung sowie in 20 Fallen (50 %) eine Tumorresektion mit Neck Dissection und adjuvan-
ter Bestrahlung. Die alleinige Tumorresektion war bei einem der drei Patienten indi-
ziert. In den anderen beiden Fallen wurde eine adjuvante Therapie abgelehnt. Die Tu-
morresektion in Kombination mit einer Neck Dissection ohne adjuvante Radiotherapie
war bei elf der 15 Patienten indiziert. Finf weitere Patienten lehnten eine Radiatio ent-
weder ab (n = 2) oder der Grund fur eine nicht durchgefuhrte adjuvante Radiotherapie

konnte anhand der Akten nicht ermittelt werden (n = 2).
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Tabelle 6: Klinisch-pathologische Parameter des Adenokarzinom-Kollektivs

n %

Geschlecht

mannlich 29 725

weiblich 1 27,5
Lokalisation

Parotis 28 70

Submandibularis 12 30
Histologisches Grading

G1 8 20

G2 21 52,5

G3 1 27,5
pTNM-Klassifikation

T1-2 20 50

T3-4 20 50

NO 21 52,5

N1 4 10

N2 13 32,5

N3 2 5
UICC-Stadium

[-11 14 35

H-1v 26 65
R-Status

RO 36 90

R1 3 75

Rx 1 25
Pn

Pn0 26 65

Pn1 14 35
Therapie

Tumorresektion 32 7,5

Tumorresektion + ND 15 37,5

Tumorresektion + RT 2 5

Tumorresektion + ND + RT 20 50
Rezidiv 10 25

ND, Neck Dissection; n, Fallzahl; RT, Radiotherapie; pn, perineurale Infiltration; R, Resektions-
status; TNM, tumor, nodal, metastasis stage; UICC, International Union Against Cancer; a: 2x
Radiotherapie + weitere Operationen abgelehnt, 1x keine Indikation fiir weitere Therapien; b:
11x keine Indikation fir RT, 2x RT abgelehnt, 2x Indikation fir RT (Grund des Ausbleibens un-
klar)
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3.2.2 Uberlebenszeiten

Insgesamt errechnete sich in der Gruppe der Patienten mit der Manifestation eines
Adenokarzinoms ein 5-Jahres-Gesamtuberleben von 65,8 % und ein krankheitsspezifi-
sches 5-Jahres-Uberleben von 82,4 %. Das rezidivfreie 5-Jahres-Intervall betrug
71,9 % und die lokale 5-Jahres-Kontrollrate lag bei 84,6 % (Tab. 7, Abb. 4).
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Abbildung 4: Kaplan-Meier-Analyse des Kollektivs der Adenokarzinome. Es wurden das Gesamt-
Uberleben, das krankheitsspezifische Uberleben, das rezidivfreie Uberleben und die lokale Kontrollrate von

40 Patienten mit einem Adenokarzinom der Speicheldriise berechnet.
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Es zeigen sich in Abbildung 5 geringere Uberlebensraten bei Patienten mit einem Kar-
zinom in der Glandula parotidea. Dieser Unterschied ist jedoch flr keine der betrachte-

ten Uberlebensraten signifikant (Tab. 7).
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Abbildung 5: Kaplan-Meier-Analyse in Abhéangigkeit von der Lokalisation des Tumors. Zur Berech-
nung einer Diskrimination beider Kurven wurde der Log-Rank-Test herangezogen. Insgesamt wurden 40

Patienten mit einem Adenokarzinom der Speicheldriise eingeschlossen.

Einen signifikanten Einfluss hatten die unterschiedlichen Differenzierungsgrade der
Tumore auf die Uberlebenszeiten. So war das Gesamtiiberleben (p < 0,001, Log-Rank-
Test), das krankheitsspezifische Uberleben (p < 0,001, Log-Rank-Test) und das re-
zidivfreie Uberleben (p = 0,043, Log-Rank-Test) der Patienten mit hochmalignen Tumo-
ren (G3) signifikant niedriger als im Falle von niedrigmalignen Tumoren (G1-2) (Abb. 6,
Tab. 7).
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Abbildung 6: Kaplan-Meier-Analyse in Abhédngigkeit vom histologischen Grading. Zur Berechnung
einer Diskrimination beider Kurven wurde der Log-Rank-Test herangezogen, wobei statistisch signifikante
Resultate fett gedruckt sind. Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied des Gesamtiiberlebens, des krank-
heitsspezifischen Uberlebens und des rezidivfreien Uberlebens. Insgesamt wurden 40 Patienten mit einem

Adenokarzinom der Speicheldriise eingeschlossen.

Die 5-Jahres-Beobachtungen deuten darauf hin, dass Patienten mit einer hohen
T-Kategorie schlechtere Uberlebenszeiten aufwiesen (Tab. 7, Abb. 7). Trotzdem blieb
dieser diskrepante Verlauf der Kaplan-Meier-Kurven fir die T-Kategorien (T1-2 vs.
T3-4) ohne Signifikanz.
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Abbildung 7: Kaplan-Meier-Analyse in Abhéangigkeit von der T-Kategorie des Tumors. Zur Berech-
nung einer Diskrimination beider Kurven wurde der Log-Rank-Test herangezogen. Insgesamt wurden 40

Patienten mit einem Adenokarzinom der Speicheldriise eingeschlossen.

Ein positiver Lymphknotenstatus ging mit geringeren Uberlebensraten einher, jedoch

ohne eine statistische Signifikanz zu erreichen (Abb. 8).
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Abbildung 8: Kaplan-Meier-Analyse in Abhéngigkeit von der N-Kategorie des Tumors. Zur Berech-
nung einer Diskrimination beider Kurven wurde der Log-Rank-Test herangezogen. Insgesamt wurden 40

Patienten mit einem Adenokarzinom der Speicheldriise eingeschlossen.

In Abbildung 9 zeigen sich geringere Uberlebensraten bei Patienten mit einem UICC-
Stadium llI-IV. Es errechnete sich ein negativer signifikanter Zusammenhang des

UICC-Stadiums bezogen auf das rezidivfreie Uberleben (p = 0,030, Log-Rank-Test).
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Abbildung 9: Kaplan-Meier-Analyse in Abhédngigkeit des UICC-Stadiums des Tumors. Zur Berech-
nung einer Diskrimination beider Kurven wurde der Log-Rank-Test herangezogen, wobei statistisch signifi-
kante Resultate fett gedruckt sind. Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied des rezidivfreien Uberlebens.

Insgesamt wurden 40 Patienten mit einem Adenokarzinom der Speicheldriise eingeschlossen.

Anhand einer univariaten Kaplan-Meier-Analyse wurden sechs Patienten mit Indikation
zur Radiotherapie, welche keine adjuvante Bestrahlung erhielten, mit 22 Patienten mit
indizierter Radiotherapie, welche eine adjuvante Radiotherapie erhielten, verglichen
(Abb. 10). Daraus ergab sich, dass die Durchfihrung einer adjuvanten Radiotherapie
mit einer tendenziell besseren lokalen Kontrollrate einherging (p = 0,051, Log-Rank-
Test). Die lokale 5-Jahres-Kontrollrate betrug mit Radiatio 89,1 % und ohne Radiatio
37,5 % (Tab. 7). Auch die Kaplan-Meier-Kurven fir das Gesamtlberleben, das krank-
heitsspezifische Uberleben und das rezidivfreie Uberleben deuten auf einen positiven
Einfluss der adjuvanten Bestrahlung hin, allerdings sind die Unterschiede nicht statis-

tisch signifikant.
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Abbildung 10: Kaplan-Meier-Analyse in Abhéangigkeit von der Durchfiihrung einer adjuvanten Ra-

diotherapie. Es wurden die Uberlebensraten von insgesamt 28 Patienten mit einem Adenokarzinom in der

Speicheldriise mit einer Indikation fiir eine adjuvante Radiotherapie, die diese erhielten oder nicht erhiel-

ten, mittels des Log-Rank-Test verglichen.

Das Geschlecht stellte zwar keinen signifikanten Einflussfaktor dar, doch waren die

Uberlebenszeiten fir das weibliche Geschlecht im Vergleich besser (Tab. 7). Auch

beim Betrachten des Patientenalters konnten keine signifikanten Unterschiede ermittelt

werden.
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Tabelle 7: Ergebnisse der Uberlebensanalyse bezogen auf die klinisch-pathologischen Parameter

fir 40 Patienten mit einem Adenokarzinom

OS (%) DSS (%) RFS (%) LCR (%)
3 5 p- 3 5 p- 3 5 p- 3 5 p-
Jahre  Jahre  Wert Jahre  Jahre  Wert Jahre  Jahre  Wert Jahre  Jahre  Wert

Gesamt 40 713 65,8 82,4 82,4 71,9 71,9 84,6 84,6
Geschlecht

weiblich 11 889 88,9 0,138 100,0 100,0 0,130 87,5 87,5 0,497 875 87,5 0,648

mannlich 29 644 58,0 75,5 75,5 66,1 66,1 83,7 83,7
Alter

<60 18 76,5 76,5 0,195 81,3 81,3 0,752 75,6 75,6 0,778 86,7 86,7 0,557

> 60 22 66,2 49,6 83,6 83,6 68,5 68,5 83,1 83,1
Lokalisation

Parotis 28 597 59,7 0,173 74,5 74,5 0,099 63,8 63,8 0,062 77,3 77,3 0,094

Submandibularis 12 100,0 85,7 100,0  100,0 90,0 90,0 100,0 100,0
Grading

G1-2 29 957 87,0 <0,001 100,0 100,0 <0,001 833 83,3 0,043 875 87,5 0,421

G3 11 20,2 20,2 38,1 38,1 40,5 40,5 75,0 75,0
N-Kategorie

NO 21 717 77,7 0,330 82,1 82,1 0,978 82,3 82,3 0,146 94,1 94,1 0,075

N+ 19 631 52,6 82,5 82,5 57,2 57,2 71,9 71,9
T-Kategorie

T1-T2 20 859 73,7 0,298 91,7 91,7 0,142 79,8 79,8 0,139 93,8 93,8 0,166

T3-T4 20 58,1 58,1 73,7 73,7 64,9 64,9 75,7 75,7
UICC-Stadium

UICC I-Il 14 825 82,5 0,355 90,0 90,0 0,326 90,0 90,0 0,030 100,0 100,0 0,067

uiccC Ili-Iv 26 65,0 56,9 78,5 78,5 61,9 61,9 75,6 75,6
Radiotherapie (Indika-
tion vorhanden)

RT + 22 717 63,7 0,299 82,5 82,5 0,405 68,3 668,3 0,286 89,1 89,1 0,051

RT - 6 41,7 41,7 50,0 50,0 37,5 37,5 37,5 37,5

DSS, disease specific survival; G, Grading; LCR, local control rate; n, Fallzahl; N, N-Kategorie;
OS, overall survival, RFS, recurrencefree survival, RT, Radiotherapie; T, tumor size; UICC,
International Union Against Cancer; Signifikanzen fett gedruckt

3.2.3

Immunhistochemische Auswertung

Die Expression der zu untersuchenden Marker in Biopsien der Adenokarzinome wurde

immunhistochemisch dargestellt und in die Kategorien ,stark® und ,schwach® eingeteilt

(s. Kapitel 2.3.2). Tabelle 8 zeigt die Verteilung der Tumorproben auf die genannten

Kategorien fir die einzelnen Marker.
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Tabelle 8: Immunhistochemische Farbung im Kollektiv der Adenokarzinome

schwach stark
n % n %
ALDH1 36 90 4 10
BMI-1 19 475 21 52,5
CD133 00 00
CD44 28 70 12 30
Nanog 36 90 4 10
Oct-3/4 00 00
SOX2 33 825 7 17,5

n, Fallzahl

Die Abbildungen 11-15 stellen beispielhaft die immunhistochemischen Farbungen der
untersuchten Marker dar. Die Antikérper gegen BMI-1 und SOX2 farbten nukleéar, die
Antikorper gegen CD44 membrands und die Antikdrper gegen ALDH1 sowie Nanog

zytoplasmatisch.

Abbildung 11: ALDH1-Expression (x200) a) am Beispiel eines adenoidzystischen Karzinoms mit schwa-
cher immunhistochemischer Farbung und b) am Beispiel eines myoepithelialen Karzinoms mit starker

immunhistochemischer Farbung

Abbildung 12: BMI-1-Expression (x200) am Beispiel eines adenoidzystischen Karzinoms mit a) schwa-

cher und b) starker immunhistochemischer Farbung
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FemhN
Abbildung 13: CD44-Expression (x200) a) am Beispiel eines Karzinoms ex pleomorphen Adenoms mit
schwacher immunhistochemischer Farbung und b) am Beispiel eines Adenokarzinoms NOS mit starker

immunhistochemischer Farbung
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Abbildung 14: Nanog-Expression (x200) a) am Beispiel eines adenoidzystischen Karzinoms mit schwa-

cher immunhistochemischer Farbung und b) am Beispiel eines Karzinoms ex pleomorphen Adenoms mit
starker immunhistochemischer Farbung

Abbildung 15: SOX2-Expression (x200) a) am Beispiel eines adenoidzystischen Karzinoms mit schwa-
cher immunhistochemischer Farbung und b) am Beispiel eines niedrigmalignen polymorphen Adenokarzi-

noms mit starker immunhistochemischer Farbung
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3.2.3.1 ALDH1

Fir eine ALDH1-Uberexpression in der Patientengruppe der Adenokarzinome wurden
héhere 5-Jahres-Uberlebenszeiten beobachtet, als bei fehlender ALDH1-Expression,
jedoch blieben diese Unterschiede ohne statistische Signifikanz (Abb. 16, Tab. 9) Au-
Rerdem trat eine schwache ALDH1-Expression vermehrt in High-grade-Tumoren auf,
was sich auch in der starken Korrelation der Expression von ALDH1 mit dem Grading
widerspiegelte (p < 0,001, Chi-Quadrat-Test) (Tab. 10).
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Abbildung 16: Kaplan-Meier-Analyse bezogen auf die Expression von ALDH1. Zur Berechnung einer
Diskrimination beider Kurven wurde der Log-Rank-Test herangezogen. Insgesamt wurden 40 Patienten

mit einem Adenokarzinom der Speicheldriise eingeschlossen.

3.2.3.2 BMI-1

Es ergab sich fir Patienten mit einem Adenokarzinom, die einen Expressions-Grad
,Schwach® von BMI-1 aufwiesen, ein 5-Jahres-Gesamtuiberleben von 54,1 % (Abb. 17,
Tab. 9). Fir Patienten die einem Expressions-Grad ,stark“ von BMI-1 zugeordnet wur-
den, berechnete sich ein 5-Jahres-Gesamtuberleben von 77,7 %. Die statistische Aus-
wertung deutet mit einem p-Wert, welcher mit 0,051 nur knapp unter dem vorher fest-
gelegtem Signifikanzniveau liegt, auf einen merklichen Unterschied hin (p = 0,051,
Log-Rank-Test). Die Analyse mittels des Chi-Quadrat-Tests der BMI-1-Expression im
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Kollektiv der Adenokarzinompatienten ergab keine Korrelationen zu den Klinisch-

pathologischen Parametern (Tab. 10).
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Abbildung 17: Kaplan-Meier-Analyse bezogen auf die Expression von BMI-1. Zur Berechnung einer
Diskrimination beider Kurven wurde der Log-Rank-Test herangezogen. Insgesamt wurden 40 Patienten

mit einem Adenokarzinom der Speicheldriise eingeschlossen.

3.2.3.3 CD44

Der grote Unterschied des Kurvenverlaufs zeigte sich bei der Betrachtung der lokalen
Kontrollrate. Zu beobachten war eine niedrigere lokale 5-Jahres-Kontrollrate von
71,6 % bei starker CD44-Expression im Vergleich zur schwachen CD44-Expression mit
einer lokalen 5-Jahres-Kontrollrate von 91,1 % (Abb. 18, Tab. 9). Fur das Gesamtuber-
leben stellte sich der Verlauf der Kurven umgekehrt dar. Letztendlich erwies sich keiner
der Unterschiede als signifikant. Bezlglich der klinischen Parameter korrelierte die
Expression von CD44 signifikant mit dem UICC-Stadium (p = 0,002, Chi-Quadrat-Test).
Eine starke CD44-Expression lag im Stadium llI-1V vor, nicht aber im Stadium I-Il. Au-
Rerdem fanden sich signifikante Korrelationen von CD44 mit der N-Kategorie (p =
0,023, Chi-Quadrat-Test), T-Kategorie (p = 0,006, Chi-Quadrat-Test) und der Lokalisa-
tion (p = 0,050, Chi-Quadrat-Test) (Tab. 10). Mittels einer Odds Ratio wurde das Risiko
der einzelnen Parameter und somit der genaue Zusammenhang berechnet. Es zeigte
sich, dass eine Uberexpression von CD44 mit tumorpositiven Lymphknoten (p = 0,029)
und hohem (T3-4) Tumorstadium (p = 0,011) korrelierte. Das Risiko fur das Auftreten
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eines Adenokarzinoms in der Glandula parotidea war im Vergleich zur Lokalisation in
der Glandula submandibularis bei starker CD44-Expression erhoht, jedoch ohne Signi-
fikanz zu erreichen (p = 0,078, Odds Ratio).
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Abbildung 18: Kaplan-Meier-Analyse bezogen auf die Expression von CD44. Zur Berechnung einer
Diskrimination beider Kurven wurde der Log-Rank-Test herangezogen. Insgesamt wurden 40 Patienten

mit einem Adenokarzinom der Speicheldriise eingeschlossen.

3.2.3.4 Nanog

Die Kaplan-Meier-Kurven weisen auf geringere Uberlebenszeiten bei starker Nanog-
Expression hin (Abb. 19, Tab. 9). Jedoch war der Unterschied fiir keine der betrachte-
ten Uberlebenszeiten statistisch signifikant. Auch lag kein statistisch signifikanter Zu-
sammenhang zwischen der Nanog-Expression und den klinisch-pathologischen Para-

metern vor (Tab. 10).
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Abbildung 19: Kaplan-Meier-Analyse bezogen auf die Expression von Nanog. Zur Berechnung einer
Diskrimination beider Kurven wurde der Log-Rank-Test herangezogen. Insgesamt wurden 40 Patienten

mit einem Adenokarzinom der Speicheldriise eingeschlossen.

3.2.3.5 SOX2

Es wurde bei starker Expression des Markers SOX2 ein hoheres 5-Jahres-
Gesamtiberleben (75 %) und ein hdheres krankheitsspezifisches 5-Jahres-Uberleben
(100 %) im Gegensatz zur schwachen Expression mit einem 5-Jahres-
Gesamtiberleben von 64,1 % und einem krankheitsspezifischen 5-Jahres-Uberleben
von 77,6 % beobachtet (Abb. 20, Tab. 9). Diese Vergleiche der Uberlebenszeiten, in
Abhangigkeit von der SOX2-Expression in der Gruppe der Adenokarzinome, ergaben
keine signifikanten Unterschiede. Keine Tumorprobe mit einer perineuralen Infiltration
zeigte einen Expressions-Grad ,stark® fur SOX2. Diese Verteilung und die Ergebnisse
des Chi-Quadrat-Tests deuteten darauf hin, dass eine SOX2-Uberexpression mit dem

Ausbleiben einer perineuralen Infiltration korrelierte (p = 0,020) (Tab. 10).
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Abbildung 20: Kaplan-Meier-Analyse bezogen auf die Expression von SOX2. Zur Berechnung einer
Diskrimination beider Kurven wurde der Log-Rank-Test herangezogen. Insgesamt wurden 40 Patienten

mit einem Adenokarzinom der Speicheldriise eingeschlossen.
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Tabelle 9: Daten der Kaplan-Meier-Analyse bezogen auf die immunhistochemischen Farbungen fiir
40 Patienten mit einem Adenokarzinom

OS (%) DSS (%) RFS (%) LCR (%)
n 3 5 p- 3 5 p- 3 5 p- 3 5 p-
Jahre  Jahre Wert Jahre  Jahre  Wert Jahre  Jahre  Wert Jahre  Jahre  Wert
ALDH1
stark 4 100,0  100,0 0,159 100,0 1000 0,254 100,0 100,0 0,165 100,0  100,0 0,326
schwach 36 67,1 61,0 79,4 79,4 67,7 67,7 82,4 82,4
BMI-1
stark 21 874 77,7 0,051 87,4 87,4 0,400 72,7 72,7 0,972 84,0 84,0 0,841
schwach 19 541 54,1 77,4 77,4 72,0 72,0 84,8 84,8
CD44
stark 12 750 75,0 0,690 81,8 81,8 0,814 63,6 63,6 0,231 71,6 71,6 0,145
schwach 28 675 57,8 82,1 82,1 75,1 75,1 91,1 91,1
Nanog
stark 4 66,7 0,936 66,7 0,473 50,0 0,217 75,0 0,498
schwach 36 716 66,1 84,2 84,2 74,5 74,5 85,5 85,5
SOX2
stark 7 100,0 75,0 0,184 100,0 100,0 0,192 71,4 71,4 0613 833 83,3 0,854
schwach 33 64,1 64,1 77,6 77,6 72,5 72,5 84,8 84,8

DSS, disease specific survival, LCR, local control rate; n, Fallzahl; OS, overall survival, RFS,
recurrencefree survival
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Tabelle 10: Assoziation der Tumorstammzellmarker-Expression mit den klinisch-pathologischen

Parametern von 40 Adenokarzinomen

ALDH1 BMI-1 CD44 Nanog SOX2
schwach stark p- schwach stark p-Wert schwach stark p-Wert schwach stark p-Wert schwach stark p-
Wert Wert
Geschlecht
weiblich 9 2 0,288 5 6 0,873 9 2 0,315 10 1 0,906 8 3 0,479
mannlich 27 2 14 15 19 10 26 3 24 5
Alter
<60 14 3 0,166 7 10 0,491 11 6 0,530 16 1 0,455 12 5 0,201
> 60 22 1 12 11 17 6 20 3 20 3
Lokalisation
Parotis 25 3 0,818 14 14 0,629 17 11 0,050 24 0,168 23 5 0,605
Subman- 11 1 5 7 11 1 12 9 3
dibularis
Grading
G1-2 25 4 0,194 12 17 0,208 22 7 0,189 26 3 0,906 21 8 0,051
G3 11 0 7 4 6 5 10 1 11 0
Grading
G1 4 4 < 5 3 0,342 7 1 0,227 8 0 0,292 6 2 0,693
0,001
G2-3 32 0 14 18 21 11 28 4 26 6
pT-
Kategorie
T1-T2 17 3 0,292 16 4 0,288 18 0,006 19 1 0,292 17 3 0,429
T3-T4 19 1 13 7 10 10 17 3 15 5
PN-
Kategorie
negativ 18 3 0,342 12 9 0,199 18 3 0,023 20 1 0,246 18 3 0,342
positiv 18 1 7 12 10 9 16 3 14 5
Perineurale
Infiltration
Pno 22 4 0,122 13 13 0,666 18 8 0,885 25 1 0,077 18 8 0,020
Pn1 14 0 6 8 10 4 11 3 14 0
uicc-
Stadium
I-Il 11 3 0,077 8 6 0,370 14 0 0,002 13 1 0,658 13 1 0,136
-V 25 1 11 15 14 12 23 3 19 7

G, Grading; N, nodal status; Pn, perineurale Infiltration; T, tumor size; UICC, International Union

Against Cancer; Signifikanzen fett gedruckt



3 Ergebnisse 39

3.2.3.6 Heatmap
Abbildung 21 stellt die Gruppierung aufgrund der Ahnlichkeit der Expressionen der

einzelnen Markerproteine fir das Adenokarzinomkollektiv dar. Es ergab sich eine Ein-
teilung in zwei Gruppen. Die rechte Spalte gibt die von 1 bis 39 durchnummerierten
Patienten an. Ein rotes Feld spricht fir eine starke Farbung des zugehdérigen Markers,
ein blaues Feld fir eine schwache Farbung. In der Gruppe 1 finden sich vorwiegend
Tumorproben, welche BMI-1 und CD44 stark und Nanog, ALDH1 und SOX2 schwach
exprimierten. Die zwei Gruppen zeigten keine Korrelationen zu den Uberlebenszeiten
(Tab. 11). Jedoch erwiesen sich die Gruppen als signifikant mit dem Grading assoziiert
(p = 0,029, Chi-Quadrat-Test) (Tab. 12). Anhand der Risikoberechnung wurde ermittelt,
dass die Wahrscheinlichkeit flr das Vorliegen eines G1-Tumors in Gruppe 0 neunfach

hoher war als fir die Gruppe 1.

Gruppe 0

Gruppe 1

Abbildung 21: Clusteranalyse bezogen auf die Expression von CD44, BMI-1, Nanog, ALDH1 und
SOX2. Es werden die Gruppierungen aufgrund der Ahnlichkeit der Expressionen der einzelnen Marker von
Insgesamt 39 Patienten mit einem Adenokarzinom der Speicheldriise abgebildet. Die entstandene Heat-
map wurde mit der Software Cluster 3.0 erstellt. Hierflir wurden die Patienten in der rechten Spalte von 1
bis 39 durchnummeriert. Ein blaues Feld spricht fiir eine schwache Farbung des zugehdrigen Markers und
ein rotes Feld fir eine starke Farbung. Es ergab sich eine Gruppierung in zwei Gruppen. In der Gruppe 1
finden sich vorwiegend Tumorproben, welche BMI-1 und CD44 stark und Nanog, ALDH1 und SOX2

schwach exprimierten.
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Tabelle 11: Daten der Kaplan-Meier-Analyse anhand der Clusterexpression fiir 39 Patienten mit
einem Adenokarzinom

0S (%) DSS (%) RFS (%) LCR (%)
n 3 5 p- 3 5 p- 3 5 p- 3 5 p-
Jahre Jahre Wert Jahre Jahre Wert Jahre Jahre Wert Jahre Jahre Wert
G“’Oppe 25 649 649 0329 808 808 0980 705 7055 0545 852 852 0,880
G“‘fpe 14 80,8 69,3 829 829 727 727 83,1 83,1

Tabelle 12: Assoziation der Clusterexpression mit den klinisch-pathologischen Parametern von 39
Patienten mit einem Adenokarzinom

Gruppe 0 Gruppe 1 p-Wert

Geschlecht
weiblich 7 3 0,652
mannlich 18 11

Alter
<60 10 7 0,546
> 60 15 7

N-Kategorie
negativ 14 6 0,431
positiv 11 8

Grading
G1/2 18 10 0,970
G3 7 4

Grading
G1 7 0 0,029
G2/3 18 14

Pn
Pn0 18 8 0,345
Pn1 7 6

T-Kategorie
T1-T2 13 7 0,905
T3-T4 12 7

UICC-Stadium
[-11 10 4 0,475
[-1v 15 10

Lokalisation
Parotis 19 8 0,221
Submandibularis 6 6

G, Grading; N, nodal status; Pn, perineurale Infiltration; T, tumor size; UICC, International Union
Against Cancer; Signifikanzen fett gedruckt
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3.3 Plattenepithelkarzinome

3.3.1 Daten zur Demographie und Erkrankung

Insgesamt wurden 31 Patienten mit der Manifestation eines PECA der Speicheldrisen
wahrend der untersuchten Zeitspanne von 2003 bis 2015 in der Medizinischen Fakultat
der Universitat Goéttingen behandelt (Tab. 13). Das Kollektiv bestand aus 61,3 % (n =
19) mannlichen Patienten und 38,7 % (n = 12) weiblichen Patienten. Zum Diagnose-
zeitpunkt lag das durchschnittliche Alter bei 77,0 + 11,0 Jahren (44-92 Jahre). Der
Nachbeobachtungszeitraum betrug im Mittel 25 + 23 Monate (0-81 Monate). In 52,0 %
(n = 16) der Falle entwickelten die Patienten nach durchschnittlich 19,0 + 22,0 Monaten
ein Rezidiv. Bei elf (35,5 %) Patienten lag ein Lokalrezidiv vor und bei finf (16,0 %)
Patienten eine Fernmetastase. Die Lokalisationen der Fernmetastasen waren Lunge,

Knochen, Osophagus und parapharyngeal.

Um zu ermitteln, welches PECA ein Primartumor der Speicheldriise war bzw. welches
aus einer Hautmetastase entstand, wurden alle Tumore, denen ein Hauttumor voraus-
ging, als Hautmetastase gewertet. Alle anderen zahlten als Primartumore. Es ergab
sich ein Verhaltnis von 58,0 % (n = 18) Primartumore zu 42,0 % (n = 13) Hautmetasta-

sen.

Unter diesen 31 Patienten mit PECA erfolgte bei zwei Patienten (6,0 %) ausschliel3lich
die Resektion des Tumors, bei elf Patienten (35,0 %) eine Tumorresektion und eine
Neck Dissection, bei zwei Patienten (6,0 %) eine Tumorresektion und eine adjuvante
Bestrahlung sowie bei 16 Patienten (52,0 %) eine Tumorresektion, eine Neck Dissec-
tion und eine adjuvante Bestrahlung. Die alleinige Tumorresektion war bei einem Pati-
enten indiziert und bei einem weiteren Patienten war aufgrund vorausgegangener Ra-
diatio eine adjuvante Radiotherapie technisch nicht mdglich. Von den elf Patienten,
welche eine Neck Dissection und eine Tumorresektion erhielten, konnte bei einem Pa-
tienten aulRerplanmaRig keine adjuvante Bestrahlung stattfinden, da er noch im Kran-
kenhaus an einer Lungenarterienembolie verstarb. Sechs Patienten lehnten eine ad-
juvante Therapie ab und bei zwei Patienten konnte der Grund fir eine nicht durchge-

fuhrte adjuvante Radiotherapie aus den Akten nicht ermittelt werden.
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Tabelle 13: Klinisch-pathologische Parameter des PECA-Kollektivs

n %

Geschlecht

mannlich 19 61,3

weiblich 12 38,7
Lokalisation

Parotis 27 871

Submandibularis 4 12,9
Hautmetastase

Ja 13 42

Nein 18 58
Histologisches Grading

G1 2 6

G2 26 84

G3 3 10
R-Status

RO 20 65

R1 10 32

Rx 1 3
Therapie

Tumorresektion 2% 6

Tumorresektion + ND 11° 35

Tumorresektion + RT 2 6

Tumorresektion + ND + RT 16 52
Rezidiv 16 51,5

ND, Neck Dissection; n, Fallzahl; RT, Radiotherapie; pn, perineurale Infiltration; R, Resektions-
status; a: 1x keine Indikation fir Neck Dissection + Radiotherapie (RT), 1x Z.n. Bestrahlung
(Technisch nicht mdglich); b: 1x keine Indikation fiir RT, 1x noch im Krankenhaus an Lungenar-
terienembolie verstorben, 1x wegen schlechtem Allgemeinzustand RT nicht durchfiihrbar, 6x RT
abgelehnt, 2x Indikation fiir RT (Grund des Ausbleibens unklar)

3.3.2 Uberlebenszeiten

Fir die Patienten, bei denen ein PECA der Speicheldrise diagnostiziert wurde, errech-
nete sich ein 5-Jahres-Gesamtuberleben von 46,8 % und ein krankheitsspezifisches
5-Jahres-Uberleben von 73,1 %. Das rezidivfreie 5-Jahres-Intervall lag bei 43,8 % und
die lokale 5-Jahres-Kontrollrate bei 62,7 % (Tab. 14, Abb. 22).
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Abbildung 22: Kaplan-Meier-Analyse des Kollektivs der Plattenepithelkarzinome. Es wurden mittels

der Kaplan-Meier-Analyse das Gesamtiiberleben, das krankheitsspezifische Uberleben, das rezidivfreie

Uberleben und die lokale Kontrollrate von 31 Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom der Speicheldrii-

se berechnet.

Die Betrachtung des Geschlechts und der Tumorlokalisation mittels der Kaplan-Meier-

Analyse erbrachte keine signifikanten Unterschiede (Tab. 14).

Die Uberlebensraten korrelierten mit dem Patientenalter, wobei ein Vergleich der

Gruppen der < 80-Jahrigen und > 80-Jahrigen erfolgte. Patienten > 80 Jahre zeigten

ein geringeres krankheitsspezifisches Uberleben (p = 0,008, Log-Rank-Test), ein ge-

ringeres rezidivfreies Uberleben (p = 0,014, Log-Rank-Test) und eine niedrigere lokale

Kontrollrate (p = 0,013, Log-Rank-Test) (Tab. 14, Abb. 23).
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Abbildung 23: Kaplan-Meier-Analyse in Abhangigkeit vom Patientenalter. Zur Berechnung einer
Diskrimination beider Kurven wurde der Log-Rank-Test herangezogen, wobei statistisch signifikante Re-
sultate fett gedruckt sind. Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied des krankheitsspezifischen Uberle-
bens, des rezidivfreien Uberlebens und der lokalen Kontrollrate. Insgesamt wurden 31 Patienten mit einem

Plattenepithelkarzinom der Speicheldriise eingeschlossen.

Die Abbildung 24 zeigt geringere Uberlebenszeiten fiir Low-grade PECA, jedoch ohne

Signifikanz zu erreichen.
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Abbildung 24: Kaplan-Meier-Analyse in Abhédngigkeit vom histologischen Grading des Tumors. Zur
Berechnung einer Diskrimination beider Kurven wurde der Log-Rank-Test herangezogen. Insgesamt wur-

den 31 Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom der Speicheldriise eingeschlossen.

Um den Einfluss der adjuvanten Radiotherapie zu analysieren, wurden Patienten, die
eine Radiotherapie erhielten (n = 18), mit Patienten verglichen, bei denen trotz Indika-
tion keine Radiotherapie durchgefuhrt wurde (n = 10). Es lieR sich ein signifikanter Un-
terschied der beiden Gruppen im Verlauf des krankheitsspezifischen Uberlebens (p =
0,050, Log-Rank-Test) und der lokalen Kontrollrate (p = 0,015, Log-Rank-Test) errech-
nen (Abb. 25). Den starksten positiven Einfluss hatte eine adjuvante Radiotherapie auf
das rezidivfreie 5-Jahres-Uberleben (p = 0,009, Log-Rank-Test). So betrug das rezidiv-
freie 5-Jahres-Uberleben mit Radiotherapie 57,2 % und ohne Radiotherapie 30,0 %
(Tab. 14).
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Abbildung 25: Kaplan-Meier-Analyse in Abhéangigkeit von der Durchfiihrung einer adjuvanten Ra-
diotherapie. Es wurden die Uberlebenszeiten von insgesamt 28 Patienten mit einem Plattenepithelkarzi-
nom in der Speicheldrise mit einer Indikation fiir eine adjuvante Radiotherapie, die diese erhielten oder
nicht erhielten, mittels des Log-Rank-Tests verglichen. Statistisch signifikante Resultate sind fett gedruckt.
Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied des krankheitsspezifischen Uberlebens, des rezidivfreien Uber-

lebens und der lokalen Kontrollrate.
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Tabelle 14: Ergebnisse der Uberlebensanalyse bezogen auf die klinisch-pathologischen Parameter
fiir 31 Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom

OS (%) DSS (%) RFS (%) LCR (%)
n 3 5 p- 3 5 p- 3 5 p- 3 5 p-
Jahre  Jahre  Wert Jahre  Jahre  Wert Jahre  Jahre  Wert Jahre  Jahre  Wert
Gesamt 31 545 46,8 731 731 43,8 43,8 62,7 62,7
Geschlecht
weiblich 12 66,3 66,3 0,356 90,9 90,9 0,353 29,2 29,2 0,844 66,7 66,7 0,743
mannlich 19 485 36,4 63,8 63,8 46,6 46,6 59,8 59,8
Alter
<80 15 733 58,7 0,106  100,0 100,0 0,008 68,6 68,6 0,014 86,7 86,7 0,013
>80 16 32,6 32,6 40,6 40,6 40,0
Lokalisation
Parotis 27 480 36,0 0,239 69,1 69,1 0,975 51,0 51,0 0,202 64,8 64,8 0,493
Submandibularis 4 75,0 75,0 75,0 75,0 25,0 25,0 50,0 50,0
Grading
G1-2 28 53,0 53,0 0,556 69,9 69,9 0,344 36,4 36,4 0,061 585 58,5 0,160
G3 3 66,7 00,0 100,0 100,0 100,0

Radiotherapie
(Indikation vorhanden)

RT + 18 63,0 50,4 0,716 93,3 93,3 0,050 57,2 57,2 0,009 82,6 82,6 0,015

RT - 10 32,8 32,8 32,8 32,8 30,0 30,0 40,0 40,0

G, Grading; RT, Radiotherapie; DSS, disease specific survival, LCR, local control rate; n, Fallzahl;
OS, overall survival; RFS, recurrencefree survival; Signifikanzen fett gedruckt

3.3.3 Immunhistochemische Auswertung

Die Expression der zu untersuchenden Marker wurde in den Biopsien der PECA im-
munhistochemisch dargestellt und in die Kategorien starke Expression und schwache
Expression eingeteilt (Kapitel 2.3.2). Tabelle 15 zeigt die Verteilung der Tumorproben

auf diese Kategorien fur die einzelnen Marker.

Tabelle 15: Immunhistochemische Farbung im Kollektiv der PECA

schwach stark
n % n %
ALDH1 25 80,6 6 194
BMI-1 20 64,5 11 35,5
CD133 00 0 0
CD44 15 484 16 51,6
Nanog 0 0 0 0
Oct-3/4 00 0 0
SOX2 16 51,6 15 484

Vimentin 17 54,8 14 45,2
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Die Abbildungen 26-30 zeigen beispielhaft die immunhistochemischen Farbungen der
untersuchten Marker. Das Farbeverhalten der Tumorzellen der PECA war mit dem der
Adenokarzinome zu vergleichen. Die Antikérper gegen BMI-1 und SOX2 farbten die
Tumorzellen nuklear, der Antikérper gegen CD44 membrands und die Antikdrper ge-
gen ALDH1 und Vimentin zytoplasmatisch.

Abbildung 26: ALDH1-Expression (x200) im Kollektiv der Plattenepithelkarzinome, a) mit schwacher
immunhistochemischer Farbung und b) mit starker immunhistochemischer Farbung
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Abbildung 27: BMI-1-Expression (x200) im Kollektiv der Plattenepithelkarzinome, a) mit schwacher
immunhistochemischer Farbung und b) mit starker immunhistochemischer Farbung

Abbildung 28: CD44-Expression (x200) im Kollektiv der Plattenepithelkarzinome, a) mit schwacher im-
munhistochemischer Farbung und b) mit starker immunhistochemischer Farbung
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Abbildung 29: SOX2-Expression (x200) im Kollektiv der Plattenepithelkarzinome, a) mit schwacher im-

munhistochemischer Farbung und b) mit starker immunhistochemischer Farbung
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Abbildung 30: Vimentin-Expression (x200) im Kollektiv der Plattenepithelkarzinome, a) mit schwacher

immunhistochemischer Farbung und b) mit starker immunhistochemischer Farbung

3.3.3.1 ALDH1

Der Verlauf der Kaplan-Meier-Kurven deuten an, dass Patienten mit einer starken
ALDH1-Expression niedrigere Uberlebenszeiten aufwiesen (Abb. 31). Dieser Unter-
schied erreicht jedoch in keinem der Falle statistische Signifikanz. Statistisch signifikant
war jedoch die Korrelation der ALDH1-Expression mit dem Ursprung des Tumors (Pri-
martumor oder Hautmetastase, p = 0,011, Chi-Quadrat-Test) (Tab. 17). Die Verteilung
lasst vermuten, dass eine ALDH1-Uberexpression wahrscheinlicher mit dem Vorliegen
eines Primartumors einherging. Fur die weiteren klinisch-pathologischen Parameter

konnten keine Korrelationen mit der ALDH1-Expression festgestellt werden.
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Abbildung 31: Kaplan-Meier-Analyse bezogen auf die Expression von ALDH1. Zur Berechnung einer

Diskrimination beider Kurven wurde der Log-Rank-Test herangezogen. Insgesamt wurden 31 Patienten

mit einem Plattenepithelkarzinom der Speicheldriise eingeschlossen.

3.3.3.2 BMI-1

In der Kaplan-Meier-Analyse zeigten sich bei starker BMI-1-Expression durchweg nied-

rigere Uberlebenszeiten (Abb. 32). Beim Vergleichen der Kurven erwies sich eine BMI-

1-Uberexpression als signifikant assoziiert mit einem niedrigeren Gesamtiiberleben der
Patienten (p = 0,029, Log-Rank-Test). Die Betrachtung mittels des Chi-Quadrat-Tests

erbrachte keine Zusammenhange fur die BMI-1-Expression mit den Kklinisch-

pathologischen Parametern (Tab. 17).
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Abbildung 32: Kaplan-Meier-Analyse bezogen auf die Expression von BMI-1. Zur Berechnung einer
Diskrimination beider Kurven wurde der Log-Rank-Test herangezogen, wobei statistisch signifikante Re-
sultate fett gedruckt sind. Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied des Gesamtiiberlebens. Insgesamt

wurden 31 Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom der Speicheldriise eingeschlossen.

3.3.3.3 CD44

Anhand der Kaplan-Meier-Kurven scheint die CD44-Expression den starksten Effekt
auf das rezidivfreie Uberleben zu haben (Abb. 33). Bei CD44-Uberexpression berech-
nete sich ein rezidivfreies 5-Jahres-Uberleben von 26,8 % im Vergleich zu einem re-
zidivfreien 5-Jahres-Uberleben bei einem Expressions-Grad ,schwach® von 65,5 %.
Fir das Gesamtlberleben der Patienten zeigte sich ein umgekehrtes Verhaltnis von
niedrigem und hohem Gesamtluberleben in Bezug auf eine starke und schwache
CD44-Expression. Die Kaplan-Meier-Analyse erbrachte jedoch fur die CD44-
Expression keine signifikanten Zusammenhéange. Die CD44-Expression korrelierte mit
dem Ursprung des Tumors (Hautmetastase oder Primartumor, p = 0,048, Chi-Quadrat-
Test) (Tab. 17). Das Resultat der Odd Ratio, deutete darauf hin, dass eine niedrige
CD44-Expression mit einem erhdhten Risiko fir das Vorliegen einer Hautmetastase
assoziiert war (p = 0,054). Die anderen klinisch-pathologischen Parameter waren nicht

signifikant mit der CD44-Expression korreliert.
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Abbildung 33: Kaplan-Meier-Analyse bezogen auf die Expression von CD44. Zur Berechnung einer
Diskrimination beider Kurven wurde der Log-Rank-Test herangezogen. Insgesamt wurden 31 Patienten

mit einem Plattenepithelkarzinom der Speicheldriise eingeschlossen.

3.3.3.4 SOX2

Abbildung 34 deutet daraufhin, dass eine SOX2-Uberexpression mit niedrigeren Uber-
lebensraten einhergeht. So erwies sich SOX2, mit einem rezidivfreien 5-Jahres-
Uberleben von 21,9 % bei starker Expression bzw. von 62,5 % bei schwacher Expres-
sion, als signifikanter negativer prognostischer Faktor (p = 0,007, Log-Rank-Test). Im
Gegensatz dazu konnte im Zusammenhang mit den klinisch-pathologischen Parame-
tern keine prognostische Bedeutung fur die SOX2-Expression evaluiert werden (Tab.
17).
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Abbildung 34: Kaplan-Meier-Analyse bezogen auf die Expression von SOX2. Zur Berechnung einer
Diskrimination beider Kurven wurde der Log-Rank-Test herangezogen, wobei statistisch signifikante Re-
sultate fett gedruckt sind. Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied des rezidivfreien Uberlebens. Insge-

samt wurden 31 Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom der Speicheldriise eingeschlossen.

3.3.3.5 Vimentin

Bei der Betrachtung von Vimentin fand sich eine Diskrimination der Uberlebenszeiten
ohne statistische Signifikanz (Abb. 35). Eine starke Vimentin-Expression ging mit ho-
hen Uberlebensraten einher, wahrend eine schwache Expression mit niedrigen Uber-
lebensraten assoziiert war. Ein signifikanter Zusammenhang der Vimentin-Expression

mit den klinisch-pathologischen Parametern zeigte sich nicht (Tab. 17).
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Abbildung 35: Kaplan-Meier-Analyse bezogen auf die Expression von Vimentin. Zur Berechnung
einer Diskrimination beider Kurven wurde der Log-Rank-Test herangezogen. Insgesamt wurden 31 Patien-

ten mit einem Plattenepithelkarzinom der Speicheldriise eingeschlossen.
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In Tabelle 16 sind die Ergebnisse der univariaten Uberlebensanalyse der immunhisto-
chemischen Farbungen der Tumorproben fir die Patienten mit einem PECA zusam-

menfassend dargestellt.

Tabelle 16: Daten der Kaplan-Meier-Analyse bezogen auf die immunhistochemischen Farbungen
fiir 31 Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom

OS (%) DSS (%) RFS (%) LCR (%)
n 3 5 p- 3 5 p- 3 5 p- 3 5 p-
Jahre  Jahre  Wert Jahre Jahre Wert Jahre Jahre Wert Jahre Jahre Wert
ALDH1
stark 7 375 0,668 75,0 0,696 00,0 00,0 0,125 571 0,572
schwach 24 572 47,6 73,2 73,2 54,5 54,5 65,2 65,2
BMI-1
stark 11 40,9 27,3 0,029 70,0 70,0 0,226 33,3 0,408 50,0 0,281
schwach 20 629 62,9 75,8 75,8 49,1 49,1 69,3 69,3
CD44
stark 16 60,0 60,0 0,170 72,0 72,0 0,508 26,8 26,8 0,192 60,0 60,0 0,692
schwach 15 475 31,7 76,9 76,9 65,5 65,5 65,5 65,5
SOX2
stark 15 371 37,1 0,360 59,7 59,7 0,233 21,9 21,9 0,007 48,2 48,2 0,133
schwach 16 62,3 49,9 80,0 80,0 62,5 62,5 75,0 75,0
Vimentin
stark 14 734 73,4 0,204 839 83,9 0,751 49,5 49,5 0,334 69,6 69,6 0,373
schwach 17 421 31,6 65,6 65,6 37,7 37,7 56,3 56,3

DSS, disease specific survival, LCR, local control rate; n, Fallzahl; OS, overall survival, RFS,
recurrencefree survival; Signifikanzen fett gedruckt
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Tabelle 17: Assoziation der Tumorstammzellmarker-Expression mit den klinisch-pathologischen

Parametern von 31 Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom

BMI-1 CD44 SOX2 Vimentin
schwach p- schwach stark p- schwach stark p- schwach stark p- schwach stark p-
Wert Wert Wert Wert Wert
Geschlecht
weiblich 10 0,763 7 5 0,567 5 7 0,552 6 6 0,886 7 5 0,756
mannlich 15 13 6 10 9 10 9 10 9
Alter
<80 12 0,930 1 4 0,320 8 7 0,594 10 5 0,104 10 5 0,200
>80 13 9 7 7 9 6 10 7 9
Lokalisation
Parotis 21 0,294 18 9 0,516 13 14 0,945 13 14 0,316 15 12 0,835
Submandi- 4 2 2 2 2 3 1 2 2
bularis
Grading
G1-2 22 0,372 18 10 0,935 13 15 0,505 15 15 0,078 16 12 0,431
G3 3 2 1 2 1 3 0 1 2
Grading
G1 2 0,474 1 1 0,657 2 0 0,131 1 1 0,962 0 2 0,107
G2-3 23 19 10 21 1 15 14 17 12
Hautmetastase
Nein 1 0,011 1 7 0,641 6 12 0,048 8 10 0,347 1 7 0,409
Ja 13 9 4 9 4 8 5 6 7

G, Grading; Signifikanzen fett gedruckt
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3.3.3.6 Heatmap

Abbildung 36 stellt die Gruppierung aufgrund der Ahnlichkeit der Expressionen der ein-
zelnen Markerproteine fur das Kollektiv der PECA dar. Es ergab sich eine Einteilung in
zwei Gruppen. Die rechte Spalte gibt die Patientennummern an. Ein rotes Feld ent-
spricht einer starken Farbung des zugehdrigen Markers, ein griines Feld einer schwa-
chen Farbung. Die beiden, durch die Clusteranalyse erstellten Gruppen, zeigten weder
eine Korrelation mit den Uberlebenszeiten noch eine Assoziation mit klinisch-

pathologischen Parametern (Tab. 18, Tab. 19).
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Abbildung 36: Clusteranalyse bezogen auf die Expression von CD44, SOX2, BMI-1, ALDH1. Es wer-
den die Gruppierungen aufgrund der Ahnlichkeit der Expressionen der einzelnen Marker von Insgesamt 31
Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom der Speicheldriise abgebildet. Die entstandene Heatmap
wurde mit der Software Cluster 3.0 erstellt. Die rechte Spalte gibt die Patientennummern an. Ein griines
Feld spricht fiir eine schwache Farbung des zugehorigen Markers und ein rotes Feld fiir eine starke Far-

bung. Es ergab sich eine Gruppierung in zwei Gruppen.

Tabelle 18: Daten der Kaplan-Meier-Analyse anhand der Clusterexpression fiir 31 Patienten mit
einem Plattenepithelkarzinom

OS (%) DSS (%) RFS (%) LCR (%)
3 5 p- 3 5 p- 3 5 p- 3 5 p-
Jahre Jahre  Wert Jahre Jahre  Wert Jahre Jahre  Wert Jahre  Jahre  Wert

Gruppe0 10 31,5 31,5 0,206 70,0 70,0 0,372 33,8 33,8 0,136 55,5 55,5 0,699

n

Gruppe 1 21 617 51,4 76,3 76,3 49,5 49,5 66,0 66,0

DSS, disease specific survival, LCR, local control rate; n, Fallzahl; OS, overall survival, RFS,
recurrencefree survival
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Tabelle 19: Assoziation der Clusterexpression mit den klinisch-pathologischen Parametern von 31
Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom

Gruppe 0 Gruppe 1 p-Wert

Geschlecht
weiblich 5 7 0,373
mannlich 5 14

Alter
<80 3 12 0,157
>80 7 9

Hautmetastase
Nein 7 11 0,353
Ja 3 10

Grading
G1/2 10 18 0,209
G3 0 3

Grading
G1 1 1 0,579
G2/3 9 20

Lokalisation
Parotis 9 18 0,739
Submandibularis 1 3

G, Grading
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3.4 Primare Plattenepithelkarzinome

3.4.1 Uberlebenszeiten

Die Tabelle 20 zeigt die anhand der Kaplan-Meier-Analyse berechneten Uberlebensra-

ten fur die klinisch-pathologischen Parameter im Kollektiv der primaren PECA.

Tabelle 20: Ergebnisse der Uberlebensanalyse bezogen auf die klinischen-pathologischen Parame-
ter fiir 18 Patienten mit einem priméren Plattenepithelkarzinom

0OS (%) DSS (%) RFS (%) LCR (%)
n 3 5 p- 3 5 p- 3 5 p- 3 5 p-
Jahre Jahre Wert Jahre Jahre Wert Jahre Jahre Wert Jahre Jahre Wert
Gesamt 18 51,7 51,7 61,9 61,9 37,1 37,1 53,4 53,4
Geschlecht
weiblich 8 70,0 70,0 0,234 87,5 87,5 0,161 31,3 31,3 0,961 62,5 62,5 0,432
mannlich 10 30,0 30,0 33,3 33,3 40,0 40,0 40,0 40,0
Alter
<80 7 80,0 80,0 0,086 100 100 0,035 64,3 64,3 0,067 85,7 85,7 0,047
>80 11 28,4 28,4 31,3 31,3 30,0 30,0 30,0 30,0
Lokalisation
Parotis 14 29,7 29,7 0,299 40,0 40,0 0,595 51,9 51,9 0,306 51,9 51,9 0,815
Submandi 4 75,0 75,0 75,0 75,0 25,0 25,0 50,0 50,0
-bularis
Grading
G1-2 17 49,6 49,6 0,451 61,5 61,5 0,604 32,1 32,1 0,197 48,1 48,1 0,317
G3 1
Radiotherapie
RT + 7 62,5 62,5 0,903 83,3 83,3 0,510 56,4 56,4 0,064 84,6 84,6 0,065
RT - 8 85,7 42,9 85,7 42,9 37,5 37,5 37,5 37,5

DSS, disease specific survival, LCR, local control rate; n, Fallzahl; OS, overall survival, RFS,

recurrencefree survival; Signifikanzen fett gedruckt

3.4.2 Immunhistochemische Auswertung

3.4.2.1 ALDH1

Die Untersuchung auf einen Zusammenhang der ALDH1-Expression in primaren PE-

CA mit den Uberlebenszeiten zeigte keine statistische Signifikanz (Tab. 21). Auch die

klinisch-pathologischen Parameter lieen sich nicht mit dem Farbemuster von ALDH1

korrelieren (Tab. 22).

3.4.2.2 BMI-1

Die Betrachtung der BMI-1-Expression ergab einen signifikanten Zusammenhang mit

dem 5-Jahres-Gesamtuberleben (p = 0,022, Log-Rank-Test). So waren primare PECA

mit einem Expressions-Grad ,stark® von BMI-1 mit einem niedrigeren 5-Jahres-
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Gesamtuberleben assoziiert (Tab. 21, Abb. 37). Es fanden sich keine Assoziationen

der klinisch-pathologischen Parameter und der BMI-1-Expression (Tab. 22).
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Abbildung 37: Kaplan-Meier-Analyse bezogen auf die Expression von BMI-1. Zur Berechnung einer

Diskrimination beider Kurven wurde der Log-Rank-Test herangezogen, wobei statistisch signifikante Re-

sultate fett gedruckt sind. Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied des Gesamtiiberlebens. Insgesamt

wurden 18 Patienten mit einem primaren Plattenepithelkarzinom der Speicheldriise eingeschlossen.

3.4.2.3 CD44

Bei der Auswertung der CD44-Expression in primaren PECA konnte weder eine Korre-

lation mit den Uberlebensraten noch zu den klinisch-pathologischen Parametern evalu-
iert werden (Tab. 21, Tab. 22).

3.4.2.4 SOX2

Die Expression von SOX2 der primaren PECA zeigte keine signifikanten Zusammen-

hange mit den Uberlebenszeiten und klinisch-pathologischen Parametern (Tab. 21,

Tab. 22).
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3.4.2.5 Vimentin

Es wurden hohere 5-Jahres-Uberlebenszeiten bei Patienten mit einem primaren PECA
beobachtet, bei denen eine starke Vimentin-Expression nachgewiesen wurde. Die Un-
terschiede in den Uberlebenszeiten zwischen Patienten mit starker und schwacher
Vimentin-Expression waren jedoch nicht signifikant (Tab. 21). Auch konnte kein signifi-
kanter Zusammenhang der klinisch-pathologischen Parameter mit der Vimentin-

Expression ermittelt werden (Tab. 22).

Tabelle 21: Daten der Kaplan-Meier-Analyse bezogen auf die Tumorstammzellmarker-Expression

fiir 18 Patienten mit einem primaren Plattenepithelkarzinom

OS (%) DSS (%) RFS (%) LCR (%)
n 3 5 p- 3 5 p- 3 5 p- 3 5 p-
Jahre Jahre  Wert Jahre Jahre  Wert Jahre Jahre  Wert Jahre Jahre  Wert
ALDH1
stark 6 33,3 33,3 0,576 66,7 66,7 0,820 00,0 00,0 0,343 50,0 50,0 0,654
schwach 12 56,3 56,3 61,4 61,4 54,5 54,5 54,5 54,5
BMI-1
stark 8 25,0 25,0 0,022 57,11 57,1 0,144 28,6 28,6 0,130 28,6 28,6 0,281
schwach 10 75,0 75,0 75,0 75,0 20,0 20,0 20,0 20,0
CD44
stark 11 58,4 58,4 0,340 75,0 75,0 0,083 33,3 33,3 0,926 50,0 50,0 0,931
schwach 7 50,0 50,0 50,0 50,0 53,6 53,6 53,6 53,6
SOX2
stark 10 30,0 30,0 0,142 66,7 66,7 0,578 41,7 41,7 0,311 41,7 41,7 0,360
schwach 8 65,6 65,6 65,6 65,6 41,7 41,7 62,5 62,5
Vimentin
stark 8 71,4 71,4 0,539 71,4 71,4 0,916 58,3 58,3 0,214 58,3 58,3 0,540
schwach 10 41,1 41,1 57,1 57,1 22,2 22,2 44,4 44,4

DSS, disease specific survival, LCR, local control rate; n, Fallzahl; OS, overall survival, RFS,
recurrencefree survival; Signifikanzen fett gedruckt
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Tabelle 22: Assoziation der Tumorstammzellmarker-Expression mit den klinisch-pathologischen

Daten von 18 Patienten mit einem primaren Plattenepithelkarzinom

ALDH1 BMI-1 CD44 SOX2 Vimentin
schwach stark V\?e t schwach stark V\?e t schwach stark V\?e t schwach stark V\?e t schwach stark V\?e t
Geschlecht
weiblich
5 3 0,737 3 5 0,168 3 5 0,914 3 5 0,596 6 2 0,138
ménnlich 7 3 7 3 4 6 5 5 4 6
Alter
<80
4 3 0,494 5 2 0,280 2 5 0,474 3 4 0,914 4 3 0,914
=80 8 3 5 6 5 6 5 6 6 5
Lokalisation
Parotis 9 5 0689 8 6 0800 5 9 0605 5 9 0163 8 6 0800
Submandi
bularis 3 1 2 2 2 2 3 1 2 2
Grading
G1-2
11 6 0,467 9 8 0,357 7 10 0,412 7 10 0,250 10 7 0,250
G3 1 0 1 0 0 1 1 0 0 1
Grading
G1
1 0 0,467 0 1 0,250 1 0 0,197 1 0 0,250 0 1 0,250
23 1 6 10 7 6 1 7 10 10 7

G, Grading
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3.5 Kutane in die Glandula parotidea metastasierte

Plattenepithelkarzinome

3.5.1 Uberlebenszeiten

Die Berechnungen der Uberlebenszeiten der Patienten mit einem kutanen, in die Paro-

tis metastasierten PECA fur die verschiedenen klinisch-pathologischen Parameter sind

in Tabelle 23 dokumentiert.

Tabelle 23: Ergebnisse der Uberlebensanalyse bezogen auf die klinischen-pathologischen Parame-

ter fiir 13 Patienten mit einem metastasierten Plattenepithelkarzinom

OS (%) DSS (%) RFS (%) LCR (%)
n 3 5 p- 3 5 p- 3 5 p- 3 5 p-
Jahre  Jahre  Wert Jahre  Jahre  Wert Jahre  Jahre  Wert Jahre  Jahre Wert
Gesamt 13 51,9 34,6 79,1 79,1 46,9 46,9 71,4 71,4
Geschlecht
weiblich 4 50,0 50,0 0,805 50,0 50,0 0,890 75,0 75,0 0,914
mannlich 9 58,3 38,9 83,3 83,3 53,3 53,3 77,8 77,8
Alter
<80 8 33,3 33,3 0,670 100,0  100,0 75,0 75,0 0,106 87,5 87,5 0,274
>80 5 33,3 33,3 50,0 50,0 00,0 00,0 60,0 60,0
Grading
G1-2 11 583 58,3 0,235 833 83,3 42,4 42,2 0,198 72,7 72,7 0,420
G3 2 50,0 00,0 100,0 00,0 100,0 00,0 100,0 00,0
Radiotherapie
RT + 11 64,6 46,1 0,408 59,4 59,4 0,043 80,0 80,0 0,281
RT - 2 00,0 00,0 00,0 00,0 00,0 00,0

DSS, disease specific survival, LCR, local control rate; n, Fallzahl; OS, overall survival, RFS,
recurrencefree survival; Signifikanzen fett gedruckt

3.5.2 Immunhistochemische Auswertung

3.5.2.1 ALDH1

Anhand der Kaplan-Meier-Analyse und des Chi-Quadrat-Tests konnte dargestellt wer-

den, dass die Farbung von ALDH1 in metastasierten PECA weder mit den Uberlebens-

raten noch mit den klinisch-pathologischen Parametern korrelierte (Tab. 24, Tab. 25).

3.5.2.2 BMI-1

Die univariaten Analysen und die Berechnungen mittels des Chi-Quadrat-Tests doku-

mentierten keine Zusammenhange fur die BMI-1-Expression bei Patienten mit einem
metastasierten PECA (Tab. 24, Tab.25).
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3.5.2.3 CD44

Keine signifikanten Ergebnisse ergaben die Berechnungen fir die CD44-Expression in
dem Patientenkollektiv der metastasierten PECA (Tab. 24, Tab. 25).

3.5.2.4 SOX2

Die Expression des Antikdrpers gegen SOX2 in kutanen, in die Glandula parotidea
metastasierten PECA zeigte sich als signifikanter negativer prognostischer Faktor fur
das rezidivfreie Uberleben (p = 0,005, Log-Rank-Test). Entsprechend fand sich ein
rezidivfreies 5-Jahres-Uberleben von 0 % bei starker SOX2-Expression und von
87,5 % bei schwacher Farbung von SOX2 (Tab. 24, Abb. 38). Bei der Untersuchung
der klinisch-pathologischen Parameter zeigte sich die Expression von SOX2 signifikant
mit dem Patientenalter korreliert (p = 0,015, Chi-Quadrat-Test). Die Verteilung lasst
vermuten, dass eine geringe SOX2-Expression mit einem niedrigeren Patientenalter
(< 80) und eine SOX2-Uberexpression mit einem héheren Alter (> 80) assoziiert war
(Tab. 25).
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Abbildung 38: Kaplan-Meier-Analyse bezogen auf die Expression von SOX2. Zur Berechnung einer
Diskrimination beider Kurven wurde der Log-Rank-Test herangezogen, wobei statistisch signifikante Re-
sultate fett gedruckt sind. Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied des rezidivfreien Uberlebens. Insge-
samt wurden 13 Patienten mit einem metastasierten Plattenepithelkarzinom der Speicheldriise einge-

schlossen.

3.5.2.5 Vimentin

Es fanden sich keine signifikanten Zusammenhange zwischen den Uberlebenszeiten
und der Vimentin-Expression in metastasierten PECA (Tab. 24). Jedoch ergab die Be-
trachtung der Vimentin-Expression im Zusammenhang mit den klinisch-pathologischen
Parameter mittels des Chi-Quadrat-Tests einen Unterschied im Hinblick auf das Pati-
entenalter, welcher jedoch mit einem p-Wert von 0,053 knapp unter dem Signifikanzni-
veau lag. Die Verteilung lasst schlussfolgern, dass ein niedriges Patientenalter (< 80)
mit einer geringeren Vimentin-Expression und ein hohes Patientenalter (> 80) mit einer

starken Expression assoziiert war (Tab. 25).
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Tabelle 24: Daten der Kaplan-Meier-Analyse bezogen auf die Tumorstammzellmarker-Expression

fiir 13 Patienten mit einem metastasierten Plattenepithelkarzinom

OS (%) DSS (%) RFS (%) LCR (%)
n 3 5 p- 3 5 p- 3 5 p- 3 5 p-
Jahre Jahre Wert Jahre Jahre Wert Jahre Jahre Wert Jahre Jahre Wert
ALDH1
stark 1 1,000 0,150 0,585
schwach 12 56,3 37,5 85,7 85,7 54,7 54,7 75,0 75,0
BMI-1
stark 3 66,7 33,3 0,854 100,0 0,481 50,0 50,0 0,530 100,0 0,300
schwach 10 50,0 50,0 80,0 80,0 50,0 50,0 70,0 70,0
CD44
stark 5 66,7 66,7 0,454 66,7 00,0 20,0 20,0 0,088 80,0 80,0 0,923
schwach 8 51,4 257 100,0 100,0 75,0 75,0 75,0 75,0
SOX2
stark 5 50,0 0,744 50,0 00,0 00,0 0,005 60,0 0,274
schwach 8 57,1 28,6 100,0 100,0 87,5 87,5 87,5 87,5
Vimentin
stark 6 75,0 75,0 0,232 100,0 44,4 44,4 0,847 833 83,3 0,556
schwach 7 40,0 20,0 75,0 75,0 57,1 57,1 71,4 71,4

DSS, disease specific survival, LCR, local control rate; n, Fallzahl; OS, overall survival, RFS,

recurrencefree survival; Signifikanzen fett gedruckt
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Tabelle 25: Assoziation der Tumorstammzellmarker-Expression mit den klinisch-pathologischen

Parametern von 13 Patienten mit einem metastasierten Plattenepithelkarzinom

schwach

ALDH1

stark

p-
We

p-
Wert

p-
Wert

schwach

p-
Wert

p-
Wert

Geschlecht
weiblich
mannlich
Alter
<80
>80
Grading
G1-2
G3
Grading
G1

G2-3

10

11

0

1

1

0,488

0,411

0,657

0,764

0,188

0,835

0,326

0,569

0,569

0,207

0,224

0,411

78

0,506

0,015

0,224

0,188

0,164

0,053

0,906

0,261

G, Grading; Signifikanzen fett gedruckt
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4 Diskussion

Speicheldrisenmalignome weisen eine geringe Inzidenz von 2,5 bis 3,0 Fallen pro
100.000 Personen pro Jahr auf (Eveson et al. 2005). Zudem bilden sie ein breites
Spektrum von mehr als 20 histologischen Subtypen (EI-Naggar 2017). Die Etablierung
von Tumorstammzellmarkern in Speicheldrisenmalignomen ist ein Ansatz, um prog-
nostische Marker und neue Therapiemdglichkeiten zu ermitteln. Bislang existieren nur
wenige Studien Uber die Expression von Tumorstammzellmarkern in Speicheldrisen-
karzinomen — mit zudem divergierenden Ergebnissen. Um die prognostische Bedeu-
tung von Tumorstammzellmarkern weiter zu untersuchen, wurden die Uberlebensraten
von Patienten mit einem Adenokarzinom oder PECA der grof3en Kopfspeicheldrisen in
Bezug auf klinisch-pathologische Parameter sowie auf die Expression der Tu-
morstammzellmarker ALDH1, BMI-1, CD133, CD44, Nanog, Oct-3/4, SOX2 und Vi-

mentin analysiert.

Die von uns untersuchte Kohorte der Adenokarzinome bestand aus einer vergleichba-
ren Stichprobengrofle, wie andere Studien Uber Tumorstammzellmarker in Adenokar-
zinomen der Speicheldrisen (Soave et al. 2013; Seifi et al. 2016; Destro Rodrigues et
al. 2017). Daruber hinaus zeigte sich, in Bezug auf die klinischen und pathologischen
Parameter, Ubereinstimmung sowohl mit den Daten der Gesellschaft der epidemiologi-
schen Krebsregister in Deutschland e.V. (GEKID 2019), als auch mit dem Hamburger
Speicheldrisenregister (Seifert 1996). Auch das berechnete 5-Jahres-Gesamtuber-
leben, das krankheitsspezifische und das rezidivfreie 5-Jahres-Uberleben war mit dem
anderer grof3er Tumorregister vergleichbar (Terhaard et al. 2004; Terhaard et al. 2005;
Bjagrndal et al. 2012). Die vorliegende Kohorte der Adenokarzinome kann somit als

reprasentativ gewertet werden.

Bezuglich der prognostischen Bedeutung der TNM-Klassifikation zeigte sich in unserer
Studie keine Signifikanz, auch wenn in anderen Arbeitsgruppen immer wieder der
TNM-Klassifikation eine bedeutende Rolle als prognostischer Parameter in Adenokar-
zinomen der Speicheldrisen zugesprochen wurde (Terhaard et al. 2004; Schwarz-
Furlan 2011; Igbal et al. 2014; Jegadeesh et al. 2015; Jang et al. 2017). Ein signifikan-
ter Zusammenhang wurde hingegen in der vorliegenden Studie bei Korrelation des
rezidivfreien Uberlebens mit dem UICC-Stadium ermittelt. Das vermehrte Auftreten von
Rezidiven in héheren UICC-Stadien konnte auch von Jegadeesh et al. (2015) bei der
Untersuchung von 112 Speicheldrisenmalignomen beobachtet werden. Zudem wird

die Graduierung des Tumors in mehreren Studien als Prognosefaktor aufgefuhrt (Koul
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et al. 2007; Igbal et al. 2014; Liu et al. 2014). Entsprechend demonstrierte die eigene
Studie eine starke negative Korrelation hochmaligner Tumore mit dem 5-Jahres-
Gesamtuberleben, dem krankheitsspezifischen und dem rezidivfreien 5-Jahres-

Uberleben.

Zur postoperativen Therapie von Adenokarzinomen der Speicheldriise wird bei High-
grade-Tumoren, invasiv wachsenden Malignomen, tumorpositiven Lymphknoten und
R1-Situationen eine adjuvante Strahlentherapie empfohlen (Safdieh et al. 2017; Cher-
aghlou et al. 2018; Aro et al. 2019). Entsprechend dieser Empfehlungen wurden auch
die Patienten der eigenen Studie mit einem Adenokarzinom der Speicheldrise behan-
delt und es erfolgte bei etwa der Halfte eine adjuvante Radiotherapie. Da sechs Patien-
ten trotz Indikation keine Adjuvanz erhielten, konnten sie mit den Daten bestrahlter
Patienten, also mit &hnlich fortgeschrittenen Tumoren verglichen werden. Es errechne-
ten sich bei durchgefiihrter Radiotherapie hdhere 5-Jahres-Uberlebensraten, jedoch
ohne Signifikanz zu erreichen. Letztendlich unterstutzt das Ergebnis dieser Studie die

Durchfihrung einer adjuvanten Radiotherapie bei oben definierter Indikation.

In dem vorliegendem Kollektiv lagen die Uberlebenszeiten fiir Frauen Uber denen fur
Manner. Auch andere Arbeitsgruppen beobachteten, dass das weibliche Geschlecht
einen prognostisch glnstigen Parameter darstellte (Terhaard et al. 2004; Koul et al.
2007).

Eine prognostische Relevanz von ALDH1 in Adenokarzinomen der Speicheldrisen
konnte bislang in vorbeschriebenen Untersuchungen nicht nachgewiesen werden. So
konnten Zhou et al. (2013) und Seifi et al. (2016) keine Korrelationen zur Tumorgrofe,
Nerveninfiltration, Tumordifferenzierung, Tumorlokalisation, zum Uberleben, Patienten-
alter und Geschlecht herstellen. Daraus schlussfolgerten sie, dass ALDH1 zwar eine
Rolle in der Tumorgenese, jedoch nicht in der Morphogenese des Tumors spielt (Seifi
et al. 2016). Interessanterweise fand sich in der vorliegenden Arbeit ein starker signifi-
kanter Zusammenhang von Low-grade-Malignomen mit einer starken ALDH1-

Expression. Weitere Forschungsarbeiten zum Thema sind daher anzustreben.

Im Hinblick auf BMI-1 zeigte sich in dieser Studie weder eine Korrelation mit den Uber-
lebenszeiten noch mit den klinisch-pathologischen Parametern. Die Arbeitsgruppe um
Yi et al. fand eine starke BMI-1-Expression mit einem unglinstigeren metastasenfreien
Uberleben bei der Untersuchung von 102 adenoidzystischen Karzinomen assoziiert (Yi
et al. 2016). Die Resultate von Destro Rodrigues et al. (2017) an 28 Mukoepidermoid-
karzinomen entsprachen denen der vorliegenden Arbeit. Sie beobachteten keine Kor-
relation mit klinisch-pathologischen Parametern. Schlie3lich kann aufgrund der gerin-

gen Studienanzahl und einer zum Teil niedrigen Fallzahl die genaue Bedeutung von
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BMI-1 als prognostischer Marker in Adenokarzinomen der Speicheldriisen nicht ab-

schliefend geklart werden.

Eine Korrelation der CD44-Uberexpression mit einer schlechteren Prognose in Spei-
cheldrisenkarzinomen wurde bisher in verschiedenen Studien nachgewiesen. Signifi-
kante Resultate wurden bei der Kombination mehrerer Marker erzielt. Soave et al. kor-
relierten eine hohe T-Kategorie und einen positiven Lymphknotenstatus mit einer
CD44-Uberexpression bei gleichzeitig starker Expression von CD24 (Soave et al.
2013). Auch Xu et al. beobachteten bei der kombinierten Auswertung von CD44, SOX2
und CD133 ein schlechteres Gesamtiiberleben bei Mukoepidermoidkarzinomen bei
starker Expression der Marker (Xu et al. 2017). In der eigenen Untersuchung hingegen
konnten, unter alleiniger BerUcksichtigung der Farbung von CD44, signifikante Ergeb-
nisse ermittelt werden. Eine starke CD44-Expression korrelierte mit einem positiven
Lymphknotenstatus, einer hohen T-Kategorie und einem hohen UICC-Stadium. Hohe
CD44-Expression fur sich genommen, zeigte zwar Tendenz zur Assoziation mit hoch-
malignen Tumoren und dem Auftreten von Metastasen oder Rezidiven bei Mukoepi-
dermoidkarzinomen, jedoch ohne statistische Signifikanz zu erreichen (Binmadi et al.
2016). Diese Resultate weisen darauf hin, dass die CD44-Expression fir sich genom-
men durchaus eine prognostische Bedeutung in Adenokarzinomen der Speicheldriisen

besitzt.

In der eigenen Arbeit bestatigte sich, ahnlich der Studie von Destro Rodrigues et al.
(2017), eine Tendenz hin zu einem Zusammenhang der Nanog-Expression mit einer
positiven perineuralen Infiltration. Weitere Korrelationen mit den untersuchten klinisch-
pathologischen Parametern fanden sich nicht, was mit den Ergebnissen anderer Stu-
dien Ubereinstimmte (Destro Rodrigues et al. 2017; Xu et al. 2017). Somit scheint es
lohnenswert der prognostischen Bedeutung der Nanog-Expression im Zusammenhang

mit der perineuralen Infiltration nachzugehen.

Beim Vergleichen der prozentualen Anteile der detektierten Tumorstammzellen mittels
SOX2 entsprechen die vorliegenden Ergebnisse den Resultaten von Xu et al. (2017),
jedoch nicht den Resultaten von Dai et al. (2014), welche deutlich mehr Tumorstamm-
zellen dokumentierten. Als moglicher Grund kommen Unterschiede im Studiendesign
und -kollektiv in Frage: In der Studie von Xu et al. (2017) wurden ausschlief3lich Mu-
koepidermoidkarzinome der kleinen Speicheldriisen betrachtet und bei Dai et al. (2014)
wurde sich auf adenoidzystische Karzinome beschrankt. Bezuglich der prognostischen
Relevanz der SOX2-Expression fand sich in der vorliegenden Arbeit keine Assoziation
zu den Uberlebenszeiten, jedoch korrelierte eine starke SOX2-Expression mit einer
negativen perineuralen Infiltration. Im Gegensatz dazu wurde in vorangegangenen

Studien Uber adenoidzystische Karzinome (Dai et al. 2014) sowie Karzinome ex pleo-
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morphen Adenoms (Sedassari et al. 2017) eine SOX2-Uberexpression mit einer hohen
T-Kategorie, mit High-grade-Tumoren, mit dem Auftreten von Fernmetastasen und mit
geringeren Uberlebensraten assoziiert. In Mukoepidermoidkarzinomen wiederum konn-
ten keine Korrelationen beobachtet werden (Xu et al. 2017). Unter Berucksichtigung
der Kohortengrofde, stellen die jeweils untersuchten unterschiedlichen Subtypen eine
mogliche Erklarung der abweichenden Ergebnisse dar. Somit kénnte der Vergleich der
publizierten Daten darauf hinweisen, dass die prognostische Bedeutung von SOX2 von

den histologischen Entitaten der Tumore abhangig ist.

Das vorliegende Kollektiv der PECA entsprach in der Anzahl der dokumentierten pri-
maren und metastasierten PECA sowie in der ermittelten Alters- und Geschlechterver-
teilung weitgehend den Kollektiven anderer Studien Uber PECA der Speicheldrisen
(Ying et al. 2006; Makki et al. 2013; Chen et al. 2015). Zudem ist das in dieser Arbeit
beschriebene krankheitsspezifische 5-Jahres-Uberleben und das rezidivfreie 5-Jahres-
Uberleben mit anderen Studien vergleichbar (Makki et al. 2013; Chen et al. 2015). In
Konkordanz mit bereits publizierten Daten ist zu vermerken, dass die Uberlebenszeiten
von Patienten mit einem PECA der Speicheldriisen unter den Uberlebenszeiten der
Patienten mit einem Adenokarzinom lagen (Bhattacharyya und Fried 2005). Jedoch
waren Patienten mit einem PECA der Speicheldrisen, entsprechend den Daten von
Chen et al. (2015), alter als bei Diagnose anderer Parotismalignome, welches einen

negativen Einflussfaktor auf die Prognose darstellen kdénnte.

Die prognostische Bedeutung des Patientenalters bei Diagnose eines PECA wurde von
Lee et al. (2001) und Chen et al. (2015) an zwolf respektive 2.104 primaren PECA
beschrieben. Mit einem Alter von Uber 60 Jahren (Lee et al. 2001) bzw. von uber 85
Jahren (Chen et al. 2015) bei Diagnose wiesen Patienten mit einem primaren PECA
der Parotis ein schlechteres krankheitsspezifisches Uberleben auf als jlingere Patien-
ten. Interessanterweise dokumentierten Makki et al. (2013) eine inverse Korrelation,
weshalb eine geringere Aggressivitat des metastasierten PECA im Alter diskutiert wur-
de. Die eigenen Ergebnisse stehen, unabhéngig vom Ursprung des PECA, in Uberein-
stimmung mit den Resultaten aus den Untersuchungen von Lee et al. (2001) und Chen
et al. (2015).

Die vorliegende Arbeit unterscheidet sich wesentlich bei der Betrachtung des bereits
etablierten prognostischen Einflusses einer adjuvanten Radiotherapie von Studien ahn-
licher Fragestellung (Audet et al. 2004; Ying et al. 2006; Chen et al. 2015). Diese
schlossen Patienten ohne Indikation zur Radiotherapie in die Kohorte der nicht be-
strahlten Patienten ein. Somit war die Vergleichbarkeit hinsichtlich der Aggressivitat der
Tumore nicht gegeben. Es wurde in unserer Studie ein negativer signifikanter Einfluss

auf das krankheitsspezifische Uberleben, auf das rezidivfreie Uberleben und auf die
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lokale Kontrollrate beobachtet. Zudem fiel bei der Unterteilung in primares und metas-
tasiertes PECA auf, dass im Kollektiv der metastasierten PECA deutlich weniger Pati-
enten eine adjuvante Radiotherapie ablehnte, als im Kollektiv der primaren PECA. Ein
erhohtes Bewusstsein fir die Bedeutung einer umfangreichen Krebstherapie nach vo-

rausgegangenem Hauttumor kénnte die Ursache hierfur sein.

Ein hervorzuhebendes Resultat dieser Studie ist die Assoziation einer starken CD44-
oder ALDH1-Expression mit dem Vorliegen eines primaren PECA und somit potentiel-
ler Abgrenzung zu einem in die Parotis metastasierten PECA. Anhand bisheriger pa-
thologischer Kriterien und Methoden ist die Unterscheidung eines primaren PECA von
einem in die Glandula parotidea metastasierten PECA nicht méglich. Deshalb wurde,
gemal der Studie von Ying et al. (2006), bei einem vorausgegangenen kutanen PECA
klinisch die Diagnose eines metastasierten Hauttumors gestellt. In vorangegangenen
Studien wurde beobachtet, dass primare PECA eine signifikant schlechtere Prognose
im Vergleich zu metastasierten PECA zeigten (Lee et al. 2001; Barzilai et al. 2005). In
Zukunft kénnte die Differenzierung zwischen primaren PECA und metastasierten PE-

CA durch eine Farbung der Tumorproben mit CD44 und ALDH1 unterstutzt werden.

Fur PECA des Kopf-Hals-Bereiches wird ALDH1 als Tumorstammzellmarker beschrie-
ben, seit die Implantation in vivo von wenigen ALDH1-positiven Zellen zur Tumorneu-
bildung gefuhrt hat (Prince et al. 2007). In der vorliegenden Arbeit konnten bei PECA
der Speicheldrisen unabhangig vom Ursprung tendenziell niedrigere 3-Jahres-
Gesamtiiberlebenszeiten bei starker ALDH1-Expression beobachtet werden. Ahnliches
konnte in anderen Studien Uiber PECA des Kopf-Hals-Bereiches dokumentiert werden.
So korreliert eine ALDH1-Uberexpression mit hdherer T-Kategorie, N-Kategorie, héhe-
rem Grading und niedrigerem Gesamtlberleben (Hildebrand et al. 2014; Qian et al.
2014). Auch der Anteil an Tumorproben mit einer Farbung von ALDH1 der vorliegen-
den Studie zeigte sich passend zu den Ergebnissen von de Moraes et al. (2017) Uber
oropharyngeale PECA. Diese Arbeit erganzt schlieRlich das bereits bekannte prognos-
tische Potential von ALDH1 in PECA des Kopf-Hals-Bereiches um die Bedeutung in
PECA der Speicheldrisen.

Eine starke BMI-1-Expression konnte in oropharyngealen PECA mit tumorpositiven
Lymphknoten und niedrigerem Gesamtiberleben, krankheitsspezifischem und rezidiv-
freiem Uberleben assoziiert werden (Huber et al. 2011; Allegra et al. 2012). Interessan-
terweise fand sich unter den publizierten Daten auch eine zu den erwahnten Ergebnis-
sen inverse Aussage der Arbeitsgruppe um Hayry (2010). Es wurde eine schwache
BMI-1-Expression mit einer schlechteren Prognose korreliert und mit den unterschiedli-
chen Aufgaben der Polycomb-Proteine begriindet. Die vorliegende Studie unterstreicht

dies nicht, sondern schlief3t sich der Aussage von Huber et al. (2011) an und dokumen-
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tiert eine Korrelation eines niedrigen Gesamtiiberlebens bei BMI-1-Uberexpression in
PECA der Speicheldrisen. Diese Resultate legen nicht nur nahe, dass BMI-1 ein ge-
eigneter Marker ist, um Patienten mit erhdéhter Mortalitdt und mit einem aggressiven
Tumor zu identifizieren, BMI-1 wird aktuell auch als potentielles therapeutisches Ziel
angesehen. Die Inhibition von BMI-1 mittels PCT-209 ist in Studien Uber PECA des
Kopf-Hals-Bereiches eine effektive Methode um die Chemotherapieresistenz der Tu-
morzellen und somit das Auftreten eines Tumorrezidivs zu reduzieren (Chen et al.
2017; Wang et al. 2017). Die bereits etablierte Chemotherapie in Kombination mit PCT-
209 birgt vielversprechende Hoffnungen. Auch CD44 und ALDH1 werden beziglich
einer zielgerichteten Tumortherapie untersucht (Colnot et al. 2000; Kim et al. 2017).
Die fur Rezidive und Metastasen verantwortlichen Tumorstammzellen gezielt anzugrei-
fen, ware eine neue Behandlungsoption um die Prognose der PECA im Kopf-Hals-

Bereich endgultig zu verbessern.

Aktuell wird die Bedeutung von CD44 als Tumorstammzellmarker stark diskutiert. Wah-
rend in vielen Krebsarten CD44 eine wichtige Rolle bei der Tumorentstehung, der Me-
tastasierung und der Aufrechterhaltung der Tumorgenese zugesprochen wird (Visvader
und Lindeman 2008; Leung et al. 2010), kann dieses Phanomen dagegen in anderen
Tumorgeweben nicht bestatigt werden (Gao et al. 1997; Lopez et al. 2005). Davon ab-
gesehen zeigte eine umfassend angelegte Metaanalyse bezlglich PECA des Kopf-
Hals-Bereichs, dass CD44-Uberexpression mit tumorpositiven Lymphknoten, héherem
Grading und niedrigeren Uberlebensraten korrelierte (Chen et al. 2014). In der vorlie-
genden Studie konnte keine Assoziation zu den Uberlebensraten beobachtet werden.
Dies mag durch die kleine Fallzahl dieser Arbeit oder moglicherweise durch den unter-
schiedlichen Ursprung der PECA bedingt sein. Jedoch wird wie bereits erwahnt eben-
so, wie bei BMI-1, aktuell die Verwendung von CD44 als therapeutisches Ziel diskutiert
(Colnot et al. 2000).

Die SOX2-Expression stellte sich in der vorliegenden Arbeit als starker negativer prog-
nostischer Parameter fiir das rezidivfreie Uberleben dar und entsprach damit bereits
publizierten Studien Uber PECA des Kopf-Hals-Bereiches (Tang et al. 2013; Lee et al.
2014). Dieses Resultat weist darauf hin, dass SOX2 in PECA ein Indikator flir vermehr-
te Tumorstammzellaktivitat ist. Bezuglich der klinisch-pathologischen Parameter zeig-
ten einige Arbeiten an PECA des Kopf-Hals-Bereiches eine Korrelation mit der SOX2-
Expression (Tang et al. 2013; Zillig et al. 2013). Schrock et al. (2013), Gonzalez-
Marquez et al. (2014) und Bayo et al. (2015) fanden wiederum keinen Zusammenhang
zu klinisch-pathologischen Parametern. In der eigenen Studie konnte einzig in meta-
stasierten PECA das Patientenalter mit der SOX2-Expression korreliert werden. Somit

kann die Bedeutung der SOX2-Expression im Zusammenhang mit den klinisch-
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pathologischen Parametern nicht abschliefend geklart werden, jedoch scheint speziell

in primaren PECA der Speicheldriisen keine Assoziation vorhanden zu sein.

In diesem Kollektiv fanden sich ungefahr doppelt so viele Tumorproben mit einer star-
ken Vimentin-Expression, wie in der Studie von Liu et al. (2017) Gber PECA der Zunge.
Der Verlauf der Kaplan-Meier-Kurven zeigt, dass eine schwache Vimentin-Expression
mit einem niedrigeren 5-Jahres-Gesamtuberleben der Patienten einherging, jedoch
ohne Signifikanz zu erreichen. Dieses Ergebnis steht mit dem in der Literatur an PECA
des Kopf-Hals-Bereiches dokumentierten Resultaten im Widerspruch, in der sich eine
schlechtere Prognose bei starker Vimentin-Expression zeigte (Zhou et al. 2015; Liu et
al. 2016; Liu et al. 2017). Ob die unterschiedliche Lokalisation der PECA diese abwei-

chenden Resultate erklart, sollte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse konnten den Kenntnisstand uber die
prognostische Bedeutung von Tumorstammzellmarkern in Speicheldrisenmalignomen
erweitern. Die Resultate beziglich der Adenokarzinome dokumentierten CD44 in Kon-
kordanz mit vorausgegangenen Studien als Indikator fir das Tumorstadium und Nanog
fur das Vorliegen einer Nerveninfiltration. ALDH1 hingegen ist als Tumorstammzell-
marker in Speicheldrisenmalignomen in Frage zu stellen. Die vorliegende Arbeit
enthalt erstmalig eine separate Analyse von Tumorstammzellmarkern in PECA der
Speicheldrisen und erweitert somit die Erkenntnisse und potentiellen therapeutischen
Ansatze bei Speicheldrisenmalignomen. Um in PECA der Speicheldriisen eine Ex-
pression von CD44 und ALDH1 als Indikator des Tumorursprungs, sowie eine starke
SOX2- und BMI-1-Expression als prognostischen Marker zu verifizieren, waren weitere
Forschungsanstrengungen mit groReren Kollektiven notwendig. Dennoch kénnten die
vorliegenden Resultate einen aggressiveren therapeutischen Ansatz in Adenokarzino-
men der Speicheldrisen mit starker Expression von CD44 und Nanog sowie in PECA
der Speicheldriisen mit starker Expression von SOX2 und BMI-1 rechtfertigen. Letzt-
endlich zeigte sich, dass Tumorstammzellmarker neben bereits etablierten klinisch-
pathologischen Parametern zur Prognoseeinschatzung beitragen kdnnen. Inwiefern sie

sich flr Therapieansatze eignen ist noch weiter zu erforschen.
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5 Zusammenfassung

Speicheldriisenkarzinome zeigen eine geringe Inzidenz mit einer groRen pathologi-
schen Entitatenvielfalt und einer schlechten Prognose im fortgeschrittenem Stadium.
Daher gestaltet sich die Etablierung neuer prognostischer Marker schwierig. Bislang
untersuchten nur wenige Studien die Expression von Tumorstammzellmarker in
Adenokarzinomen der Speicheldrisen mit voneinander abweichenden Ergebnissen.
Eine separate Analyse von Tumorstammzellmarkern in Plattenepithelkarzinomen (PE-
CA) der Speicheldrisen ist bislang noch nicht durchgefuhrt worden. In der vorliegen-
den Studie sollten daher geeignete Prognoseparameter evaluiert und die Relevanz von
Tumorstammzellmarkern untersucht werden. Dazu erfolgte neben der Analyse klinisch-
pathologischer Parameter auch die der Tumorstammzellmarker in entsprechenden

Tumorproben.

Tumorproben von 40 Adenokarzinomen und 31 PECA der groRen Speicheldriisen
wurden mit dem Tumorstammzellmarkern ALDH1, BMI-1, CD133, CD44, Nanog, Oct-
3/4, SOX2 und Vimentin immunhistochemisch gefarbt. Die Expression der genannten
Marker wurde mit den klinisch-pathologischen Parametern und den Uberlebensraten

korreliert.

Im Patientenkollektiv der Adenokarzinome zeigten sich die klinisch-pathologischen
Parameter, Differenzierungsgrad und UICC-Stadium von negativer prognostischer Be-
deutung. Hinsichtlich der Tumorstammzellmarker konnte keine Assoziation mit den
Uberlebensraten beobachtet werden. Bei Betrachtung der immunhistochemischen
Marker in Verbindung mit den klinisch-pathologischen Parametern korrelierte eine
schwache ALDH1-Expression mit hohem Grading und eine starke CD44-Expression
mit hohem UICC-Stadium, hoher T- und N-Kategorie und der Lokalisation in der Glan-
dula parotidea. Weiterhin war eine starke SOX2-Expression mit einer negativen peri-
neuralen Infiltration und eine starke Nanog-Expression mit einer positiven perineuralen
Infiltration assoziiert. In der Auswertung der durchgefihrten Clusteranalyse korrelierten
die erstellten Gruppen signifikant mit dem Grading. Das Expressionsmuster CD44 und
BMI-1 ,stark” sowie SOX2, Nanog und ALDH1 ,schwach®, prasentierte sich mit einer

héheren Wahrscheinlichkeit fur das Vorliegen eines High-grade-Tumors.

Fir das Kollektiv der PECA konnte einem hohen Patientenalter und dem Ablehnen
einer adjuvanten Radiotherapie eine signifikante schlechtere prognostische Relevanz
zugesprochen werden. Bezogen auf die Tumorstammzellmarker korrelierte eine BMI-1-

Uberexpression mit einem niedrigeren Gesamtiiberleben und eine starke SOX2-



5 Zusammenfassung 76

Expression mit einem schlechteren rezidivfreien Uberleben. Bei der gesonderten Be-
trachtung primarer und in die Parotis metastasierten PECA zeigte sich nur in primaren
PECA eine Assoziation von starker BMI-1-Expression mit einem niedrigeren Gesamt-
Uberleben. Bei PECA-Metastasen in der Parotis war eine SOX2-Uberexpression mit
einem schlechteren rezidivfreien Uberleben assoziiert. Im Kollektiv der metastasierten
PECA korrelierte eine SOX2-Uberexpression mit einem héheren Patientenalter. Zudem
korrelierte eine ALDH1- und CD44-Uberexpression mit dem Vorliegen eines primaren
PECA der Glandula parotidea, wohingegen bei metastasiertem PECA eine schwache

Expression dieser Markerproteine verzeichnet wurde.

Bei Adenokarzinomen der Speicheldrisen mit starker Expression von CD44 und Na-
nog, sowie bei PECA der Speicheldriisen mit starker Expression von SOX2 und BMI-1
kdnnte somit eine aggressivere Therapie gerechtfertigt sein. AuRerdem konnte in Zu-
kunft eine Differenzierung zwischen PECA-Primarius und -Metastase mittels CD44 und
ALDH-1 moglich sein. Letztendlich zeigte sich, dass Tumorstammzellmarker neben
bereits etablierten klinisch-pathologischen Parametern zur Prognoseeinschatzung bei-
tragen kdnnen. Inwiefern sie sich flr Therapieansatze eignen sollte Gegenstand weite-

rer Forschung sein.
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