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1  Einleitung

1.1 Adenoidzystisches Karzinom

1.1.1 Uberblick

Epidemiologie

Mit einer jahrlichen Inzidenz von ungefahr 3 - 4,5 Fallen pro 1.000.000 Einwohner ist
das adenoidzystische Karzinom (adenoid cystic carcinoma - ACC) ein seltener malig-
ner Tumor [2,30]. Es macht weniger als 1% aller malignen Tumore im Kopf-Hals-
Bereich aus und weniger als 10% aller Speicheldriisen-Neoplasien [25,41,60]. Das
ACC wird meist in der Glandula parotis, der Glandula submandibularis (GSM) und den
kleinen Speicheldriisen diagnostiziert [30]. Die Glandula parotis ist unter den grofden
Speicheldriisen am haufigsten von Neoplasien betroffen [27]. Der relative Prozentsatz
der malignen Tumore in der GSM und in der Glandula sublingualis (GSL) sind jedoch
hoher als in der Glandula parotis [7]. Ferner stellt das ACC in der Glandula parotis das
zweithaufigste Malignom nach dem Mukoepidermoidkarzinom dar [18,56]. Der Gro{3-
teil der ACCs wachst in den kleinen Speicheldriisen, worunter diejenigen der Mund-

hohle und des Oropharynx am haufigsten betroffen sind [15,30,125].

Historie

Robin, Lorain und Laboulbene beschrieben erstmals die typische cribriforme Histolo-
gie des ACCs und dessen Neigung zum Wachstum entlang von Nerven. Sie publizier-
ten 1853 und 1854 zwei Artikel liber einen Tumor der Glandula parotis und zwei na-
sale Tumore [30]. 1859 beschrieb Billroth das ACC als Zylindrom, welches auf zylind-
rischen Pseudolumina beruht, welche beim cribriformen Typ des ACCs durch die Tu-
morzellen geformt werden [27]. Spies fiihrte 1930 den jetzigen Namen ,adenoidzysti-
sches Karzinom“ ein [30]. Anfangs ging man von einer benignen Variante des ge-
mischten Speicheldriisentumors aus. Erst Dockerty und Mayo entdeckten 1943 die

maligne Natur des Tumors [30].

Typische Eigenschaften, Risikofaktoren und Prognose des ACCs

Das ACC wachst langsam mit geringen Proliferationsraten, jedoch lokal aggressiv und
invasiv. Zunachst bleibt die Erkrankung haufig indolent und wird daher erst in fort-
geschrittenen Stadien symptomatisch. Der Tumor neigt zu lokalen Rezidiven und ha-
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matogenen Fernmetastasen in Lunge, Knochen und Leber [30], wobei regionale
Lymphknotenmetastasen eher selten auftreten [72]. Besondere Eigenschaften, wel-
che die Therapie weiter erschweren, sind das Wachstum entlang von Nerven und die
perineurale Infiltration, welche je nach betroffenen Nerven zu Schmerzen, Parasthe-
sien oder Paresen fiihren konnen [30]. Aufgrund der ausgepragten lokalen Gewebein-
filtration und des perineuralen Befalls treten nach 5 Jahren in etwa 35 bis 50% der
Fille Rezidive auf, wobei auch Lokalrezidive nach mehr als 10 Jahren beschrieben
sind und als typisch fiir die Erkrankung gelten [80]. Histologisch lassen sich drei
Formen der Wachstumsmuster unterscheiden: cribriform, tubulér, und solide. Haufig
liegen diese Muster gemischt vor. Die Tumoren werden dann nach dem dominanten
Typ benannt. Durch diese histologische Einteilung kann eine erste prognostische Zu-
ordnung erfolgen: Der tubuldre Typ weist im Gegensatz zum cribriformen und soli-
den Typ die beste Prognose auf [27], wohingegen sich die Prognose signifikant ver-

schlechtert, wenn der Anteil der soliden Komponente mehr als 30% betragt [126].

Szanto et al. teilte das ACC histologisch in drei Grade ein [117]:
» Grad I: tubulédrer und cribriformer Typ, kein solider Typ
» Grad II: ausschlieflich cribriformer Typ oder gemischter Typ, mit < 30% Anteil
an solider Form

» Grad III: hauptsachlich solider Typ

In seiner Studie an 79 Patienten dnderte sich die Prognose entsprechend der Grade I,
II und III: die kumulativen Uberlebenswahrscheinlichkeiten betrugen nach 5 Jahren
92%, 65% und 14%, nach 10 Jahren 76%, 26% und 5% und nach 15 Jahren 39%,
26% und 5% [117].

Generell ist die mittelfristige Prognose fiir ein ACC im Kopf-Hals-Bereich eher un-
glinstig, weshalb einige Autoren das ACC klinisch als ,high-grade-Tumor” einstufen
[30]. In der Literatur lassen sich unterschiedliche Angaben zu Uberlebenszeiten fin-
den. So berichteten Chundru et al. [27] liber Jahresiiberlebenswahrscheinlichkeiten
von 75% nach 5 Jahren, 20% nach 10 Jahren und 10% nach 15 Jahren. In einer Studie
von Ellington et al. [41] mit 3026 Patienten mit ACC lagen die Jahresiiberlebenswahr-



scheinlichkeiten nach 5, 10 und 15 Jahren bei 90,3%, 79,9% und 69,2%. Lee et al. [68]
ermittelten bei 48 Patienten mit ACC in der Glandula parotis eine 5-Jahresiiber-

lebenswahrscheinlichkeit von 88,2%.

Eindeutige Risikofaktoren fiir das ACC wie beispielsweise der Nikotinkonsum analog

zum Plattenepithelkarzinom bestehen nicht [144].

TNM-Klassifikation

Im Rahmen des Tumor-Stagings werden Kopf-Hals-Tumore gemafd der TNM-
Klassifikation eingeteilt. Das T beschreibt die Grofde und Ausdehnung des Primartu-
mors, N definiert den regionalen Lymphknotenstatus und M beschreibt das Auftreten
von Fernmetastasen. Die Zusatzbezeichnungen c fiir clinical bzw. klinisch und p fiir
pathologisch beschreiben die Vorgehensweisen zur Klassifikation der Tumore. Fern-
metastasen treten beim ACC und bei anderen Speicheldriisenkarzinomen typischer-
weise in der Lunge auf und sind bei einem relevanten Anteil bereits bei Erstdiagnose

vorhanden. [4,12]

Tabelle 1 gilt fiir die grofsen Speicheldriisen Glandula parotis, GSM und GSL und soll
einen Uberblick iiber verschiedene Stadien geben. Tumoren der kleinen Speicheldrii-

sen werden entsprechend ihres anatomischen Ursprungsortes klassifiziert [139].



Tabelle 1: TNM-Klassifikation maligner Tumore der grofden Speicheldriisen, T =
Grofde und Ausdehnung des Primdrtumor, N = Regiondre Lymphknotenmetastasen,
M = Fernmetastasen [139]

* = Extraparenchymatdse Ausbreitung: klinische oder makroskopische Infiltration
von Weichteilen oder Nerven, ausgenommen die unter T4a und T4b aufgelisteten.
Der alleinige mikroskopische Nachweis entspricht nicht der extraparenchymatésen

Ausbreitung als Klassifikationskriterium.

TNM-Klassifikation fiir grof3e Speicheldriisen

T-Stadien Tx Primartumor ist nicht beurteilbar
TO Kein Anhalt fiir Primartumor
T1 Tumor < 2cm, keine extraparenchymatose Ausbreitung*
T2 2cm < Tumor < 4cm, keine extraparenchymatose Ausbreitung*
T3 Tumor > 4cm und/oder mit extraparenchymatdse Ausbreitung*

T4a Infiltration von Haut, Unterkiefer, aufieren Gehdorgang, N.facialis
T4b Infiltration von Schadelbasis, Processus pterygoideus und/oder Um-

schluss von A. carotis interna

N-Stadien Nx Beurteilung regionarer Lymphknoten nicht méglich
NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen
N1 Metastase(n) in solitirem ipsilateralen Lymphknoten, Ausdehnung:
<3cm

N2a Metastase(n) in solitdrem ipsilateralen Lymphknoten, Ausdehnung:
> 3cm und < 6¢cm

N2b Metastase(n) in multiplen ipsilateralen Lymphknoten, Ausdehnung:
< 6cm

N2c Metastase(n) in bilateralen oder kontralateralen Lymphknoten, Aus-

dehnung: < 6cm

N3 Metastasen in Lymphknoten, Ausdehnung: > 6cm
M-Stadien Mx Beurteilung von Fernmetastasen nicht moglich

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen vorhanden



Auf Basis der TNM-Klassifikation werden die UICC (Union for International Cancer
Control) Stadien I-IV gebildet. Daraus konnen prognostische Aussagen getroffen
werden, wobei das Stadium I die beste Prognose und das Stadium IVC die schlechtes-

te Prognose aufweist (Tabelle 2) [4].

Tabelle 2: Stadien-Einteilung I bis IVC der grof3en Speicheldriisen anhand von T-, N-
und M-Stadien. Sie bilden prognostische Gruppen (Stadium I: beste Prognose, Stadi-
um [VC: schlechteste Prognose). T = Grofde und Ausdehung des Primartumors (T1:
Tumor < 2cm, T2: 2-4cm, T3: Tumor > 4cm und/oder extraparenchymatodse Ausbrei-
tung, T4a: Infiltration von Haut, Unterkiefer, dufderen Gehorgang und Nervus facialis,
T4b: Infiltration von Schadelbasis, Processus pterygoideus und/oder Umschluss von
A. carotis interna), N = Regiondre Lymphknotenmetastasen (NO: keine regionare
Lymphknotenmetastase, N1: Metastase(n) in solitdrem ipsilateralem Lymphknoten,
Ausdehnung < 3cm, N2a: Metastase(n) in solitirem ipsilateralem Lymphknoten, 3-
6cm, N2b: Metastase(n) in multiplen ipsilateralen Lymphknoten, < 6cm, N2c: Meta-
stase(n) in bilateralen oder kontralateralen Lymphknoten, < 6cm, N3: Ausdehnung
von Metastasen in Lymphknoten > 6cm) , M = Fernmetastasen (MO = keine Fernmeta-

stasen, M1 = Fernmetastasen vohanden) [4]

Stadium I T1 NO MO
Stadium II T2 NO MO
Stadium I1I T3 NO MO
T1 N1 MO

T2 N1 MO

T3 N1 MO

Stadium IVA T4a NO MO
T4a N1 MO

T1 N2 MO

T2 N2 MO

T3 N2 MO

T4a N2 MO

Stadium IVB T4b Beliebiges N MO
Beliebiges T N3 MO

Stadium IVC Beliebiges T Beliebiges N M1




1.1.2 Symptome und Klinik

Die Diagnose eines ACCs stellt oftmals eine Herausforderung dar, da der Tumor auf-
grund seiner Seltenheit und seines langsamen Wachstums haufig lange Zeit unent-
deckt bleibt. Jede Altersgruppe kann betroffen sein, jedoch gibt es einen Altersgipfel
zwischen der 3. und 8. Lebensdekade und das mediane Erkrankungsalter betragt 57,4
Jahre [41]. Frauen sind etwas haufiger betroffen als Manner (w:m = 1,2:1) [27]
Schmerzen und Paresen stellen neben der ansonsten haufig indolenten Schwellung
wichtige klinische Symptome dar [27,30]. Neben den grofien und kleinen Speichel-
driisen des Kopfes kann der seltene Tumor auch im Nasopharynx, in der Tranendrii-
se, im oberen Respirationstrakt, in der Lunge, in der Brustdriise, in der Haut, in
Mastoidzellen und im Genitaltrakt auftreten [55]. Selten manifestiert er sich auch in-
trakraniell durch Zellinvasion von der Schidelbasis oder durch hamatogene oder pe-
rineurale Ausbreitung. Der Befall von Hirnnerven schlégt sich in der jeweiligen spezi-
fischen Symptomatik nieder [55].

So kommt es bei einer Tumorlokalisation in der Glandula parotis bei Befall des N. fa-
cialis zu einer Fazialisparese, was als sensitives klinisches Zeichen zu werten ist und
bereits auf ein fortgeschrittenes Stadium (T4a) hinweist. In seltenen Fallen tritt das
ACC als ulzerierende Lasion am Mundboden oder am Gaumen auf [60]. Eine nasale
Obstruktion, Gesichtsschmerz, Epistaxis und Augenschmerzen kénnen bei Befall der
Nasennebenhohlen (NNH) dominieren. Dyspnoe und Stridor kénnen auf ein ACC im

Larynx hindeuten [30].

1.1.3 Diagnostik

Die Diagnostik des ACCs stiitzt sich zunachst auf die Anamnese und die klinische Un-
tersuchung, bestehend aus Inspektion und Palpation. Relevant sind Hinweise zum ak-
tuellen Beschwerdebild, der Dauer der Beschwerden, zum Verlauf, zur familidren
Disposition und zu Begleit- und Vorerkrankungen. Bei Inspektion und bimanueller
Palpation der Speicheldriisen sollte auf Befunde wie Schwellungen, Schmerzen, Haut-
veranderungen, Funktionseinschrankungen, Mundtrockenheit, Fazialis- oder andere
Hirnnervenparesen und Lymphknotenschwellungen geachtet werden. Bei einer auf-
falligen Lasion werden die Grofe, die Konsistenz, die Verschieblichkeit zur Umge-

bung und zur Haut, sowie die Form untersucht.
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Im Rahmen der Diagnostik werden verschiedene bildgebende Verfahren eingesetzt.
Die Sonographie steht aufgrund ihrer unkomplizierten, nicht-invasiven Anwendung
und Verfligbarkeit an erster Stelle. Dabei konnen Charakteristika wie Tumorgrof3e,
Echogenitat, Homogenitat und Randbegrenzung sowie das Auftreten pathologischer
Halslymphknoten ermittelt werden. Mit der Dopplersonographie kann auch die
Durchblutung der suspekten Struktur und der Umgebung beurteilt werden. Die ver-
schiedenen Aspekte der Sonographie liefern indirekte Hinweise auf eine mogliche
Malignitat, die jedoch allesamt nicht beweisend sind, und von der Erfahrung des Un-

tersuchers abhdngen. [96]

Zur Therapieplanung kommen die Computertomographie (CT) und die Magnetreso-
nanztomographie (MRT) mit und ohne Kontrastmittel zum Einsatz. Sie geben einen
Uberblick iiber die anatomische und topographische Ausbreitung der Neoplasie und
konnen im Vergleich zur Sonographie tiefere Gewebeschichten besser darstellen [96].
Mithilfe dieser Verfahren kann die Dignititat des Tumors besser eingrenzt werden,
wobei eine unscharfe Randbegrenzung, ein infiltratives Wachstum und eine spezifi-
sche Kontrastmittelaufnahme Malignitatskriterien darstellen. Es ist allgemein be-
kannt, dass die CT fiir die Darstellung raumfordernder Prozesse mit Angrenzung an
Knochenstrukturen besondere Vorteile besitzt, wohingegen die MRT neben einer feh-
lenden Strahlenbelastung den Weichteilkontrast erheblich besser darstellt [74]. Han-
na et al. [53] evaluierten die Sensitivitat und Spezifitat von CT und MRT zur Diagnose
einer perineuralen Ausbreitung des ACCs entlang der Schadelbasis. Sie kamen zu dem
Ergebnis, dass die MRT zur Diagnostik einer perineuralen Invasion mit bis zu 100%
eine hohere Sensitivitat, jedoch mit 85% eine etwas geringere Spezifitat aufwies als

das CT mit 88 bzw. 89%.

Roh et al. [104] untersuchten die Rolle der Positronen-Emissions-Tomographie mit
(18F)-Fluorodeoxyglukose (18F-FDG PET) zum Management fiir Patienten mit Spei-
cheldrusentumoren und schlossen aus ihrer Studie, dass diese Methode fiir das initia-
le Staging und Monitoring nach Therapie niitzlich ist, da es zervikale Metastasen und
Fernmetastasen sensitiver als die CT darstellt. Allerdings muss die Methode mit Ver-

wendung von 18F-FDG kritisch hinterfragt werden, denn Metastasen konnen im Ein-



zelfall falsch negativ erscheinen, falls der primare Speicheldriisentumor selbst kein
FDG aufnimmt. Andersherum sind betroffene Speicheldriisen haufig entziindlich ver-
andert und nehmen in diesem Rahmen mehr FDG auf, was schlussendlich zu einem

falsch-positiven Ergebnis fithren kann [30].

Zur definitiven Diagnosestellung ist der histopathologische Tumornachweis der Gold-
standard [30]. Die Feinnadelaspirationscytologie (FNAC), die Grobnadelpunktion
(GNP, auch Gewebestanze) oder die offene Biopsie stehen zur praoperativen histolo-
gischen und zytologischen Abklarung zur Verfiigung. Die anschlieféende zytologische
bzw. histologische Beurteilung durch den Pathologen kann die Verdachtsdiagnose er-
harten. Bei negativen bioptischen Ergebnissen und weiterhin klinischem Tumorver-
dacht oder bei unklaren Tumorgrenzen kann die intraoperative Schnellschnittdiag-
nostik hinzugezogen werden.

Die FNAC ist ein zytologisches diagnostisches Verfahren, das minimal-invasiv, schnell
und kostengiinstig durchfiihrbar ist und nur eine geringe Belastung fiir den Patienten
darstellt [120]. Dabei werden Zellen mit einer Injektionsnadel mit oder ohne Ultra-
schallkontrolle aus verdachtigen Raumforderungen durch Unterdruck gewonnen und
von Pathologen mikroskopisch untersucht und beurteilt. Die Sensitivitat fiir das De-
tektieren von malignen Entartungen der Speicheldriisen betragt je nach Erfahrung
des Untersuchers bis zu 89%, sie kann jedoch auch deutlich darunterliegen. Die Spe-
zifitat liegt bei ca. 78-97% [78,120]. Die Qualitat der Durchfiihrung der FNAC und die
anschliefdende zytologische Beurteilung hdangen jedoch stark von der Erfahrung des
jeweiligen Untersuchers ab und fiithren dabei haufig zu falsch-negativen Ergebnissen
[30]. Auflerdem kann keine histologische Beurteilung erfolgen, da die Gewebearchi-
tektur nicht mehr vorhanden ist und haufige nur zwischen benignen und maligen La-
sionen unterschieden werden kann, ohne jedoch die Entitit exakt bestimmen zu kon-
nen [120].

Die Grobnadelpunktion (GNP), auch Gewebestanze oder Stanzbiopsie genannt, wird
nicht nur im Kopf-Hals-Bereich, sondern in unterschiedlichen medizinischen Fachge-
bieten angewendet, beispielsweise in der Gastroenterologie zur Punktion von Pan-
kreas oder Leber, oder in der urologischen Prostata-Diagnostik. Vorteilhaft ist, dass

sie wie die FNAC ebenfalls schnell auswertbar und kostengiinstig ist. Im Gegensatz



zur FNAC besteht bei der GNP die Moglichkeit einer histologischen Diagnose, da Ge-
webezylinder entnommen werden. So kann auch bei inoperablen Patienten, bei de-
nen keine offene Biopsie erfolgt ist, eine Gewebeprobe fiir die histologische Untersu-
chung gewonnen werden, um das weitere Therapieprozedere zu planen. Die Qualitat
der Untersuchung hangt ebenfalls von der Erfahrung des behandelnden Arztes ab. In
der Regel ist die Punktion schmerzhafter als eine FNAC, sodass sie regelhaft in Lokal-
andsthesie durchgefiihrt wird. Komplikationen wie die Punktion von benachbarten
Strukturen, Himatome oder Blutungen treten im Allgemeinen selten auf. Zur Diagno-
se von Speicheldriisenkarzinomen weist die GNP mit 94 bis 96% eine hohe Spezifitat
fiir benigne Erkrankungen und mit 80 bis 100% eine hohe Sensitivitat fiir maligne Be-
funde auf [120,138].

Eine offene Biopsie, bei der durch einen operativen Eingriff Gewebe entnommen
wird, ist meist indiziert, wenn FNAC oder GNP nicht ausreichend sicher zur Be-
fundabklarung beitragen konnen, d.h. wiederholt negative Ergebnisse liefern trotz ei-
nes klinischen Tumorverdachts. Vorteile sind, dass der Chirurg unter Sicht biopsiert
und bei Bedarf eine grofiere Gewebemenge entfernen kann. Diese kann nachfolgend
histologisch untersucht werden. Nachteilig ist der hohere Aufwand bis hin zur Allge-
meinnarkose mit weiteren Risiken, sowie das ,anoperieren“ des Tumors, mit einem

Restrisiko der Tumorzellverschleppung.

1.1.4 Differentialdiagnosen

Bei Verdacht auf ein ACC miissen die Differentialdiagnosen klinisch und pathologisch
abgegrenzt werden.

Als benigne und wesentlich haufigere Tumoren der Speicheldriisen treten das pleo-
morphe Adenom (PA), der Warthin-Tumor, das Onkozytom, das Zystadenom und das
Basalzelladenom in absteigender Haufigkeit auf. Diese sind meist aufgrund ihres kli-
nischen Befundes relativ sicher vom ACC abgrenzbar. Unter den malignen Neoplasien
kommen das Mukoepidermoidkarzinom, gefolgt vom Adenokarzinom, neben dem
ACC am haufigsten vor. Weniger haufig sind das Azinuszellkarzinom, das Adenokar-
zinom NOS (not otherwise specified), das Plattenepithelkarzinom und das Karzinom

im PA. [65]



Die differentialdiagnostische Abgrenzung kann in der Regel nur durch die Aufarbei-
tung des Tumorgewebes durch den Pathologen erfolgen. Beim Auftreten von ACC im
Bereich der Gesichtshaut oder der Gehorgange ist die Abgrenzung zum Basalzellkar-
zinom oder Plattenepithelkarzinom ebenfalls von Bedeutung [19]. Bei den seltenen
Manifestationen im Larynx oder Trachea ist die Abgrenzung zum Plattenepithelkar-

zinom, aber auch zu Sarkomen, wichtig [77,79].

1.1.5 Therapie

Chirurgische Therapie

Der Goldstandard und einzig kurative Ansatz in der Therapie des ACCs ist die radikale
chirurgische Entfernung, haufig gefolgt von einer postoperativen adjuvanten Radio-
therapie [18]. Die chirurgische Therapie kann Tumoren in frithen Stadien, die mit
ausreichendem Sicherheitsabstand von mindestens 5 mm in alle Richtungen reseziert
wurden, als alleinige Modalitat heilen. Entscheidend fiir eine gute Prognose ist die
ausreichend radikale Resektion unter Berticksichtigung der spezifischen perineura-
len Wachstumsmuster. Neben der radikalen Resektion des Primartumors sollte, zu-
mindest bei auffélliger Bildgebung, eine Operation der lokoregiondaren Halslymph-
knoten im Sinne einer Neck Dissektion (ND) erfolgen. Dieser Operationsschritt er-
moglicht die Komplettierung des sogenannten chirurgischen Stagings und den Aus-
schluss oder den Nachweis von okkulten Halslymphknotenmetastasen. George Crile
beschrieb 1906 die klassische radikale Neck Dissection und verbesserte damit die
Therapie von Kopf-Hals-Tumoren [11,113]. Heutzutage ist die ND ein wichtiges diag-
nostisches und therapeutisches Verfahren bei Kopf-Hals-Karzinomen. Dabei werden
mehrere Formen unterschieden. Bei der radikalen ND werden alle Lymphknoten ei-
ner Halsseite sowie nicht-lymphatische Strukturen wie Blutgefafie, Nerven, Speichel-
driisen und der M. sternocleidomastoideus entfernt. Diese Form der ND wird heute
nur bei sehr fortgeschrittenen Tumoren gewahlt, meist kommt die modifiziert-
radikale ND zum Einsatz, bei welcher zumindest eine nicht-lymphatische Struktur re-
seziert wird. Bei sogenannten NO-Halsen, d.h. sonographisch negativen Befunden,
kommt die funktionelle ND zum Einsatz, welche weniger radikal ist und alle nicht-
lymphatischen Strukturen schont. Bei Verdacht auf okkulte Lymphknotenmetastasen

kann die selektive ND angewendet werden, bei der nur Lymphknoten definierter Le-
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vel entfernt werden. Dabei nutzt man das Wissen iliber Metastasierungswege be-
stimmter Primdrtumore.

Makroskopische Lymphknotenmetastasen sind beim ACC der Glandula parotis selten
beschrieben, wobei die Inzidenz bei kleinen Speicheldriisen hoher zu sein scheint
[30,42]. Min et al. [86] beschrieben eine generelle Inzidenz von ca. 10% fiir zervikale
Lymphknotenmetastasen beim ACC. Lee et al. [69] untersuchten die elektive ND beim
ACC der Speicheldriisen und berichteten, dass ca. 15% der Patienten okkulte Meta-
stasen aufwiesen. Den Autoren zufolge kann mit therapeutischer und elektiver ND ei-

ne hohere lokoregionare Tumorkontrolle erzielt werden.

Strahlentherapie

Die Radiotherapie mit ionisierender Strahlung kommt bei Tumoren, die aufgrund ih-
rer Lage (z.B. im Nasopharynx) nicht sinnvoll chirurgisch resezierbar erscheinen, als
priméare Therapie zum Einsatz. Zudem kommt sie als sogenannte adjuvante Therapie
postoperativ beim Vorliegen von Risikofaktoren wie positiven Resektionsrandern, bei
einem positiven Lymphknotenstatus oder bei fortgeschrittenen Tumorstadien zum
Einsatz [21]. Eine inkomplette Resektion oder eine Resektion mit geringen Sicher-
heitsabstanden ist beim ACC im Kopf-Hals-Bereich aufgrund der engen anatomischen

Verhaltnisse ein typisches Problem [30].

Die Indikation zur adjuvanten Radiatio wird in Tumorkonferenzen haufig gestellt, der
Nutzen wird jedoch durchaus kontrovers diskutiert. Marcinow et al. [80] gaben in ih-
rer Studie bekannt, dass eine adjuvante Strahlentherapie weder einen Einfluss auf
das krankheitsfreie Uberleben noch auf das Gesamtiiberleben hat. Neuere Studien
konnten jedoch zeigen, dass bei adaquater Dosis das lokale Wachstum durch posto-
perative Bestrahlung begrenzt werden kann, wobei einige Autoren postulieren, dass
das Auftreten von Lokalrezidiven haufig nur verzogert, jedoch nicht verhindert wer-
den kann [25,30,111]. Mendenhall et al. [85] verglichen die Radiotherapie alleine ge-
geniiber einer kombinierten Behandlung mit Resektion und Bestrahlung. Da ein signi-
fikanter Patientenanteil nach inkompletter Resektion durch eine Radiotherapie ge-

heilt werden konnte, empfehlen die Autoren den Einsatz einer postoperativen Be-

11



strahlung. Die postoperative Bestrahlung kann aufierdem eine effektive Behandlung

sein, wenn Nerven mikroskopisch von Tumor befallen sind [30].

Die hochenergetische Partikeltherapie mit Protonen oder Schwerionen stellt eine
weitere mogliche Therapieoption dar. Micheal Goitein [48] nennt Vorteile und Nach-
teile dieses Verfahrens. Vorteile befinden sich in der Verwendung geringerer Bestrah-
lungsdosen und dem giinstigen Tiefendosisverlauf der Strahlung im Vergleich zur
Rontgenstrahlung. Durch die hochenergentische und dichtere Energieabgabe mit de-
finierter, begrenzter Reichweite entfaltet sich die Wirkung der lonen gezielter im Be-
reich des Tumors und schont das umliegende Gewebe, sodass toxische Nebenwirkun-
gen reduziert werden konnen. Nichtsdestotrotz bestehen Probleme in der techni-
schen Umsetzung und die Verfahren sind wesentlich teurer als die ,klassische” Strah-
lentherapie.

Takagi et al. [118] untersuchten 80 Patienten mit einem ACC im Kopf-Hals-Bereich,
die entweder mit einer Protonen- oder einer Schwerionentherapie (Carbon) behan-
delt wurden. Die Ergebnisse dieser Studie zeigten, dass die Partikeltherapie eine gute
lokale Tumorkontrolle erzielte und Effekte in inoperablen Féllen oder bei T4-
Tumoren vielversprechend waren. Es bestanden keine signifikanten Unterschiede
zwischen einer Protonen- und einer Carbon-lonen-Therapie beziiglich der 5-
Jahresiiberlebenszeit (63%), dem progressionsfreien Uberleben (39%) und der loka-
len Tumorkontrolle (75%).

Dagan et al. [32] beobachteten 84 Patienten mit nicht-metastasiertem sinunasalen
Karzinom und kamen zu folgenden Ergebnissen: Die Protonentherapie erzielte eine
lokale Turmorkontrolle nach 3 Jahren von 83%, wohingegen die Rate bei einer pri-
maren Radiotherapie 61% betrug. Weitere Studien bestatigen ebenfalls die gute loka-

le Tumorkontrolle durch Protonen- bzw. Carbon-lonen-Therapie [9,71,88].

Studien zur Neutronentherapie bei Speicheldriisenkarzinomen und beim ACC in Tra-
nendriisen lieferten ebenfalls vielversprechende Ergebnisse beziiglich der lokalen
Tumorkontrolle [39,46,57,84]. Huber et al. [57] untersuchten in ihrer retrospektiven
Studie iiber Neutronen- versus kombinierter Neutronen- und Photonentherapie 75

Patienten mit inoperablem, inkomplett reseziertem oder rezidiviertem ACC. Sie be-
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trachteten die lokale Tumorkontrolle, die Uberlebenszeiten, die Fernmetastasierung
und die Komplikationen und kamen zu dem Ergebnis, dass die Neutronentherapie
signifikant eine bessere lokale 5-Jahres-Tumorkontrolle (75%) erzielte als die kom-
binierte Therapie (39%). Allerdings wies die Neutronentherapie in dieser Studie kei-
nen signifikanten Vorteil beziiglich der Uberlebenszeiten auf, welche vom Auftreten

von Fernmetastasen beeintrachtigt wurden.

Chemotherapie

Zur Behandlung des ACCs im fortgeschrittenen bzw. fernmetastasierten Stadium gibt
es keine einheitlichen Therapieempfehlungen. Die Anzahl der verfiigharen Studien
und die Fallzahlen sind aufgrund der Raritit des ACCs gering, obwohl Systemthera-
pien aufgrund der haufigen Fernmetastasierung des Tumors durchaus relevant sind
[18]. Eine Chemotherapie wird in der Regel als palliative Behandlung bei symptoma-
tischer, lokal rezidivierter oder fernmetastasierter Erkrankung eingesetzt [67]. Auf-
grund des langsamen Wachstums und der relativ geringen Zellproliferation sind die

Ansprechraten jedoch noch geringer als bei klassischen Kopf-Hals-Karzinomen [18].

Cisplatin bleibt das favorisierte und am haufigsten verordnete Medikament [21]. In
einer retrospektive Studie von Samant et al. [107] in der 16 Patienten mit Cisplatin
oder Carboplatin therapiert wurden, war der Tumor in 50% progredient, wobei eine
partielle Remission in Einzelfdllen erreicht werden konnte. Obwohl weitere Studien
mit Epirubicin, Gemcitabine, Mitoxantrone und Pacitaxel erfolgten, konnten hier kei-

ne hoheren Ansprechraten erzielt werden [18,97,127].

Immuntherapie
Neben der klassischen Chemotherapie stellen die Immuntherapie und die zielgerich-

tete Therapie einen vielversprechenden neuen Ansatz dar.

Zielgerichtete Therapien richten sich gegen spezifische Angriffspunkte, die bevorzugt
in Tumorzellen vorkommen. Allgemein gesprochen werden antitumorale Mechanis-
men des Immunsystems aktiviert und Signalkaskaden blockiert, um die Tumor-

proliferation und Metastasierung einzuddmmen [18]. Studien zu Imatinib (c-Kit-
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Inhibitor), Sunitinib (c-Kit- und VEGF-Inhibitor), Cetuximab (EGFR-Inhibitoren) und
Lapatinib (EGFR-Inhibitor) ergaben molekular vielversprechende Ansatze, welche in
klinischen Studien bisher jedoch noch keinen durchschlagenden Erfolg aufzeigen
konnten [3,18,22,75,97]. Neue Ansatze mit dem VEGF-Inhibitor Dovotinib, dem Multi-
tyrosin-Kinase-Inhibitor Sorafenib und dem Proteasom-Inhibitor Bortezomib werden
derzeit in laufenden Studien untersucht, wobei dhnlich wie bei der Chemotherapie
lediglich eine Stabilisierung der Erkrankung, jedoch keine Remission, erreicht wer-
den konnte [18]. Generell besteht die Problematik der fehlenden randomisierten Stu-
dien aufgrund der Seltenheit des ACCs. Fiir eine ausreichende Fallzahl sind multizent-

rische bzw. internationale Studien notwendig [18].

Immuntherapien sollen dem Koérper helfen Tumorzellen als ,feindliche” Zellen zu er-
kennen, um sie gezielt anzusteuern und zu zerstoren. Vakzinierungen gegen Tumo-
ren, die beispielsweise mit Tumorantigenen oder tumorassoziierten Antigenen
durchgefiihrt werden, sind weitere interessante Ansatze. Es gibt vielversprechende
erste Therapiestudien zu MAGE-A3-, MAGE-A4- und NY-ESO-1-Vakzinen bei Lungen-,
Magen- und Osophaguskarzinomen [1,105,130].

1.1.6 Pathophysiologie und Biomarker

In der Tumorgenese sind viele unterschiedliche molekulare Regulationsmechanismen
und Gene beteiligt. Einige davon lassen sich als Parameter mit prognostischer oder
diagnostischer Aussagekraft objektivieren. Diese Biomarker konnten auch therapeu-
tische Ansatzpunkte einer Immuntherapie (vgl. Abschnitt 1.1.5 Therapie) sein und
werden derzeit in diversen Studien untersucht. Im Folgenden sollen einige Aspekte
und Mechanismen erliautert werden, die im Zusammenhang mit dem ACC untersucht

wurden.

Onkogene Infektionen

Es bestehen Hypothesen, dass das Entstehen eines ACCs in Zusammenhang mit einer
Infektion mit Humanen Papillomaviren (HPV) steht [102]. HPV-Infektionen mit dem
Hochrisiko-Typ 16 finden sich im Kopf-Hals-Bereich bevorzugt im Oropharynx und

HPV vom Typ 33 wurden in sinunasalen Karzinomen, die dem ACC dhnlich sind, ent-
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deckt [13]. Auch das ACC der Zervix konnen mit einer HPV33-Infektion vergesell-
schaftet sein [33].

Wachstumsfaktoren, deren Rezeptoren und maogliche therapeutische Implikatio-
nen

Wachstumsfaktoren dienen der Signaliibermittlung tiber Bindung an spezifische Re-
zeptoren. Darauthin werden Gene aktiviert oder inaktiviert. Es folgen Erlauterungen
zur Rolle verschiedener Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren in der Karzino-
genese und der Wachstumsregulation des ACCs, sowie mogliche therapeutische Im-

plikationen.

C-Kit (CD117) ist ein transmembraner Tyrosinkinaserezeptor und wird durch Bin-
dung an den Stammzellfaktor aktiviert. Dieser hat diverse Funktionen, unter anderem
spielt er eine Rolle bei der Zelladhasion, dem Zellwachstum, der Zelldifferenzierung,
der Apoptose und der Chemotaxis. Salehinejad et al. [106] analysierten mittels im-
munhistochemischer Farbungen die c-Kit-Expression im PA, im ACC, im polymor-
phen low-grade Adenokarzinom und im Mukoepidermoidkarzinom. Sie stellten fest,
dass eine Immunreaktion in allen Typen der Speicheldriisentumore gefunden werden
konnte und dass sich mehr als 50% der Tumorzellen im ACC positiv anfarbten. Aller-
dings war die c-Kit-Expression nicht spezifisch fiir das ACC und es konnte kein klarer
Unterschied in den Expressionsmustern zwischen benignen und malignen Speichel-
driisentumoren festgestellt werden. Bell et al. [8] publizierten, dass die c-Kit-
Expression auf die inneren duktalen Epithelzellen der Speicheldriisen beschrankt
war, wohingegen EGFR (epidermal growth factor receptor), ein Rezeptor fiir epithelia-
le Wachstumsfaktoren, hauptsachlich in den dufderen Myoepithelzellen exprimiert
wurde. In dieser Studie war die duktale c-Kit-Expression mit einem schlechteren 3-
und 5-Jahresiiberleben (68,9% und 58,5%, p = 0,048) assoziiert als die gleichzeitige
EGFR- und c-Kit-Uberexpression im ACC-Gewebe mit myoepithelialen Zellen (85,4%
und 75,1%, p = 0,048).

An EGFR binden unter anderem folgende Liganden: EGF (epidermal growth factor),
TNF-a (Tumornekrosefaktor-a) und Epiregulin. Nach Bindung von EGF und TNF-oa an
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den Rezeptor losen diese diverse intrazelluldare Signalwege aus. Sie haben physiologi-
scherweise Bedeutung in der Regulation der Zellproliferation und -differenzierung,
aber auch pathophysiologisch in der Neoangiogenese und Metastasierung. Studien
konnten belegen, dass EGFR im ACC iiberexprimiert wird, und mit dem histologischen
Tumorgrad korreliert. Eine Korrelation mit der Prognose konnte nicht nachgewiesen
werden. Demgegeniiber konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von EGFR
und TNF-a in Plattenepithelkarzinomen im Hals-Kopf-Bereich mit schlechterem

Uberleben korreliert war [72].

HERZ/neu (human epidermal growth factor receptor 2) ist ein humaner epidermaler
Wachstumsfaktorrezeptor auf Chromosom 17. Eine Amplifikation und Uberexpressi-
on haben beim Mammakarzinom, beim Magenkarzinom, sowie beim ()sophaguskar-
zinom einen erheblichen prognostischen und therapeutischen Stellenwert [103]. Im-
munhistochemisch konnte zwar eine Uberexpression von Her2/neu im ACC in Spei-
cheldriisen nachgewiesen werden. Die Haufigkeit dieser Uberexpression war mit
16% jedoch zu gering, um eine effektive Therapie mit dem monoklonalen Antikérper

Trastuzumab durchzufiihren. [29,38]

VEGF (vascular endothelial growth factor) ist ein Signalmolekiil, welches nach Bin-
dung an den VEGF-Rezeptor den NF-kB-Signalweg (nuclear factor "kappa-light-chain-
enhancer”of activated B-cells“) aktiviert. Dies vermittelt Angiogenese bzw. Vaskulo-
genese, also die Neubildung von Gefafien durch Einwanderung und Teilung neuer
Endothelzellen. In sauerstoffarmen Zellen entsteht der Transkriptionsfaktor HIF-1-a
(Hypoxie-induzierter Faktor-1-a), welcher das Erythropoetin-Gen und die VEGF-
Expression aktiviert. Eine Studie von Kondo et al. [63] zeigte, dass unter hypoxischen
Bedingungen eine HIF-1-a-abhingige VEGF-Uberexpression die Entwicklung von
ACC-Metastasen beglinstigt.

Interessanterweise konnen anhand der c-kit-, EGFR- und VEGFR-Expressionen keine

Vorhersagen zu Prognose oder Rezidivwahrscheinlichkeit getroffen werden [68].
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CXCR4 (CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4) ist ein Chemokinrezeptor, der die Chemotaxis
im Rahmen einer Immunantwort vermittelt. Er wird im Gegensatz zum Plat-
tenepithelkarzinom in den Zellen des ACCs tliberexprimiert. CXCL12, der Ligand von
CXCR4, kommt vor allem im Knochenmark, in der Lunge und in der Leber vor. Dies
wiirde moglichweise das hamatogene Metastasierungsmuster des ACCs erklaren, da
z.B. das Plattenepithelkarzinom, welches primar lymphogen metastasiert, kein CXCR4

exprimiert [89].

Der Fibroblasten-Wachstumsfaktor FGF-2 (fibroblast growth factor) ist einer der 23
Mitglieder der FGF-Familie. Er spielt eine Rolle bei der Zellproliferation und -
differenzierung. Ding et al. [37] wiesen speziell fiir ACC-Zelllinien eine proliferati-

onsstimulierende Wirkung von FGF-2 nach.

Transkriptionsfaktoren

Die Transkription als Teil der Proteinbiosynthese ist ein wichtiger Schritt in der Gen-
expression und wird durch Transkriptionsfaktoren reguliert und koordiniert. Veran-
derungen in der Genexpression und -repression tragen zur Entstehung von Tumoren

bei [134].

SOX4 ((sex determining region Y)-box 4) ist ein Transkriptionsfaktor aus der HMG-
Box-Familie (high mobility group box) der DNA-bindenden Proteine, dessen Gen im
ACC haufig tiberexprimiert wird [72]. Physiologischerweise tragt es zur normalen
Entwicklung des Ausflusstraktes am Herzen, der Pro-B-Lymphozyten-Differenzierung
und zur Entwicklung des zentralen Nervensystems wahrend der Embryogenese bei.
Im ACC scheint dieser Transkriptionsfaktor fiir die Regulation des Zelliiberlebens, der
Proliferation und der Apoptose wichtig zu sein. Pramoonjago et al. [100] wiesen mit-
tels gezieltem Knockdown des SOX4-Proteins ein reduziertes Zelliiberleben und

Apoptosezunahme in einer ACC-abgeleiteten Zellllinie (ACC3) nach.

Tang et al. [119] untersuchten den Zinkfinger-Transkriptionsfaktor Slug, der in
71,90% der Fille eine Uberexpression im ACC-Gewebe zeigte. Die Expression korre-

lierte signifikant mit der Tumorgrofde, dem TNM-Stadium, dem Gewebetyp, der peri-
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neuralen Invasion und dem Auftreten von Lokalrezidiven und Fernmetastasen. Slug
scheint prognostisch wegweisend zu sein und es wird vermutet, dass er eine wichtige

Rolle bei Invasion und Metastasierung des ACCs spielt.

Marker perineuraler Invasion

Da eine perineurale Invasion beim ACC haufig vorliegt, wird nach biomolekularen
und prognostischen Ursachen und Markern geforscht. So sind die Wachstumsfakto-
ren NGF (nerv growth factor) und BDNF (brain-derived neurotropic factor) und die
Tyrosinkinase A bei vorliegender perineuraler Invasion haufig liberexprimiert

[64,131].

Genetische Aberrationen

MYB ist ein Protoonkogen, welches zur Myeloblastosis(MYB)-Familie gehort. Onko-
gene entstehen durch Mutation eines Protoonkogens und greifen in die Genregulation
und Genaktivitdt ein. Dadurch tragen sie zur Entstehung von Neoplasien bei. Auf-
grund einer t(6;9)-Translokation von MYB und dem Transkriptionsfaktor-Gen NFIB
(nuclear factor 1B) entstehen Fusionsprodukte von MYB und NFIB, welche von West
et al. [137] im ACC nachgewiesen werden konnten. Mitani et al. [87] fanden Hinweise,
dass MYB-NFIB-Fusionstranskripte in adenoidzystischen Primartumoren und im me-
tastasierten ACC der Glandula parotis, jedoch in keinem anderen Tumortyp der Driise
signifikant nachweisbar sind. Auferdem war in deren Studie MYB in dem Grof3teil
der ACC-Proben immunhistochemisch tiberexprimiert. Die Autoren nahmen daher an,
dass eine MYB-NFIB-Fusion mit einer MYB Uberexpression zusammenhingt. In einer
Studie von Brill et al. [17] waren in 64% der Fille MYB-NFIB-Fusionen in Speichel-
driisen-ACC und ACC anderer Lokalisationen zu finden. MYB-NFIB-Fusionen scheinen
folglich spezifisch fiir das ACC zu sein.

Aufderdem farbten sich in einer experimentellen Studie von Pusztaszeri et al. [101]
80% der Gewebeproben mit ACC positiv an, wobei Gewebe des pleomorphen Ade-

noms keine MYB-Expression zeigte.

Neben (Proto-)Onkogenen spielen Tumorsuppressorgene im Kérper des Menschen ei-

ne grofde Rolle. Sie arretieren den Zellzyklus und verhindern dadurch die Proliferati-
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on entarteter oder beschadigter Zellen. Nun konnen entweder geschadigte DNA-
Bereiche repariert werden oder es wird, bei Misserfolg der Reparatur, der Zelltod
durch Expression apoptotischer Gene herbeigefiihrt. Bei Mutation der Tumorsupp-
ressorgene kann sich geschadigte DNA replizieren und folglich kénnen maligne Tu-
more entstehen. Die Bedeutung von Mutationen des bekannten Tumorsuppressor-
Gens p53, welches bei vielen Tumoren eine Rolle spielt, tritt bei Speicheldriisentumo-
ren selten auf [49,61]. Es scheint allerdings eher in spateren Tumorstadien relevant
zu sein, und konnte Hinweise darauf geben, ob ein ,low-grade“ ACC in ein ,high-

grade“ ACC mutiert [72].

Signalmolekiile

Ou Yang et al. [93] untersuchten die Auswirkung der induzierbaren Stickstoffmonoxid-
Synthase (iNOS) auf die VEGF-Expression im ACC. Hierzu wurde die iNOS in ACC-
Zellen eingeschleust und festgestellt, dass eine Hemmung der iNOS die VEGF-
Expression vermindert. Dadurch wird die Zellproliferation und die Invasion der ACC-
Zellen herunter reguliert und deren Apoptose gesteigert. Die Autoren schlossen dar-
aus, dass die iNOS als mogliches therapeutisches Ziel in der ACC-Behandlung dienen
konnte [93]. Bei der Interpretation von in-vitro-Versuchen mit ACC-Zelllinien muss
allerdings stets die Reinheit und die Herkunft der verwendeten Zelllinien in Frage ge-

stellt werden [98].

Adhdsionsmolekiile scheinen in fortgeschrittenen Tumorstadien bei lokaler Invasion
und Metastasierung wichtig zu sein. Ein Verlust der Adhdsion kann zur Ablésung ne-
oplastischer Zellen vom Primartumor fiihren. Diese Zellen konnen folglich leichter in
andere Korperregionen metastasieren. Aufgrund der haufigen Fernmetastasierung ist
dieser mogliche Mechanismus beim ACC von besonderem Interesse. Liu et al. [72] un-
tersuchten die Biologie des ACCs und den Einfluss iiber- oder unterexprimierter Sig-
nalmolekiile. E-Cadherin, ein transmembranes Glykoprotein, wird auf Epithelzellen
exprimiert und vermittelt calciumabhangig eine Zell-Zell-Adhasion. Eine verminderte
E-Cadherin-Expression hat sich als prognostisch ungiinstiger Faktor erwiesen. f3-6-

Integrin wird wahrend Gewebereparaturen und Tumorgenese vermehrt exprimiert.
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Die Expression ist in malignen Speicheldriisentumoren héher als in benignen Tumo-

ren.

Ki-67 ist ein Protein, welches wahrend der aktiven mitotischen Phase des Zellzyklus
exprimiert wird. Es dient als Proliferationsmarker in immunhistochemischen Far-
bungen und gibt Aufschluss iiber die Wachstumsgeschwindigkeit von Tumoren. Eine
hohe Expression weist somit auf vermehrte mitotische Aktivitat und Zellproliferation
hin. Ki-67 wird, im Gegensatz zum polymorphen Low-grade Adenokarzinom, im ACC
vermehrt erxprimiert und eignet sich daher dazu, die beiden Tumorentitaten histolo-
gisch voneinander zu unterscheiden. Dartiber hinaus ist Ki-67 mit einer schlechten

Uberlebensrate korreliert. [72]

1.2 Tumorspezifische Antigene

Tumor-Hoden-Antigene, sogenannte Cancer-Testis-Antigene (CT-Antigene), sind Im-
munproteine, welche mit Ausnahme des Hodengewebes in seltenen Fallen auch im
ovariellen, plazentaren und trophoblastischen Gewebe exprimiert werden, jedoch
nicht in anderem gesunden Gewebe. Somit sind CT-Antigene spezifisch fiir malignes
Tumorgewebe. Van der Bruggen et al. [123] isolierten aus einer humanen Melanom-
Zelllinie 1991 erstmals das Antigen MAGE-A1 (melanoma-associated antigen), wel-
ches von humanen Leukozytenantigenen (HLA) prasentiert und von zytotoxischen T-

Lymphozyten erkannt wird.

Die Familie der Tumor-Hoden-Antigene umfasst BAGE, GAGE, MAGE und NY-ESO-1
[14,24,70]. Je nach Genstruktur und gewebespezifischer Genexpression werden Anti-
gene der MAGE-Familie mit tiber 20 Mitgliedern [115] in MAGE-I und MAGE-II unter-
teilt. MAGE-A-, -B- und -C-Gene befinden sich auf dem X-Chromosom und gehoren
MAGE-I an, welche in Hodengewebe und malignen Tumoren exprimiert werden
[26,34,50,108]. Die Untergruppe MAGE-II hingegen, der MAGE-D,-E,-F1,-G1,-H1,-I,-
K1,-L2 und Necdin angehéren, wird in normalem Gewebe, nicht jedoch in kanzeroge-
nem Gewebe, exprimiert [26,108,141]. Somit zihlen MAGE-A-, -B- und -C zu den tu-

morspezifischen CT-Antigenen.
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Die Funktion der MAGE-Gene ist derzeit noch Gegenstand aktueller Forschung [108].
Moglicherweise sind sie jedoch wahrend der embryonalen Entwicklung in Keimbahn-
zellen aktiv und werden anschliefdend durch DNA-Methylierung und Histondeacety-
lierung inaktiviert [141]. Bei neoplastischen Transformationen werden MAGE-Gene
wieder aktiviert. Ihre Transkripte konnen als Antigene vom Immunsystem erkannt

werden, was zum Angriff auf die MAGE-explorierenden Zellen fiihrt [35,108].

Im Rahmen der adaptiven Immunantwort werden Antigene durch antigenprasentie-
rende Zellen (insbesondere durch dendritische Zellen) aufgenommen, und in Lymph-
knoten iiber humane Leukozytenantigene (HLA) der Klasse II den CD4-positiven T-
Zellen (CD4+-T-Zellen) prasentiert, welche Plasmazellen zur Antikoérperproduktion
anregen. Kernhaltige Zellen oder entartete Zellen prasentieren Antigene liber HLA-
Klasse-I-Rezeptoren, an die sich CD8-positive T-Lymphozyten (CD8+-T-Zellen) bin-
den. Diese werden durch die Antigenerkennung kostimuliert und differenzieren zu
zytotoxischen T-Zellen, die in periphere Gewebe wandern und die Apoptose von Tu-

morzellen initiieren [70,133,135].

Spermatogonien tragen hingegen keine HLA-Klasse-I- und -II-Molekiile und induzie-
ren somit keine Immunantwort [108,115]. Die Mechanismen, welche zur tumorspezi-
fischen und hodenspezifischen Antigenexpression fiihren, sind weitestgehend unklar.
Die epigenetische Genregulation scheint in diesem Zusammenhang wichtig zu sein.
Forscher gehen davon aus, dass durch Demethylierung von stillgelegten Genen durch
synthetische Nukleoside wie 5’-Azacytidine und 5’-Aza-2’-Deoxycytidine die Gene ak-
tiviert werden und folglich die Antigenexpression induziert werden kann

[35,108,115,132].

Die tumorspezifische Antigenexpression moéchte man sich im Rahmen der Vakzinie-
rung zu Nutzen machen, um eine Immunantwort gegen den Tumor zu generieren. Der
Begriff Vakzinierung beschreibt dabei nicht den Einsatz als Impfstoff, sondern meint
im Zusammenhang mit der Immuntherapie die Aktivierung des korpereigenen Im-
munsystems durch antigenprasentierende Zellen. Folglich werden Antikérper gegen

die tumorspezifischen Antigene generiert [135].
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Die tumorspezifische Expression und hohe Immunogenitat der CT-Antigene sind ent-
scheidende Vorteile zur diagnostischen Differenzierung zwischen benignen und ma-
lignen Tumoren und stellen essentielle Faktoren fiir eine mogliche zielgerichtete Im-

muntherapie dar [23,66,109].

1.3 Fragestellung

Ziel dieser Arbeit ist es, die Expressionen der CT-Antigene pan-MAGE, MAGE-A1,
MAGE-C1, MAGE-C2 und NY-ESO-1 mittels Immunhistochemie (IHC) in einer multi-
zentrischen Kohorte von 84 ACC-Gewebeproben nachzuweisen. Durch die Korrelati-
on der generierten Ergebnisse mit den klinischen Daten der Patienten und deren
Uberlebenszeiten soll schlieflich diskutiert werden, ob Schlussfolgerungen fiir den
Einsatz einer Immuntherapie gezogen werden konnen. Dabei soll besonders auf fol-

gende Parameter geachtet werden:

» Gibt es eine CT-Antigen-Expression im ACC des Kopf-Hals-Bereichs und wie
hoch ist diese innerhalb der Patientenkohorte?

» Korreliert die Expression der CT-Antigene mit klinischen Parametern wie dem
Tumorstadium, der perineuralen Invasion, dem histologischen Muster, den
Resektionsrandern, dem Alter, dem Geschlecht oder dem Ort des Primartu-
mors?

> Welche Faktoren beeinflussen die Uberlebenszeit und die progressionsfreie
Zeit und gibt es prognostisch relevante Marker in der vorliegenden Kohorte?

» Welche Therapieansitze wurden bislang verfolgt und kann ein therapeuti-

sches Vorgehen gegen CT-Antigene in Zukunft in Betracht gezogen werden?
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2 Material und Methoden
2.1 Studiendesign

Im Rahmen dieser Arbeit wurde in Kooperation mit den Universitatskliniken in Pitts-
burgh (University Medical Centers of Pittsburgh, USA), K6ln und Ulm eine multizent-
rische retrospektive Studie durchgefiihrt. Hierzu wurden klinische Daten der Patien-
ten mit der Diagnose eines ACCs erhoben und statistisch ausgewertet. Zur Beurtei-

lung der CT-Antigenexpression wurden Tumorproben mittels IHC gefarbt.

2.2 Patientenkollektiv

Fur diese Studie wurden Patienten der genannten Universitdtskliniken ausgewahlt,
bei denen die Erstdiagnose eines ACCs zwischen 1984 und 2014 gestellt wurde. Von
anfanglich 94 Fillen aus Pittsburgh, 24 aus Kéln und 16 aus Ulm blieben nach Be-
trachtung der Einschluss- und Ausschlusskriterien (s.u.) 49 Falle aus Pittsburgh, 19
aus Koln und 16 aus Ulm, in der Summe somit 84 Fille erhalten.

Alle Patienten der Universitat Ulm wurden schriftlich iiber Ziel und Ablauf der Studie
informiert und eine schriftliche Einwilligungserklarung wurde eingeholt. Bei den ex-
ternen Patienten lagen Zustimmungen des Institutional Review Boards vor. Die Stu-
die wurde von der Ethikkommission Ulm gepriift und genehmigt (Ethikvotum Nr.
304/13).

Einschlusskriterien:

e Erstdiagnose eines ACCs im Kopf-Hals-Bereich
e Mindestalter: 18 Jahre

e Vorliegen klinischer Daten

e Vorliegen von Histologie/Paraffin-Blocken

e Schriftliches Einverstandnis

Ausschlusskriterien:

e Rezidivtumore
¢ Andere Speicheldriisenkarzinome als das ACC

e Vorbehandelte Karzinome
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2.3 Erhebung Kklinischer Daten

Klinische Daten wurden retrospektiv erhoben. Informationen tiber Patienten aus Ulm
wurden Uber die elektronische Patientenakte ePA (Wilken, Ulm) und ISH-MED (SAP)
eingeholt. Daten tliber Patienten aus Koln und Pittsburgh wurden aus deren Patien-
tenkarteien entnommen. Die Daten wurden in einer SPSS-Datenbank (IBM® SPSS®
Statistics Version 21) gesammelt und pseudonymisiert. Fiir die anschlieféende ano-
nymisierte Auswertung wurde das Datum der Erstdiagnose, das Geschlecht, das Alter,
die Primarlokalisation des Tumors, die TNM-Klassifikation, der Resektionsstatus, das
Vorhandensein perineuraler Invasion, das histologische Wachstumsmuster, die vor-
genommene Therapie, das Auftreten von Rezidiven und/oder Fernmetastasen, der
Zeitpunkt des letzten Patientenkontaktes und der derzeitige Status (lebend oder ver-
storben) kollektiviert. Da nicht von allen Patienten die vollstindigen Informationen
vorlagen, variiert in der vorliegenden Auswertung die Gesamtzahl verschiedener Pa-

rameter.

2.4 Immunhistochemische Firbungen

2.4.1 Material

Flr die immunhistochemischen Farbungen wurde Paraffin-fixiertes Gewebe verwen-
det. Die pathologischen Institute der Kliniken in Pittsburgh und Kéln stellten bereits
auf Objekttragern fixiertes Tumorgewebe der Patienten mit ACC zur Verfliigung. Es
waren jeweils 3 bis 10 Leerschnitte pro Patient verfligbar. Die Paraffin-fixierten Ge-
webeblocke der Patienten aus Ulm wurden mit dem Mikrotom in 3-4 pum Dicke ge-
schnitten, auf Objekttrager fixiert und bei Raumtemperatur getrocknet.

Zur Verifizierung des Farbedurchgangs wurden Positiv- und Negativkontrollen ver-
wendet. Humanes Hodengewebe farbt sich physiologisch mit den verwendeten Anti-
CT-Antikoérpern an und diente deshalb als Positivkontrolle. Die Negativkontrollen be-
standen aus humaner Schleimhaut (Zunge) und gesundem Speicheldriisengewebe
(Glandula parotis).

Zur Analyse der tumorspezifischen Antigene wurden die folgenden, kommerziell er-
worbenen Antikorper verwendet: Antikdrper gegen pan-MAGE (Klon M3H67),
MAGE-A1 (Klon MA454), NY-ESO-1 (Klon E978), MAGE-C1 (Klon CT7-33) und MAGE-
C2 (Klon CT10).
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Im Folgenden sind die verwendeten Materialien alphabetisch geordnet aufgelistet:

1.

9.

Alkoholreihe (2x100%-, 95%-, 75%-, 50%-Propanol): Verdiinnungen mit 2-
Propanol, 20842.330, VWR International S.A.S., Fontenay-Sous-Bois, France
Antibody Diluent with Background Reducing Components, Dako® North
America Inc., USA, S3022
Antikorper gegen pan-MAGE (Klon M3H67), MAGE-A1 (Klon MA454), NY-ESO-
1 (Klon E978), MAGE-C1 (Klon CT7-33) und MAGE-C2 (Klon CT10): Monoclo-
nal antibody core facility at Memorial Sloan Kettering Cancer Center (MSKCC),
New York
Dako® Pen, Dako® Denmark, S2002
Dampfgarer MultiGourmet®, Braun®, Germany
EDTA-Puffer (1molar, pH 8,0), Herstellung:

a. 0,37 g EDTA-Pulver (EDTA disodium salt dihydrate p.A., AppliChem

GmbH, Darmstadt, Germany)
b. 900 ml Aquadest.
c. Einstellung auf pH=8,0 mit Natriumhydroxid 1mol/l 1IN (VWR Interna-
tional S.A.S., Fontenay-Sous-Bois, France)

d. Volumenauffiillung auf 1000 ml mit Aquadest.
EnVision+System-HRP (DAB) For Use With Mouse Primary Antibodies, Dako®
North America Inc., USA , K4007
Mayer’s Hematoxylin solution®, SIGMA MHS32-1L, Sigma-Aldrich® Chemie
GmbH, Steinheim, Germany

Menzel®-Glaser Superfrost Ultra Plus Objekttrager, J4800AMNZ

10. Menzel®-Glaser Deckglaser, 24x50 mm, # 1,5

11. Microscopy Aquatex, Merck® KGaA, Darmstadt, Germany, 1.08562.0050

12. Protein Block, Serum-Free, Ready-to-use, Dako® North America Inc., USA,

X0909

13. TBS-Puffer:

a. 60,5 g Tris (tri-Sodim-citrate-dihydrate p.A., AppliChem GmbH, Darm-
stadt, Germany)

b. 87,6 g Natriumchlorid (Sodium chloride, Sigma-Aldrich®Chemie
GmbH, Steinheim, GmbH)
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c. 800 ml Aquadest.
d. Einstellung auf pH=7,5 mit Hydrochlorid (hydrochlorid acid #37%,
VWR International S.A.S., Fontenay-Sous-Bois, France)
e. Volumenauffiillung auf 1000 ml mit Aquadest.
14. TBST-Puffer (0,1%, pH 7,5) aus 100 ml TBS-Puffer, 900 ml Aquadest. und 1 ml
Tween®
15. Tween® 20 for molecular biology, AppliChem GmbH, Darmstadt, Germany
16. Xylol: Xylenes, 33817-2,5], Sigma-Aldrich®Chemie GmbH, Steinheim, Germany

2.4.2 Prinzip der Inmunhistochemie (IHC)

Die Immunhistochemie (IHC) beruht auf einer spezifischen Antigen-Antikérper-
Reaktion. Hier werden Antigene durch spezifische Antikérper im Gewebe detektiert
und dargestellt. Durch eine Kopplung des verwendeten Antikdrpers mit einem Detek-
tionssystem konnen so bereits geringe Mengen an Antigenen im Prdparat sichtbar
gemacht werden. Ziel ist es, ein Signal am Ort des Antigens mit ausreichender Starke
zu visualisieren, um dieses auswerten zu konnen. Man unterscheidet hierbei die di-

rekte von der indirekten Methode.

In der direkten Methode ist der primare Antikérper direkt mit einem Enzym gekop-
pelt. Nach Zugabe eines Substrats oder Chromogens reagiert dieses mit dem Enzym
unter Bildung eines Farbstoffs. Die Bindung des ersten Antikdrpers macht das Anti-

gen somit sichtbar.

Die indirekte Methode wird auch Zwei-Schritt-Methode genannt, denn der spezifische
primare Antikorper, der an das gesuchte Antigen bindet, ist unmarkiert, also nicht mit
einem Enzym versehen. Die Farbung erfolgt erst in einem zweiten Schritt, bei dem ein
zweiter, mit einem Enzym gekoppelter Antikorper (Sekundarantikérper) auf die Pro-
be aufgebracht wird. Dieser bindet spezifisch an den ersten Antikérper. Durch eine
Enzym-Substrat-Reaktion fiihrt dies zur Farbdarstellung. Die indirekte [HC ist emp-
findlicher als die direkte Methode, da der Sekundarantikdérper zur Signalverstiarkung

fiihrt. In der vorliegenden Studie wurde das indirekte Verfahren angewandt. [76]
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2.4.3 Farbeprotokoll

Zundchst erfolgte die Entparaffinierung in einer Xylolreihe (Xylenes, Sigma-
Aldrich® Chemie GmbH), bei der die Objekttrager fiir je drei Minuten nacheinander in
drei Gefafde mit Xylol gelegt wurden. Anschlief3end wurden die Schnitte zur Rehydrie-
rung fir je 1 Minute in einer absteigenden Alkoholreihe (Verdiinnungen mit 2-
Propanol, VWR International S.A.S.), bestehend aus 2 Behaltern mit 100%igem Isop-

ropanol, und je einem Behalter mit 95%-, 75%-, 50%igem Isopropanol, behandelt.

Die Praparate wurden zur Antigendemaskierung einer Hitzebehandlung, dem sog.
y2heat-induced epitope retrieval" (HIER), unterzogen. Dies erfolgte in einem EDTA-
Puffer (Ethylendiamintetraessigsaure, 1mM, pH 8,0) und fiir 20 Minuten in einem
Dampfgarer (Multi Gourmet®, Braun®, Germany). Nach Abkiihlung in einem Bad mit
destilliertem Wasser (Aquadest.-Bad) wurden die Gewebestiicke auf dem Objekttra-
ger mit Dako Pen (Dako® Denmark) umkreist, um ein Verlaufen der Substanzen zu
verhindern. Danach erfolgte fiir einige Minuten ein Bad in TBST-Puffer (Tris-

buffered-saline-tween, pH 7,5).

Fiir die nun folgende Behandlung wurde das ,DakoEnVision + System HRP®(DAB)
For Use With Mouse Primary Antibodies“ (Dako® North America Inc., USA) verwen-
det. Zunachst wurden die Schnitte fiinf Minuten lang mit dem Peroxidase-Block inku-
biert, um falsch positive Farbungen zu verhindern. Zwischen den folgenden Schritten
erfolgte fiir jeweils fiinf Minuten eine Waschung der Praparate in frischem TBST-
Puffer. Nach dem Peroxidase-Block wurde fiir zehn Minuten ein Protein-Block
(Dako® ,Serum-free, Ready-To-Use", Dako North America Inc., USA) angewendet, um
unspezifische Hintergrundfarbungen zu reduzieren. Anschliefiend erfolgte das Auf-
bringen des primadren Antikoérpers, welcher mit Antibody Diluent (Antibody Diluent
with Background Reducing Components, Dako® North America Inc., USA) verdiinnt

wurde. Die Inkubationszeit betrug 30 Minuten.
Nach sorgfaltiger Titrierung der Primdrantikérper wurden folgenden Verdiinnungen

und Konzentrationen verwendet:

MAGE-A1 (Klon MA454)  1:150 - 22,00 pg/ml
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NY-ESO-1 (Klon E978)  1:200 = 5,35 pg/ml

Pan-MAGE (Klon M3H67) 1:1000 > 1,300 pg/ml
MAGE-C1 (Klon CT7-33)  1:1800 > 1,275 pg/ml
MAGE-C2 (Klon CT10)  1:1500 > 2,465 pg/ml

Nach zweimaliger Waschung in TBST-Puffer fiir je fiinf Minuten wurde der sekundére
Antikorper flir weitere 30 Minuten auf die Praparate aufgebracht. Das am Sekun-
darantikorper gekoppelte Enzym, eine Horseradish Peroxidase (HRP), katalysierte
die Konversion von DAB in ein braunes Farbprodukt. Nach einem frischen TBST-
Pufferbad (fiinf Minuten) wurde das DAB-Chromogen (Dako® North America, Inc.,
USA) fiir zehn bis fiinfzehn Minuten aufgetragen (DAB = Diaminobenzidin, Herstel-

lung aus 1 ml Substratpuffer und 1 Tropfen DAB-Chromogen).

Nach erneuter griindlicher Spiilung mit Aquadest. erfolgte fiir ein bis zwei Minuten
die Gegenfarbung mit Himatoxylin (Mayer’'s®Hematoxylin Solution, Sigma-Aldrich®,
Chemie, GmbH, Steinheim, Germany), um spezifische Zellstrukturen wie die Zellkerne
darzustellen. Im Anschluss wurden die Objekttrager fiir zehn Minuten mit Leitungs-
wasser gespllt. Im letzten Schritt erfolgte die Fixierung mit zwei Tropfen Aquatex
(MERCK®, KGaA, Darmstadt, Germany) und Deckgldsern (Menzel®Superfrost Ultra
Plus).

2.4.4 Etablierung

Zu Beginn wurde das Farbeprotokoll mit den Antikérpern an Positivkontrollen (Ho-
dengewebe), Negativkontrollen (Parotisgewebe und Mundschleimhaut) sowie Probe-
Tumorschnitten etabliert und die optimalen Antikérper-Konzentrationen wurden
titriert. Es wurde das oben im Text beschriebene Farbeprotokoll verwendet, wobei

nachfolgend beschriebene Unterschiede bestanden.

So wurde die Antigendemaskierung bei NY-ESO-1 zundchst in einem Citratpuffer-Bad,
pH = 6, durchgefiihrt. Aufgrund mafdiger Ergebnisse wurde NY-ESO-1 versuchsweise
im EDTA-Puffer (pH = 8) behandelt. Dies erzielte bessere Ergebnisse, weshalb dieser

Puffer im Weiteren bei allen Antikérpern verwendet wurde.
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Initial wurde zur Hitzebehandlung ein Autoklav (120°C fiir 1 Stunde) verwendet. Die-
ses Verfahren wurde jedoch durch einen Dampfgarer (s.0.) ersetzt, da sich hierdurch
die Bindung des Primarantikorpers an die Antigene verbesserte. Folglich konnte die

unspezifische Hintergrundfarbung verringert werden.

Das Problem der diffusen Hintergrundfarbung konnte mit dem Protein-Block noch

weiter verbessert werden.

Die primaren Antikorper wurden in definierten Konzentration geliefert (MAGE-A1:
1:150 - 22 pg/ml, NY-ESO-1: 1:50 - 21,4 pg/ml, pan-MAGE: 1:1350-> 1,8 pg/ml,
MAGE-C1: 1:450 - 5,1 pg/ml, MAGE-C2: 1:750>4,93 ug/ml). Es wurden verschie-
dene Verdiinnungen getestet und eine optimale Verdiinnung fiir jeden Antikorper

titriert.

Die Etablierung des Antikorpers gegen NY-ESO-1 stellte sich aufgrund diffuser und
unspezifischer Farbungen als besonders schwierig heraus. Deshalb wurde dieser An-
tikorper versuchsweise tiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Dies ergab jedoch eine zu star-
ke, unspezifische Farbung, sodass man wieder zur 30-Minuten-Inkubation zurtick-
kehrte. Anfangs wurde der NY-ESO-1-Antikorper nur einmal fir fiinf Minuten im
TBST-Bad belassen. Dies wurde jedoch auf zweimal fiinf Minuten erhéht. Dadurch
wurde der Objekttrager noch praziser gewaschen und die Hintergrundfarbung konn-
te weiter reduziert werden. Aufderdem wurde nach Auftragen des DAB-Chromogens

auf eine sehr griindliche Waschung im Aquadest.-Bad geachtet.

2.4.5 Auswertung der immunhistochemischen Ergebnisse

Die Ergebnisse der IHC wurden unter dem Mikroskop (Zeiss, Seriennummer
3833000530) beurteilt. Dabei wurden unterschiedliche Vergrofderungen, hauptsach-
lich aber die 10-fache und 20-fache VergroRerung zur Ubersicht und die 40-fache
Vergrofderung zur Detailansicht, verwendet. Mithilfe von AxioVision wurden Foto-
graphien der mikroskopischen Darstellung angefertigt. Zur Bearbeitung der Fotos

wurde PhotoScape X Version 2.3 verwendet.
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Zur Bestimmung der zytoplasmatischen und nukledren Expressionen der Antigene
wurde ein etabliertes Auswertungssystem verwendet [66,114]. Dazu wurden zu-
nachst der prozentuale Anteil der angefarbten Tumorzellen (IHC-%) und die Farbein-
tensitat (IHC-Intensitdt) mikroskopisch beurteilt. Die Intensititen wurden mit O fir
negativ, 1+ flir schwach, 2+ fiir mafdig und 3+ fiir stark positiv angegeben. Aus IHC-
Intensitdt und [HC-% konnte schliefdlich ein Endresultat (IHC-Ergebnis) ermittelt
werden. Negativ waren alle Schnitte, bei denen weniger oder gleich 10% der Tumor-
zellen angefarbt wurden und welche zusatzlich eine Farbeintensitit von 0 oder 1+
aufwiesen. Schwach positiv waren solche mit >10% bzw. < 70% angefarbten Tumor-
zellen und einer Farbeintensitiat von 1+ oder mit < 30% und 2+. Von maf3ig positiven
Schnitten sprach man entweder bei > 70% Tumorzellanfarbung und einer Farbinten-
sitdt von 1+ oder > 30 bzw. < 70% und 2+ oder < 30% und 3+. Stark angefarbt waren
solche mit > 70% Tumorzellanfarbung und einer 2+-Farbintensitat, oder > 30% und

3+ (Tabelle 3).

Tabelle 3: Immunhistochemische Bewertung der MAGE (Melanoma-associated anti-
gen)-Expression nach negativ (keine Expression), schwach, maf3ig und stark positiv
angefarbt; IHC = Immunhistochemie, IHC-% = Anteil der angefarbten Tumorzellen,

[HC-Intensitat = Farbeintensitat der Schnitte

IHC-Ergebnis THC-Intensitit THC-% [%]
negativ 0,1+ <10
schwach positiv 1+ >10bis <70
2+ <30
mafig positiv 1+ >70
2+ >30bis<70
3+ <30
stark positiv 2+ >70
3+ > 30
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2.5 Statistische Auswertung
Die Auswertungen der anonymisierten Daten und statistische sowie graphische Ana-

lysen wurden mit IBM® SPSS® Statistics Version 21 erstellt.

Es wird zundchst eine Nullhypothese Ho aufgestellt, welche davon ausgeht, dass kein
Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen besteht. Diese kann im Rahmen sta-
tistischer Tests abgelehnt oder beibehalten werden. Wird die Ho-Hypothese abge-
lehnt, greift die Alternativhypothese Hi, welche besagt, dass ein Unterschied zwischen
den untersuchten Gruppen besteht. Dafiir wird ein Signifikanzniveau ermittelt, wel-
ches die Grenzwahrscheinlichkeit, ab der man nicht mehr an den Zufall glaubt, angibt.
Die Uberschreitungswahrscheinlichkeit, auch p-Wert, Signifikanz oder Irrtumswahr-
scheinlichkeit genannt, ist die errechnete Wahrscheinlichkeit der gewonnenen Daten,
die rein zufallig unter der Nullhypothese entstanden sind. Man spricht von einem sig-
nifikanten Test, wenn der p-Wert kleiner oder gleich dem gewahlten Signifikanzni-
veau ist, und somit Ho abgelehnt wird. In dieser Studie wurden die statistischen Tests

zweiseitig durchgefiihrt und es wurde ein Signifikanzniveau von 0,05 festgelegt.

Uberlebenszeitanalysen wurden in Kaplan-Meier-Kurven dargestellt. Dabei wurden
Korrelationen der Variablen mit Uberlebenszeiten mit dem Logrank-Test und dem
Chi-Quadrat-Unabhangigkeitstest nach Pearson untersucht. Zum Vergleich mehrerer
Variablen wurde die Cox-Regression verwendet. Fiir Patienten dieser Studie wurden
mediane Lebenszeiten ermittelt. Das Eintreten des Todes aufgrund des Tumors ist im

Diagramm als eine Stufe dargestellt.
Unter zensierten Daten versteht man Patienten, die aus unterschiedlichen Griinden in

der Beobachtung verloren gegangen sind (,lost to follow-up“) und deren Status ,le-

bend“ oder ,verstorben” nicht klar ist.
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3  Ergebnisse

3.1 Klinische Daten

3.1.1 Alters- und Geschlechtsverteilung

Das mediane Alter aller Patienten (n = 84) bei Erstdiagnose eines ACCs lag bei 54 Jah-
ren. Der weibliche Anteil betrug mit 52,4% (44/84) etwas mehr als der mannliche
Anteil mit 47,6% (40/84). Die Verteilung innerhalb der Geschlechtergruppen war
ahnlich, denn das mediane Alter der Manner betrug 55 Jahre, das der Frauen 53,5
Jahre. Der jlingste Patient war 24 Jahre und der alteste 88 Jahre alt (Abbildung 1).
38,1% (32/84) waren jiinger oder gleich 50 Jahre alt, 61,9% (52/84) waren alter als

50 Jahre.

80—

60—

Alter

40—

204

| I
minnlich, n=40 weiblich, n=44

Geschlecht

Abbildung 1: Altersverteilung der Patienten mit Erstdiagnose eines adenoidzysti-
schen Karzinoms (ACC) des Kopf-Hals-Bereichs in Abhangigkeit vom Geschlecht; Stu-
die an den Universitatskliniken Pittsburgh, Kéln und Ulm zur Untersuchung des ACCs
im Kopf-Hals-Bereich im Zeitraum 1984 bis 2014, die Gesamtzahl der Patienten be-
tragt 84, Linie in der Box = Median, Lange der Box = Interquartilsabstand (Streu-
ungsmafl), unteres Whisker = Minimum, oberes Whisker = Maximum; n = Anzahl der

Patienten
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3.1.2 Ursprungsorte des Primdrtumors
In 45,2% (38/84) der Falle wurde das ACC in den grofien Speicheldriisen Glandula
parotis, GSM oder GSL diagnostiziert. Kleine Speicheldriisen an Gaumen, Mundboden,

Zunge, NNH oder allgemein im Kopf-Hals-Bereich machten 54,8% (46/84) aus.

Abbildung 2 veranschaulicht die Ursprungsorte des Tumors bei Erstdiagnose. Der
haufigste Pradilektionsort lag mit 31,0% (26/84) in der Glandula parotis. Dem folgten
mit 21,4% (18/84) die NNH, und mit 10,7% (9/84) die GSM. Andere primare Lokali-
sationen des ACC waren die kleinen Speicheldriisen des Gaumens (8/84 = 9,5%), des
Mundbodens (4/84 = 4,8%), der Zunge und die GSL (jeweils 3/84 = 3,6%). Befallene
Stellen im Kopf-Hals-Bereich, wie beispielsweise Nasenabhang, Gehdérgang oder Tra-
nendriise, wurden unter ,andere“ zusammengefasst und machten insgesamt 15,5%

(13/84) aus.

Zur Vereinfachung der statistischen Berechnungen wurden die grofden Speicheldri-
sen zu einer Gruppe mit 38 Patienten (38/84 = 45,2%) und die Tumore aller anderen
Orte zu einer weiteren Gruppe (,extraglanduldr”) mit 46 Patienten (46/84 = 54,8%)

zusammengefasst.
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Abbildung 2: Verteilung der Ursprungsorte des Primdrtumors von Patienten mit der
Erstdiagnose eines adenoidzystischen Karzinoms (ACC) des Kopf-Hals-Bereichs. Stu-
die an den Universitatskliniken Pittsburgh, Kéln und Ulm zur Untersuchung des ACCs
im Kopf-Hals-Bereich im Zeitraum 1984 bis 2014. Die Gesamtzahl der Patienten be-
tragt 84. GSM = Glandula submandibularis, NNH = Nasennebenhdhlen, GSL = Glandula

sublingualis

3.1.3 TNM-Klassifikation
Bei Erstdiagnose wurden in dieser Patientenkohorte folgende pathologische T-
Stadien diagnostiziert: pT1 in 14 Fallen (14/71 = 19,7%), pT2 in 15 Fallen (15/71 =
21,1%), pT3 in 12 Fallen (12/71 = 16,9%) und mit 30 Fallen am hdufigsten pT4
(30/71 = 42,3%, Tabelle 4).

Obwohl das ACC im Gegensatz zu den meisten Kopf-Hals-Tumoren bevorzugt hiama-
togen metastasiert, ist der Lymphknotenstatus fiir das chirurgische Staging von be-
sonderem Interesse. Nach ND und Diagnostik des Lymphknotenstatus in der Patholo-

gie ergab sich folgende Verteilung. Der Grofteil der Patienten - 80,0% (56/70) - wies
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keine Lymphknotenmetastasen (pNO) auf. In 8 Fallen (8/70 = 11,4%) konnte der Be-
fall eines Halslymphknotens (pN1) und in 6 Fallen (6/70 = 8,6%) der Befall mehrerer
Halslymphknoten (pNZ2) nachgewiesen werden. Zusammengefasst zeigte sich somit

eine zervikale Lymphknotenmetastasierungsrate von 20,0% (14/70, Tabelle 4).

Der Status der Fernmetastasen wurde klinisch eingeteilt. Bei Erstdiagnose wiesen
95,6% (65/68) der Patienten keine Fernmetastasen auf. Bei nur 4,4% (3/68) wurden

Fernmetastasen diagnostiziert (Tabelle 4).

Tabelle 4: Verteilung der TNM-Stadien bei Erstdiagnose eines adenoidzystischen
Karzinoms des Kopf-Hals-Bereichs der Universitatskliniken Ulm, Kéln, Pittsburgh von
1984 bis 2014. Die Gesamtzahl der Patienten betragt 84, die Anzahl der vollstandigen
Datensatze variiert zwischen 68 und 71. pT = Grofde und Ausdehnung des Primartu-
mors, pN = regionaler Lymphknotenstatus, cM = Fernmetastasen, p = pathologisch

bestimmt, ¢ = klinisch bestimmt

T-Stadien Prozent Haufigkeit
pT1 19,7 14/71
pT2 21,1 15/71
pT3 16,9 12/71
pT4 42,3 30/71

N-Stadien Prozent Haufigkeit
pNO 80,0 56/70
pN1 11,4 8/70
pN2 8,6 6/70

M-Stadien Prozent Haufigkeit
cMO 95,6 65/68
cM1 4,4 3/68
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3.1.4 Besondere Eigenschaften des Tumors

Die Neigung des ACCs zur perineuralen Invasion spiegelte sich in dieser Arbeit wider,
denn in 70,0% (42/60) infiltrierte das ACC das perineurale Gewebe. In 30,0%
(18/60) lag kein Wachstum entlang von Nerven vor (Tabelle 5).

Die Tumore wiesen histologisch am haufigsten, mit 36,9% (31/84), den tubuldren
Typ auf. Dem folgte mit 23,8% (20/84) der cribriforme Wachstumstyp und mit 20,2%
(17/84) die solide Form. Der gemischte Typ aus solider, tubuldrer und cribriformer

Komponente lag in 16 von 84 Fillen (19,0%) vor (Tabelle 5).

3.1.5 Therapie

Wie bereits erldautert, besteht die Standard-Primartherapie des ACCs aus der radika-
len chirurgischen Resektion des Karzinoms (siehe 1.1.5 Therapie). Je nach Befundlage
wird eine postoperative Bestrahlung durchgefiihrt. 81,5% (66/81) der Patienten
wurden operiert und anschliefdend bestrahlt. 18,5% (15/81) wurden ausschliefdlich
operiert (Tabelle 5).

Die chirurgischen bzw. histopathologischen Resektionsrander sind zur Abschitzung
der Prognose und zur Planung der weiteren Therapie von grofier Bedeutung. Das chi-
rurgische Praparat wird an den Schnittrandern markiert, um die genaue anatomische
Zuordnung zu gewahrleisten. Danach werden die Resektionsrander im histologischen
Schnitt identifiziert. So kann im Bedarfsfall, wenn technisch moglich, nachreseziert
werden. In 50,0% (37/74) der Falle waren die Resektionsrander negativ, es lag also
eine RO-Resektion vor. In exakt gleich vielen Fallen (37/74 = 50,0%) bestanden posi-
tive Resektionsrander (R+). Davon lagen in 48,6% (36/74) mikroskopisch, histopa-
thologisch positive Resektionsrander (R1) und in einem Fall (1/74 = 1,4%) makro-
skopisch positive Absetzungsrander (R2) vor (Tabelle 5).

3.1.6 Tumorprogression und Uberlebenszeiten
Betroffene Patienten werden nach Abschluss der Priméartherapie einer engmaschigen
Nachsorge unterzogen, um das Auftreten von Rezidiven oder Fernmetastasen friih-

zeitig zu erkennen. Bei Tumorfreiheit spricht man von kompletter Remission. Eine
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Progression beschreibt jegliches Fortschreiten der Erkrankung, gemessen vom Zeit-
punkt nach OP bis zum Beginn der Progression oder dem Todeszeitpunkt des Patien-
ten (unabhdngig von der Todesursache). Unter Progression zdhlen Rezidive, Gro-
Benwachstum und Metastasen. Dabei ist das Fortschreiten an sich gemeint, das heifst

der Patient muss nach der OP nicht unbedingt tumorfrei gewesen sein.

In statistischen Auswertungen wird die Zeit des Nicht-Fortschreitens als progressi-
onsfreie Uberlebenszeit (progression free survival, PFS) in Monaten oder Wochen an-
gegeben.

Die Gesamtiiberlebenszeit (overall survival, OS) beschreibt den Zeitraum zwischen
Erstdiagnose bis zum Versterben des Patienten. In dieser Studie wurden alle Patien-
ten, die an den Folgen des ACCs starben, unter ,Tod“ kodiert.

Andere Todesursachen wurden als ,lost to follow-up“ eingestuft und der Patient
wurde in der Statistik zensiert. Im Folgenden sollen die eben erlauterten Begriffe in

Bezug auf diese Arbeit dargestellt werden.

Progression

In diesem Patientenkollektiv schritt die Tumorerkrankung in 54,9% (45/82) im wei-
teren Krankheitsverlauf fort. Bei 40,2% (33/82) der Patienten blieb der Zustand
stabil ohne Hinweis auf Tumorprogress oder Rezidiv (Tabelle 5). Die mediane Zeit
vom Zeitpunkt der Erstdiagnose bis zum Auftreten der ersten Progression betrug

26,5 Monate.

24 Patienten (24/46 = 52,2%) erlitten im Krankheitsverlauf Fernmetastasen, 22 Pati-
enten (22/46 = 47,8%) lokoregionare Metastasen. Pulmonale Tumorabsiedlungen
traten bei 12 Patienten (12/17 = 70,6%) auf, Metastasen im kndchernen Skelett bei 3
Patienten (3/17 = 17,6%) und zerebrale Metastasen bildeten sich bei 2 Patienten
(2/17=11,8%, Tabelle 5). Die mediane Zeit vom Zeitpunkt der Erstdiagnose bis zum

Auftreten von Fernmetastasen betrug 35,8 Monate.
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Tabelle 5: Eigenschaften, Therapie und deren Haufigkeiten der Patientenkohorte ei-
ner Studie an den Universitatskliniken Pittsburgh, Kéln und Ulm zur Untersuchung
des adenoidzystischen Karzinoms im Kopf-Hals-Bereich im Zeitraum 1984 bis 2014.
Die Gesamtzahl der Patienten betrdgt 84, die Anzahl der vollstandigen Datensatze va-
riiert zwischen 60 und 84. GSD = grofde Speicheldriisen, AND = andere als GSD, RO =
negative Resektionsrander, R+ = positive Resektionsrdander, OS = Gesamtiiberleben,

PFS = progressionsfreies Uberleben

Eigenschaft/Variable Haiufigkeiten (Prozente [%])
Ort des Primartumors GSD 38/84 (45,2)
AND 46/84 (54,8)
Perineurale Invasion Nein 18/60 (30,0)
Ja 42/60 (70,0)
Wachstumsmuster Tubular 31/84 (36,9)
Cribriform 20/84 (23,8)
Solide 17/84 (20,2)
Gemischt 16/84 (19,0)
Therapie Operation 15/81 (18,5)
Operation+ 66/81 (81,5)
Radiatio

Status der Resektions- RO 37/74 (50,0)
rander R+ 37/74 (50,0)
R1 36/74 (48,6)

R2 1/74 (1,4)
Progression Ja 45/82 (54,9)
Nein 33/82 (40,2)
Ort der Progression Lokoregionar 22/46 (47,8)
Fern 24/46 (52,2)
Ort der Fernmetastasen Pulmonal 12/17 (70,6)
Knéchern 3/17 (17,6)

Zerebral 2/17 (11,8)
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Progressionsfreies Uberleben (PFS)
Unter 76 Patienten dieser Kohorte betrug das mediane PFS 36,1 Monate, wobei die

Zeiten zwischen 0,25 Monaten und 323 Monaten variierten.

Gesamtiiberleben (0S)
Zur Analyse des Gesamtiiberlebens standen Daten von 82 Patienten zur Verfiigung.
Das mediane OS lag hier bei 82,3 Monaten. Die dokumentierten Uberlebenszeiten

rangierten zwischen 0,25 Monaten und 323 Monate.

41,5% (34/82) der Patienten, die von 1984 bis 2014 beobachtet wurden, verstarben
an den Folgen des ACCs. 58,5% (48/82) uberlebten den untersuchten Zeitraum oder
sie wurden der Rubrik ,Lost to follow-up“ zugeordnet, da eine aktuelle Verlaufskon-

trolle nicht méglich war.

Jahresiiberlebenswahrscheinlichkeiten
In dieser Studie betrugen die Jahresiiberlebenswahrscheinlichkeiten nach 5 Jahren

59,8% (49/82), nach 10 Jahren 31,8% (26/82) und nach 15 Jahren 20,7% (17/82).

3.1.7 Prognostische Marker

Prognostische Marker geben wichtige Hinweise fiir den Verlauf der Erkrankung, fiir
das PFS und das OS. Im Rahmen dieser Studie wurden klinische Daten untereinander
und mit Uberlebenszeiten korreliert. Die Ergebnisse sollen im Folgenden dargestellt

werden. Einen Uberblick geben Tabellen 6 und 7.

Korrelation klinischer Daten mit Uberlebenszeiten

Eine perineurale Invasion (Pn1) erwies sich als ein signifikant prognostischer Faktor
fir Uberlebenszeiten. Das mediane OS betrug bei Pn1-Patienten 130,8 Monate, wobei
Patienten mit Pn0O-Tumoren das mediane OS nicht erreichten (p = 0,025, n = 60, Ab-
bildung 3-A, Tabelle 6). Das mediane PFS betrug bei perineuraler Invasion 42 Monate,
bei fehlender perineuraler Invasion jedoch 267,3 Monate. Die Unterschiede wurden
mit einer Signifikanz von 0,039 (n = 56) statistisch belegt werden (Abbildung 3-B,
Tabelle 6).
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Abbildung 3: Analyse des Gesamtiiberlebens (A) und des progressionsfreien Uberle-
bens (B) bei perineuraler Invasion, Patienten einer Studie an den Universitatskliniken
Pittsburgh, K6ln und Ulm zur Untersuchung des adenoidzystischen Karzinoms im
Kopf-Hals-Bereich im Zeitraum von 1984 bis 2014. Die Gesamtzahl der Patienten be-
tragt 84; die Anzahl der vollstandigen Datensatze ergibt fiir (A) 60 und fiir (B) 56. Ei-
ne perineurale Invasion wirkte sich prognostisch ungiinstig auf das Gesamt- und pro-
gressionsfreie Uberleben aus. Pn0 = keine perineurale Invasion, Pnl = perineurale

Invasion, p = Signifikanz
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Positive Tumorresektionsrdnder (R+) nach chirurgischer Therapie beeinflussten das
Gesamtiiberleben signifikant (p = 0,028, n = 74), denn Patienten mit dem Nachweis
von Tumor in Resektionsrandern zeigten ein medianes OS von 105,3 Monaten, solche
mit negativen Resektionsrandern (RO) erreichten es nicht (Abbildung 4, Tabelle 6).
Patienten mit R+ wiesen einen Trend zu kiirzerem progressionsfreien Uberleben, die-
ser war jedoch statistisch nicht signifikant (p = 0,103, n = 68). Das mediane PFS fiir
RO lag bei 85,0 Monaten, das fiir R+ bei 39,5 Monaten (Tabelle 6).
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Abbildung 4: Analyse des Gesamtiiberlebens von Patienten mit einem adenoidzysti-
schen Karzinom (ACC) mit positiven oder negativen Resektionsrandern (R-Status)
nach chirurgischer Therapie. Patienten einer Studie an den Universititskliniken
Pittsburgh, Kéln und Ulm zur Untersuchung des ACCs im Kopf-Hals-Bereich im Zeit-
raum von 1984 bis 2014. Die Gesamtzahl der Patienten betrdgt 84; die Anzahl des
vollstindigen Datensatzes ergibt 74. Ein positiver Resektionsstatus nach chirurgi-
scher Entfernung des Tumors wirkte sich ungilinstig auf das Gesamtiiberleben aus.

R+ = positiver Resektionsrand (Tumor im Randbereich nachweisbar), RO = negativer

Resektonsrand (kein Tumor nachweisbar), p = Signifikanz
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Das Gesamtiiberleben von Patienten mit Primartumoren an verschiedenen Lokalisa-
tionen im Kopf-Hals-Bereich unterschied sich in Bezug auf den Ort des Primdrtumors
mit p = 0,047 signifikant (n = 82). So zeigten Patienten mit ,extraglanduldren” Tumo-
ren (d.h. Tumoren, welche nicht von den grof3en Speicheldriisen ausgingen) ein redu-
ziertes medianes OS von 122,5 Monaten, wohingegen Patienten mit Tumoren in gro-
Ren Speicheldriisen lingere Uberlebenszeiten aufwiesen; das mediane OS wurde da-
bei nicht erreicht (Abbildung 5, Tabelle 6). Es zeigte sich kein signifikanter Trend im
PFS (p = 0,301, n = 76), obwohl das mediane PFS beim Befall grofder Speicheldriisen
83,3 Monate betrug und bei ,extraglandularem” Befall 42,0 Monate (Tabelle 6).
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Abbildung 5: Analyse des Gesamtiiberlebens von Patienten mit unterschiedlichen
Lokalisationen des Primartumors eines adenoidzystischen Karzinoms (ACC). Patien-
ten einer Studie an den Universitatskliniken Pittsburgh, Kéln und Ulm zur Untersu-
chung des ACCs im Kopf-Hals-Bereich im Zeitraum von 1984 bis 2014. Primartumo-
ren in den grofden Speicheldriisen waren prognostisch gilinstiger als Tumoren ande-
rer Lokalisation. Die Gesamtzahl der Patienten betragt 84, die Anzahl des vollstandi-
gen Datensatzes ergibt 82. GSD = grofde Speicheldriisen, AND = andere als grofde Spei-

cheldriisen, p = Signifikanz
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Ein positiver pathologisch gesicherter Lymphknotenstatus (pN+) war mit kiirzerem
Uberleben (medianes OS nicht erreicht) assoziiert als ein negativer Lymphknotensta-
tus (pNO, medianes OS nicht erreicht, Abbildung 6, Tabelle 6) und erwies sich somit
als ein prognostisch ungtnstiger Faktor (p = 0,008, n = 34). Medianes PFS bei pNO be-
trug 86,8 Monate, bei pN+ 30,3 Monate (p = 0,287, n = 34, Tabelle 6).
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Abbildung 6: Analyse des Gesamtiiberlebens bzgl. des Lymphknotenstatus (pN-
Status) von Patienten mit einem adenoidzystischen Karzinom (ACC). Patienten einer
Studie an den Universitatskliniken Pittsburgh, Kéln und Ulm zur Untersuchung des
ACCs im Kopf-Hals-Bereich im Zeitraum von 1984 bis 2014. Eine Lymphknotenmeta-
stasierung zeigte eine prognostisch ungiinstige Tendenz fiir das Gesamtiiberleben.
Die Gesamtzahl der Patienten betragt 84; die Anzahl des vollstindigen Datensatzes
ergibt 34. pNO = pathologisch gesicherter negativer Lymphknotenstatus, pN+ = pa-

thologisch gesicherter positiver Lymphknotenstatus, p = Signifikanz
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Das histologische Wachstumsmuster erwies sich als ein weiterer signifikanter Faktor
(p = 0,012, n = 82), einhergehend mit einem geringeren medianen OS fiir ein solides
Wachstumsmuster. Zur Auswertung wurden die drei Typen solide, tubular und cri-
briform in die zwei Gruppen ,solide“ (16/82 = 19,5%) versus ,nicht solide” (66/82 =
80,5%) eingeteilt. Das mediane OS betrug bei Tumoren mit soliden Wachstumsmus-
tern 90,5 Monate im Gegensatz zu denen mit nicht solidem Muster 195,3 Monaten
(Abbildung 7, Tabelle 6). Das mediane PFS verhielt sich bei einem solidem Muster mit
35,8 Monaten versus 76,0 Monaten bei nicht solidem Muster nicht signifikant (p =

0,086, n = 76, Tabelle 6).

Histologisches
Wachstumsmuster

—Inicht solide

—Msolide

—— nicht solide-zensiert
solide-zensiert

Kum, (lberleben

0,2

0,0 T T T T
00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00

Gesamtiiberleben (Monate)

Abbildung 7: Analyse des Gesamtiiberlebens von Patienten mit einem histologisch in
,solide” und ,nicht solide“ eingeteilten adenoidzystischen Karzinoms (ACC); Patien-
ten einer Studie an den Universitatskliniken Pittsburgh, Kéln und Ulm zur Untersu-
chung des ACCs im Kopf-Hals-Bereich im Zeitraum von 1984 bis 2014. Die Gesamt-
zahl der Patienten betragt 84; die Anzahl des vollstandigen Datensatzes ergibt 82. Ein
solides Wachstumsmuster ist mit schlechterem Gesamtiiberleben assoziiert. P = Sig-

nifikanz
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Patienten mit einem ACC in T3- bzw. T4-Stadien wiesen mit 294,3 und 130,38 Monaten
signifikant (p = 0,044, n = 71) eine geringere mediane Uberlebenzeit auf als Patienten
mit Tumoren in niedrigeren Stadien (medianes OS nicht erreicht, Abbildung 8-A, Ta-
belle 6).

Das mediane PFS war fiir Patienten mit T2-Tumor mit 83,0 Monaten langer als fiir Pa-

tienten mit T4-Tumor mit 35,8 Monaten (p = 0,006, n = 67, Abbildung 8-B, Tabelle 6).
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Abbildung 8-A: Analyse des Gesamtiiberlebens von Patienten mit einem adenoidzys-
tischen Karzinom (ACC) unterschiedlicher Tumorstadien. Studie an den Universitats-
kliniken Pittsburgh, Kéln und Ulm zur Untersuchung des ACCs im Kopf-Hals-Bereich
im Zeitraum von 1984 bis 2014. Die Gesamtzahl der Patienten betrdgt 84, die Anzahl
des vollstandigen Datensatzes ergibt bei 71. Das Uberleben fiir Patienten mit Tumo-
ren im T4-Stadium ist signifikant kiirzer als in niedrigeren Stadien. pT = pathologisch

bestimmtes T-Stadium (= Gréfse und Ausdehnung des Tumors), p = Signifikanz
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Abbildung 8-B: Analyse des progressionsfreien Uberlebens von Patienten mit einem
adenoidzystischen Karzinom (ACC) unterschiedlicher Tumorstadien. Studie an den
Universitatskliniken Pittsburgh, Kéln und Ulm zur Untersuchung des ACCs im Kopf-
Hals-Bereich im Zeitraum von 1984 bis 2014. Die Gesamtzahl der Patienten betragt
84, die Anzahl des vollstindigen Datensatzes ergibt 67. Das Uberleben fiir Patienten
mit Tumoren im T4-Stadium ist signifikant kiirzer als in niedrigeren Stadien. pT = pa-
thologisch bestimmtes T-Stadium (= Gréf3e und Ausdehnung des Tumors), p = Signi-

fikanz

Auch das Vorliegen von Fernmetastasen bei Erstdiagnose war signifikant mit einem
niedrigeren medianen OS (p = 0,002, n = 68) und medianen PFS (p < 0,0001, n = 64)
assoziiert. Bei Patienten mit Fernmetastasen betrug das mediane OS 12,3 Monate und
das mediane PFS 8,8 Monate. Patienten, die bei Erstdiagnose keine Fernmetastasen
aufwiesen, erzielten mit 248,0 Monaten ein wesentlich langeres medianes OS und er-
litten erst spater (medianes PFS = 11,8 Monate) einen Tumorprogress (Abbildung 9,
Tabelle 6).
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Abbildung 9: Analyse des Gesamtiiberlebens bei Patienten mit einem adenoidzysti-
schen Karzinom (ACC) mit oder ohne Fernmetastasen bei Erstdianose. Studie an den
Universitatskliniken Pittsburgh, Kéln und Ulm zur Untersuchung des ACCs im Kopf-
Hals-Bereich im Zeitraum von 1984 bis 2014. Die Gesamtzahl der Patienten betragt
84, die Anzahl des vollstindigen Datensatzes ergibt 68. Patienten mit Fernmetastasen
bei Erstdiagnose zeigten ein signifikant verkiirztes Gesamtiiberleben. P = Signifikanz,

cM= klinisch bestimmter Status der Fernmetastasen, ED = Erstdiagnose

Patienten, die im Krankheitsverlauf an Fernmetastasen erkrankten, wiesen verglichen
mit Patienten, die an einer lokoregiondren Tumorprogression litten, mit 81,3 Monaten
versus 195,3 Monaten ein signifikant kiirzeres OS auf (p = 0,003, n = 46; Abbildung
10, Tabelle 6). Das mediane PFS ergab beim Vorliegen von Fernmetastasen versus lo-
koregiondren Progressionen mit 21,0 versus 27,0 Monaten keinen signifikanten Un-

terschied zwischen den beiden Gruppen (p = 0,242, n = 45, Tabelle 6).
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Abbildung 10: Analyse des Gesamtiiberlebens von Patienten mit einem lokoregionar
rezidivierten oder fern metastasierten adenoidzystischen Karzinom (ACC). Studie an
den Universitatskliniken Pittsburgh, Kéln und Ulm zur Untersuchung des ACCs im
Kopf-Hals-Bereich im Zeitraum von 1984 bis 2014. Die Gesamtzahl der Patienten be-
tragt 84, die Anzahl des vollstandigen Datensatzes ergibt 46. Patienten, die im Krank-
heitsverlauf an Fernmetastasen litten, lebten kiirzer als solche mit lokoregionarer

Tumorprogression. P = Signifikanz

Dartiber hinaus stellten sich die Lokalisationen der Fernmetastasen als prognostisch
relevant fiir das Gesamtiiberleben heraus (p = 0,020, n = 17). Das mediane OS betrug
bei pulmonalen Metastasen 100,0 Monate, bei knéchernen Metastasen 29,3 Monate
und bei zerebralen Metastasen 21,8 Monate (Abbildung 11-A, Tabelle 6). Das mediane
PFS zeigte ebenso signifikant nachweisbare Unterschiede auf (p = 0,003, n = 17). So
betrug es bei pulmonalen Raumforderungen 35,8 Monate, bei zerebralen Raumforde-
rungen 18,5 Monate und bei kndchernen Metastasen nunmehr 16,8 Monate (Abbil-

dung 11-B, Tabelle 6).
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Abbildung 11: Analyse der Gesamt (A)- und progressionsfreien Uberlebenszeit (B)
von Patienten mit pulmonal, knochern und zerebral fermetastasierten adenoidzysti-
schen Karzinomen (ACC). Studie an den Universitidtskliniken Pittsburgh, Kéln und
Ulm zur Untersuchung des ACCs im Kopf-Hals-Bereich im Zeitraum von 1984 bis
2014. Die Gesamtzahl der Patienten betragt 84, die Anzahl des vollstindigen Daten-
satzes ergibt 17. Patienten mit pulmonalen Fernmetastasen hatten ein etwas langeres

progressionsfreies Uberleben als zerebral oder knéchern metastasierte Karzinome.

P = Signifikanz
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Weiterhin wurde das Alter beziiglich prognostischer Wertigkeit untersucht. Dazu
wurden die Probanden in zwei Gruppen, einmal <50 Jahre und einmal >50 Jahre, auf-
geteilt. Hier konnten jedoch statistisch keine Unterschiede im OS (p = 0,485, n = 82)
und PFS (p = 0,192, n = 76) nachgewiesen werden. Ein gewisser Trend bestand den-
noch, denn in der Altersgruppe <50 Jahre betrugen das mediane OS 248,0 Monate
und das mediane PFS 85,0 Monate, wohingegen die Uberlebenszeiten in der Alters-
gruppe >50 Jahre dementsprechend mit 130,8 Monaten und 36,5 Monaten niedriger

waren (Tabelle 6).

Das Geschlecht korrelierte nicht signifikant mit dem OS (p = 0,448, n = 82) und dem
PFS (p = 0,592, n = 76). Das mediane OS betrug bei Mannern 190,5 Monate und bei
Frauen 182,8 Monate, das mediane PFS bei Miannern 66,3 Monate und bei Frauen

68,3 Monate (Tabelle 6).
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Tabelle 6: Analyse der medianen Gesamt- (0S) und progressionsfreien Uberlebens-
zeiten (PFS) bezogen auf die klinischen Daten von Patienten einer Studie an den Uni-
versitatskliniken Pittsburgh, K6éln und Ulm zur Untersuchung des ACCs im Kopf-Hals-
Bereich im Zeitraum von 1984 bis 2014. Die Gesamtzahl der Patienten betragt 84.

* = Auf dem Signifikanzniveau von 0,05 signifikant (zweiseitig), - = Werte wurden
nicht erreicht, p = Signifikanz, T1-T4 = Grofde und Ausdehnung des Tumors, pNO =
pathologisch gesichert keine Lymphknotenmetastasen, pN+ = pathologisch gesicherte
Lymhknotenmetastasen, cM0 = keine Fernmetastasen bei Erstdiagnose eines ACCs
(klinisch bestimmt), cM1 = klinisch bestimmte Fernmetastasen bei Erstdiagnose ei-
nes ACCs, Pn0 = keine perineurale Invasion, Pn1 = perineurale Invasion, RO = negati-
ve Resektionsrander, R+ = positive Resektionsrander, GSD = grofde Speicheldriisen,

AND = andere als GSD

Variable Medianes OS p (0S) Medianes PFS p (PFS)
[Monate] [Monate]
Geschlecht:
Mannlich 190,5 0,448 66,3 0,592
Weiblich 182,8 68,3
Alter:
<50 248,0 0,485 85,0 0,192
>50 130,8 36,5
T1 - -
T2 - 0,044* 83,0 0,006*
T3 294,3 -
T4 130,8 35,8
pNO - 0,008* 86,8 0,287
pN+ - 30,3
cMO 248,0 0,002* 11,8 <0,0001*
cM1 12,3 8,8
Progression:
Fernmetastasen 81,3 0,003* 21,0 0,242
Lokoregionar 195,3 27,0
Fernmetastasen:
Pulmonal 100,0 0,020* 35,8 0,003*
Zerebral 21,8 18,5
Kno6chern 29,3 16,8

Fortsetzung der Tabelle 6 auf Seite 52.
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Fortsetzung der Tabelle 6 von Seite 51.

Variable Medianes OS p (0S) Medianes PFS p (PFS)
[Monate] [Monate]
Ort des Primartumors:
GSD - 0,047* 83,3 0,301
AND 122,5 42,0
oP - 0,023* 83,0 0,259
OP+Radiato 109,0 52,8
RO - 0,028* 85,0 0,103
R+ 105,3 39,5
Pn0 130,8 0,025%* 267,3 0,039*
Pn1l - 42,0
Wachstumsmuster:
Solide 90,5 0,012* 35,8 0,086
Nicht solide 195,3 76,0

Kreuztabellen klinischer Daten

Neben der Festlegung der prognostischen Faktoren hinsichtlich Uberlebenszeiten

wurde zusatzlich deren Zusammenhang untersucht (Tabelle 7).

Bei Betrachtung der perineuralen Invasion stellte sich heraus, dass Patienten mit
Pn1-Tumoren signifikant (p<0,0001) haufiger, namlich in 92,6% (25/27), positive

Resektionsrander aufwiesen als Patienten mit PnO-Tumoren (2/27 = 7,4%; Tabelle 7-

1).

Tumoren in groflen Speicheldriisen konnten mit 59,5% (22/37) signifikant (p =
0,036) haufiger RO reseziert werden als Tumoren in anderen als grofden Speicheldrii-

sen (15/37 = 40,5%; Tabelle 7-1). Letztere wuchsen aufderdem mit 54,8% (23/42)

signifikant (p = 0,020) 6fter perineural als Tumoren in grofden Speicheldriisen

(19/42 = 45,2%; Tabelle 7-2).
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Mannliche Patienten neigten eher zu lokoregiondaren Metastasen (14/22 = 63,6%) als
weibliche Patientinnen (8/22 = 36,4%), wobei sich dieser Zusammenhang nicht signi-

fikant verhielt (p = 0,351; Tabelle 7-3).

Betrachtet man allerdings das Alter < 50 Jahre versus > 50 Jahre, so fallt auf, dass Pa-
tienten jiingeren Alters signifikant (p = 0,046) seltener sowohl lokoregionare Rezidi-
ve (4/22 = 18,2%) als auch Fernmetastasen (11/24 = 45,8%) ausbildeten als altere
Patienten, die in 81,8% (18/22) an lokoregionarer Progression und in 54,2% (13/24)

an Fernmetastasen litten (Tabelle 7-3).

Ferner wurde untersucht, ob es einen Zusammenhang zwischen Ursprungsort des
ACCs und Lokalisation der Progression gab (Tabelle 7-3). Hier konnte kein signifikan-
ter Unterschied zwischen Tumoren in grofden Speicheldriisen und Tumoren anderer
Driisen festgestellt werden (p = 0,595). Patienten, die an ACC in grof3en Speicheldrii-
sen erkrankten, erlitten sowohl weniger lokoregionare (9/22 = 40,9%) als auch we-
niger Fernmetastasen (8/24 = 33,3) als Patienten, welche ACC in anderen Driisen
aufwiesen (13/22 =59,1% bzw. 16/24 = 66,7%).

Bei Unterteilung der Ursprungsorte fallt auf, dass sich lokoregionédre Progressionen
am haufigsten in der Glandula parotis (8/22 = 36,4%) bildeten. Der zweithdufigste
Ort waren die NNH (6/22 = 27,3%), welche auflerdem mit dem Auftreten von Fern-
metastasen assoziiert schienen (6/24 = 25,0%). Diese Zusammenhange verhielten

sich jedoch nicht signifikant (p = 0,347).

Ein signfikanter Zusammenhang zwischen den T-Stadien und einer Progression be-
stand in dieser Studie nicht (p = 0,448). Allerdings konnte eine Tendenz zu mehr Me-
tastasierung in einem hoheren Tumorstadium erkannt werden. So erkrankten Patien-
ten mit fortgeschrittenen Tumoren im T4-Stadium o6fter an lokoregiondren Metasta-
sen (14/20 = 70,0,%) und an Fernmetastasen (9/18 = 50,0%) als Patienten mit Tu-

moren niedrigerer Stadien (Tabelle 7-3).

Patienten mit R+-Status erhielten signifikant (p = 0,042) haufiger eine adjuvante Be-

strahlung (32/57 = 56,1%) als Patienten mit RO-Status (25/57 = 43,9%), welche hin-
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gegen haufiger (11/15 = 73,3%) nur mit einer Operation behandelt wurden als R+-
Patienten (4/15 = 26,7%). Es konnten keine signifikanten Zusammenhange zwischen
T- und N-Stadien erhoben werden (p = 0,244 bzw. 0,142), obwohl die meisten Patien-
ten mit einem pT4-Primarius zusdtzlich zur Operation adjuvant bestrahlt wurden
(27/55 = 49,1%). Dafiir wurden signifikant (p = 0,017) mehr Patienten mit peri-
neuraler Invasion nach Abschluss der operativen Therapie bestrahlt (37/48 = 77,1%)

als Patienten ohne perineurale Invasion (11/48 = 22,9%, Tabelle 7-4).

Tabelle 7: Kreuztabellen 1-4 mit Haufigkeiten und p-Werten von klinischen Daten
und Tumoreigenschaften von Patienten mit einem adenoidzystischen Karzinom
(ACC). Studie an den Universitatskliniken Pittsburgh, Kéln und Ulm zur Untersuchung
des ACCs im Kopf-Hals-Bereich im Zeitraum von 1984 bis 2014. Die Gesamtzahl der
Patienten betrdgt 84, die Anzahl der vollstindigen Datensitze variiert zwischen 33
und 74. * = Auf dem Signifikanzniveau von 0,05 signifikant (zweiseitig), Pn0 = keine
perineurale Invasion, Pn1 = perineurale Invasion; RO = negative Resektionsrdander, R+
= positive Resektionsrander; pNO = pathologisch gesicherter negativer Lymphkno-
tenstatus, pN+ = pathologisch gesicherter positiver Lymphknotenstatus; GSD = grofie
Speicheldriisen, AND = andere als grofde Speicheldrisen, GSM = Glandula sub-

mandibularis, NNH = Nasennebenhohlen; LR = lokoregionar, FM = Fernmetastasen; p

= Signifikanz
1)
RO R+ Zeilensumme p
Pno 16 (53,3%) 2 (7,4%) 18
Pn1 14 (46,7%) 25 (92,6%) 39 <0,0001*
Spaltensumme 30 (100%) 27 (100%) 57
Primartumor:
GSD 22 (59,5%) 13 (35,1%) 35
AND 15 (40,5%) 24 (64,9%) 39 0,036*
Spaltensumme 37 (100%) 37 (100%) 74

Fortsetzung der Tabelle 7 auf Seite 55.
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Fortsetzung der Tabelle 7 von Seite 54.

2)
Pn0 Pn1l Zeilensumme p
Primértumor:
GSD 14 (77,8%) 19 (45,2%) 33
AND 4(22,2%) 23 (54,8%) 27 0,020*
Spaltensumme 18 (100%) 42 (100%) 60
3)
LR-Metastasen FM Zeilensumme P
Minner 14 (63,6%) 12 (50,0%) 26
Frauen 8 (36,4%) 12 (50,0%) 20 0,351
Spaltensumme 22 (100%) 24 (100%) 46
Alter <50 4 (18,2%) 11 (45,8%) 15
Alter > 50 18 (81,8%) 13 (54,2%) 31 0,046*
Spaltensumme 22 (100%) 24 (100%) 46
Primértumor:
GSD 9 (40,9%) 8 (33,3%) 17
AND 13 (59,1%) 16 (66,7%) 29 0,595
Spaltensumme 22 (100%) 24 (100%) 46
Primartumor:
Parotis 8 (36,4%) 5 (20,8%) 13
GSM 1 (4,5%) 3 (12,5%) 3
NNH 6 (27,3%) 6 (25,0%) 12
Mundboden 0 (0,0%) 3 (12,5%) 3 0,347
Gaumen 1 (4,5%) 3 (12,5%) 4
Zunge 1 (4,5%) 0 (0,0%) 1
Andere 5(22,7%) 4 (16,7%) 9
Spaltensumme 22 (100%) 24 (100%) 46
T1 2 (1,0%) 1(5,6%) 3
T2 3 (1,5%) 6 (33,3%) 9
T3 1 (1,0%) 2 (11,1%) 3 0,448
T4 14 (70,0%) 9 (50,0%) 23
Spaltensumme 20 (100%) 18 (100%) 38

Fortsetzung der Tabelle 7 auf Seite 56.
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Fortsetzung der Tabelle 7 von Seite 54/55.

4)
oP OP + Radiatio Zeilensumme p

RO 11 (56,1%) 25 (43,9%) 36

R+ 4 (26,7%) 32 (56,1%) 36 0,042*
Spaltensumme 15 (100%) 57 (100%) 72

T1 5(35,7%) 9 (16,4%) 14

T2 3(21,4%) 12 (21,8%) 15

T3 3(21,4%) 7 (12,7%) 10 0,203

T4 3(21,4%) 27 (49,1%) 30
Spaltensumme 14 (100%) 55 (100%) 69

pNO 9 (90,0%) 15 (65,2%) 24

pN+ 1(10,0%) 8 (34,8%) 9 0,142
Spaltensumme 10 (100%) 23 (100%) 33

Pno0 7 (58,3%) 11 (22,9%) 18

Pn1l 5 (41,7%) 37 (77,1%) 42 0,017*
Spaltensumme 12 (100%) 48 (100%) 60
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3.2 Immunhistochemische Ergebnisse

3.2.1 Deskriptive Statistik

Nach immunhistochemischer Farbung der Paraffin-fixierten Gewebeschnitte wurden
diese mikroskopisch beurteilt und fotographisch festgehalten. Die Farbungen wurden
in negativ und positiv klassifiziert und letzteres in schwach positiv, moderat positiv
und stark positiv unterteilt (vgl. Tabelle 3, Abschnitt 2.4.5 Auswertung der immunbhis-
tochemischen Ergebnisse). Da die Ergebnisse nach Farbung aller Patientenproben fiir
die Antikorper gegen MAGE-A1, MAGE-C1 und MAGE-C2 nicht zu verwerten waren,
d.h. keine verldssliche Etablierung mit Positiv- und Negativ-Kontrolle méglich war,
werden im Folgenden die Ergebnisse der Antikorper gegen pan-MAGE und NY-ESO-1

dargestellt, bei welchen eine sehr gute und reproduzierbare Etablierung erfolgte.

Die Farbung mit dem Antikérper gegen NY-ESO-1 war in 57,1% (48/84) der 84 Fille
positiv. Darunter farbten sich 60,4% (29/48) schwach positiv, 25,0% (12/48) mode-
rat positiv und 14,6% (7/48) stark positiv an. 42,9% (36/84) der angefarbten Schnit-

te ergaben ein negatives Ergebnis.

In der mikroskopischen Untersuchung lief3en sich nukledre und zytoplasmatische
Farbungen unterscheiden. Im Zytoplasma exprimierten sich die NY-ESO-1-Antigene
in 14,3% aller Falle (12/84), wo sich der Grofsteil schwach positiv (9/12 = 75%) und
die Minderheit (3/12 = 25,0%) moderat positiv anfarbte.

In 54,8% aller Fille (46/84) zeigten die Tumorzellen eine nukledare Expression, wo-
runter sie sich in 60,9% (28/46) schwach positiv, in 23,9% (11/46) moderat positiv
und in 15,2% (7/46) stark positiv anfarbten.

Betrachtete man die NY-ESO-1-positiven Gewebeproben und untersuchte sie hin-
sichtlich zytoplasmatischer und/oder nukledrer Expression, fiel auf, dass sich in
79,2% (38/48) entweder eine zytoplasmatische oder eine nukledre Expression und in
20,8% (10/48) eine zytoplasmatische und gleichzeitig eine nukleare Expression zeig-

te (Tabelle 8, Abbildung 12).
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Tabelle 8: Haufigkeiten und prozentuale Anteile der Tumorzellfarbung mit dem NY-
ESO-1-Antikérper des Patientenkollektivs einer Studie an den Universitatskliniken
Pittsburgh, Kéln und Ulm zur Untersuchung des adenoidzystischen Karzinoms im
Kopf-Hals-Bereich im Zeitraum von 1984 bis 2014. Die Gesamtzahl der Patienten be-
tragt 84. Die NY-ESO-1-Antigen-Expressionen sind in schwach, moderat und stark po-

sitiv und in zytoplasmatisch und/oder nuklear unterteilt.

NY-ESO-1-Expression Haufigkeiten Prozent [%)]
Positiv 48/84 57,1
Schwach positiv 29/48 60,4
Moderat positiv 12/48 25,0
Stark positiv 7/48 14,6
Negativ 36/84 429
Zytoplasmatische Expression 12/84 14,3
Schwach positiv 9/12 75,0
Moderat positiv 3/12 25,0
Nukleire Expression 46/84 54,8
Schwach positiv 28/46 60,9
Moderat positiv 11/46 23,9
Stark positiv 7/46 15,2
Zytoplasmatisch ODER nukledr 38/48 79,2
Zytoplasmatisch UND nuklear 10/48 20,8
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Abbildung 12: Immunhistochemische Ergebnisse nach Anfarbung des Gewebes mit
adenoidzystischem Karzinom (ACC) mit dem Antikérper gegen NY-ESO-1-Antigen.
Studie an den Universitatskliniken Pittsburgh, K6ln und Ulm zur Untersuchung des
ACCs im Kopf-Hals-Bereich im Zeitraum von 1984 bis 2014. 20-fache- und 40-fache-
Vergrofierungen unter dem Lichtmikroskop. (a) Negativkontrolle (Parotisgewebe),
(b) Positivkontrolle (humanes Hodengewebe), (c) Negative Tumorzellfairbung, (d)
Schwache Farbung, tubulires Wachstumsmuster, (e) Moderate Farbung, solides
Wachstumsmuster, (f) Starke Tumorzellfarbung, solides Wachstumsmuster [129].

Mit freundlicher Genehmigung von Head & Neck, John Wiley and Sons.
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Analog der Auswertungen zum NY-ESO-1-Antikérper wurden diese am pan-MAGE-
Antikérper durchgefiihrt. Pan-MAGE zeigte in 33,3% (28/84) eine positive Farbung
und in 66,7% (56/84) keine Farbung.

Unter den Positiven farbten sich 42,9% (12/28) schwach positiv, 39,3% (11/28) mo-
derat positiv und 17,9% (5/28) stark positiv an.

Die pan-MAGE-Antigene wurden in 26,2% aller Falle (22/84) im Zytoplasma expri-
miert. Die Zytoplasma-Farbung war in 68,1% (15/22) schwach positiv, in 18,2%
(4/22) moderat positiv und in 13,6% (3/22) stark positiv.

Eine Kernfarbung zeigte sich in 28,6% aller Patientenproben (24/84) und konnte zu
50,0% (12/24) in schwach positiv, zu 37,5% (9/24) in moderat positiv und zu 12,5%

(3/24) in stark positiv unterteilt werden.
35,7% der pan-MAGE-positiven Falle (10/28) wurden entweder zytoplasmatisch o-

der nuklear angefarbt. 64,3% (18/28) wiesen gleichzeitig eine zytoplasmatische und
eine nukledre Expression auf (Tabelle 9, Abbildung 13).

60



Tabelle 9: Haufigkeiten und prozentuale Anteile der Tumorzellfirbung mit dem pan-
MAGE (Melanoma-associated antigen) Antikorper des Patientenkollektivs einer Stu-
die an den Universitatskliniken Pittsburgh, Kéln und Ulm zur Untersuchung des a-
denoidzystischen Karzinoms im Kopf-Hals-Bereich im Zeitraum von 1984 bis 2014.
Die Gesamtzahl der Patienten betragt 84. Die NY-ESO-1-Antigen-Expressionen sind in

schwach, moderat und stark positiv und in zytoplasmatisch und/oder nuklear unter-

teilt.
Pan-MAGE-Expression Haufigkeiten Prozent [%]
Positiv 28/84 33,3
Schwach positiv 12/28 429
Moderat positiv 11/28 39,3
Stark positiv 5/28 17,9
Negativ 56/84 66,7
Zytoplasmatische Expression 22/84 26,2
Schwach positiv 15/22 68,2
Moderat positiv 4/22 18,2
Stark positiv 3/22 13,6
Nukleire Expression 24/84 28,6
Schwach positiv 12/24 50,0
Moderat positiv 9/24 37,5
Stark positiv 3/24 12,5
Zytoplasmatisch ODER nukledr | 10/28 35,7
Zytoplasmatisch UND nuklear 18/28 64,3
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Abbildung 13: Immunhistochemische Ergebnisse nach Anfarbung des Gewebes mit
adenoidzystischem Karzinom (ACC) mit dem Antikérper gegen pan-MAGE-Antigen.
Studie an den Universitatskliniken Pittsburgh, K6ln und Ulm zur Untersuchung des
ACCs im Kopf-Hals-Bereich im Zeitraum von 1984 bis 2014. 20-fache- und 40-fache-
Vergrofierungen unter dem Lichtmikroskop. (a) Negativkontrolle (humanes Parotis-
gewebe), (b) Positivkontrolle (humanes Hodengewebe), (c) Negative Tumorzellfar-
bung, (d) Schwache Farbung, cribriformes Wachstumsmuster, (e) Moderate Farbung,
solides Wachstumsmuster, (f) Starke Tumorzellfirbung [129].

Mit freundlicher Genehmigung von Head & Neck, John Wiley and Sons.
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Des Weiteren wurde die simultane Expression von NY-ESO-1- und pan-MAGE-
Antigenen untersucht. Bei dieser Analyse exprimierten 23,8% aller Falle (20/84) bei-
de Antigene gleichzeitig, 42,9% (36/84) der Patientenproben zeigten entweder eine
NY-ESO-1- oder eine pan-MAGE-Expression und 33,3% (28/84) wiesen keine Anti-

genexpression auf (Tabelle 10).

Tabelle 10: Haufigkeiten und prozentuale Anteile einer NY-ESO-1- und/oder pan-
MAGE-Expression von Patienten einer Studie an den Universitatskliniken Pittsburgh,
Ulm und Koéln zur Untersuchung des adenoidzystischen Karzinoms im Kopf-Hals-

Bereich im Zeitraum von 1984 bis 2014. Die Gesamtzahl der Patienten betragt 84.

Expression Haufigkeiten Prozent [%)]
Negativ 28/84 333
NY-ESO-1 ODER pan-MAGE 36/84 42,9
NY-ESO-1 UND pan-MAGE 20/84 23,8

3.2.2 Prognostische Auswirkung der CT-Antigen-Expression

Korrelation klinischer Daten mit der Antigenexpression

Nach Auswertung der immunhistochemischen Farbungen wurden die Ergebnisse
(negative oder positive Antigenexpression) im Zusammenhang mit prognostisch
wichtigen Merkmalen wie dem Ursprungsort des ACCs, dem Lymphknotenstatus
(pN+/pNO0), dem Status der Resektionsrander (R+/R0), der perineuralen Invasion
(Pn1), dem Ort der ersten Progression (lokoregionadr oder fern) und dem Wachs-
tumsmuster (tubular, solide, cribriform oder gemischt) untersucht (Tabellen 11-1

und 11-2).

Eine NY-ESO-1-Expression konnte mit 64,6% (31/48) signifikant (p = 0,037) haufiger
in ,extraglanduldren“ Tumoren (andere als grofie Speicheldriisen) als in Tumoren
grofder Speicheldriisen (17/48 = 35,4%) ermittelt werden (Tabelle 11-1).

Des Weiteren trat eine NY-ESO-1-Farbung haufiger in histologisch tubuldarem ACC-Ge-

webe (20/48 = 41,7%) auf als in cribriformem, solidem oder gemischtem Gewebe
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(p = 0,007). Solide Wachstumsmuster wiesen indes haufiger (11/17 = 64,7%) eine
NY-ESO-1-Expression auf als eine negative Anfarbung (6/17 = 35,3%, Tabelle 11-1).
Positive Anfarbungen mit dem NY-ESO-1-Antikorper korrelierten hingegen nicht sig-
nifikant mit einer perineuralen Invasion (p = 0,464), dem Status der Resektionsran-
der (p = 0,483), dem Lymphknotenstatus (p = 0,307) und dem Ort der Progression

(p = 0,595). Dementsprechend bestehen keine Unterschiede in der Antigenexpression

dieser klinischen Merkmale (Tabelle 11-1)

Eine pan-MAGE-Expression hingegen hangt signifikant (p = 0,045) mit dem
Halslymphknotenstatus zusammen, denn bei pan-MAGE-Negativitait wurden mehr
Patienten ohne Lymphknotenmetastasierung (20/24 = 83,3%) gezahlt als Patienten
mit positivem Lymphknotenstatus (4/24 = 16,7%). Andersherum wiesen auch Pati-
enten ohne Lymphknotenmetastasierung haufiger (20/25 = 0,80%) keine pan-MAGE-
Expression auf als Patienten mit lymphknotenmetastasiertem ACC (Tabelle 11-2).

Eine perineurale Invasion (p = 0,859), der Ort des Primartumors (p = 0,215), der Sta-
tus der Resektionsrander (p = 0,144), der Ort der Progression (p = 0,936) und das
histologische Wachstumsmuster (p = 0,217) korrelierten nicht signifikant mit einer

pan-MAGE-Expression (Tabelle 11-2).
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Tabelle 11-1: Korrelation der NY-ESO-1-Expression mit den klinischen Daten von
Patienten mit einem adenoidzystischen Karzinom (ACC). Studie an den Universitats-
kliniken Pittsburgh, Kéln und Ulm zur Untersuchung des ACCs im Kopf-Hals-Bereich
im Zeitraum von 1984 bis 2014. Die Gesamtzahl der Patienten betragt 84, die Anzahl
der vollstandigen Datensatze variiert zwischen 34 und 84. Pn0 = keine perineurale
Invasion, Pnl = perineurale Invasion, PT = Primdrtumor, GSD = grofde Speicheldrii-
sen, AND = andere als GSD, RO = negative Resektionsrander, R+ = positive Resekti-
onsrander, pNO = pathologisch gesichert keine Lymphknotenmetastasen, pN+ = pa-
thologisch gesichert Lymphknotenmetastasen, LR = lokoregional, WM = Wachstums-
muster (histologisch), p = Signifikanz, * = Auf dem Signifikanzniveau von 0,05 signifi-

kant (zweiseitig).

Klinische Daten | NY-ESO-1- NY-ESO-1- Zeilensumme p
positiv negativ

Pno 10 (34,5%) 8 (25,8%) 18

Pn1 19 (65,5%) 23 (74,2%) 42 0,464

Spaltensumme 29 (100%) 31 (100%) 60

Ort des PT:

GSD 17 (35,4%) 21 (58,3%) 38 0,037*

AND 31 (64,6%) 15 (41,7%) 46

Spaltensumme 48 (100%) 36 (100%) 84

RO 19 (46,3%) 18 (54,5%) 37

R+ 22 (53,7%) 15 (45,5%) 37 0,483

Spaltensumme 41 (100%) 33 (100%) 74

pNO 9 (64,3%) 16 (80,0%) 25

pN+ 5 (35,7%) 4 (20,0%) 9 0,307

Spaltensumme 14 (100%) 20 (100%) 34

Progression:

LR 13 (44,8%) 9 (52,9%) 22

Fern 16 (55,2%) 8 (47,1%) 24 0,595

Spaltensumme 29 (100%) 17 (100%) 46

WM:

Cribriform 14 (29,2%) 6 (16,7%) 20 0,007*

Tubuldr 20 (41,7%) 11 (30,6%) 31

Solide 11 (22,9%) 6 (16,7%) 17

Gemischt 3 (6,25%) 13 (36,1%) 16

Spaltensumme 48 (100%) 36 (100%) 84
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Tabelle 11-2: Korrelation der pan-MAGE (Melanoma-associated antigen)-Expression
mit den Kklinischen Daten von Patienten mit einem adenoidzystischen Karzinom
(ACC). Studie an den Universitatskliniken Pittsburgh, K6In und Ulm zur Untersuchung
des ACCs im Kopf-Hals-Bereich im Zeitraum von 1984 bis 2014. Die Gesamtzahl der
Patienten betragt 84, die Anzahl der vollstindigen Datensitze variiert zwischen 34
und 84. Pn0 = keine perineurale Invasion, Pn1 = perineurale Invasion, PT = Primar-
tumor, GSD = grofde Speicheldriisen, AND = andere als GSD, RO = negative Resektions-
rander, R+ = positive Resektionsrander, pNO = pathologisch gesichert keine Lymph-
knotenmetastasen, pN+ = pathologisch gesicherte Lymphknotenmetastasen, LR = lo-
koregional, WM = Wachstumsmuster (histologisch), p = Signifikanz, * = Auf dem Sig-

nifikanzniveau von 0,05 signifikant (zweiseitig).

Klinische Daten | Pan-MAGE- Pan-MAGE- Zeilensumme p (Pan-MAGE)
positiv negativ

Pno 6 (28,6%) 12 (30,8%) 18

Pn1 15 (71,4%) 27 (69,2%) 42 0,859

Spaltensumme 21 (100%) 39 (100%) 60

Ort des PT:

GSD 10 (35,7%) 28 (50,0%) 38 0,215

AND 18 (64,3%) 28 (50,0%) 46

Spaltensumme 28 (100%) 56 (100%) 84

RO 10 (38,5%) 27 (56,3%) 37

R+ 16 (61,5%) 21 (43,8%) 37 0,144

Spaltensumme 26 (100%) 48 (100%) 74

pNO 5(50,0%) 20 (83,3%) 25

pN+ 5(50,0%) 4 (16,7%) 9 0,045*

Spaltensumme 10 (100%) 24 (100%) 34

Progression:

LR 8 (47,1%) 14 (48,3%) 22 0,936

Fern 9 (52,9%) 15 (51,7%) 24

Spaltensumme 17 (100%) 29 (100%) 46

WM:

Cribriform 9 (32,1%) 11 (19,6%) 20 0,217

Tubuldr 11 (39,3%) 20 (35,7%) 31

Solide 6 (21,4%) 11 (19,6%) 17

Gemischt 2(7,1%) 14 (25,0%) 16

Spaltensumme 28 (100%) 56 (100%) 84
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Korrelation der Antigenexpression mit Uberlebensdaten
Ferner wurden die Expressionen der MAGE-Antigene mit dem Gesamtiiberleben und

dem progressionsfreien Uberleben korreliert.

Die NY-ESO-1-Expression Korrelierte statistisch nicht signifikant mit dem Gesamttiber-
leben (p = 0,223), allerdings konnte ein Trend erkannt werden. Wahrend das media-
ne OS von NY-ESO-1-negativen Patienten 282,0 Monate betrug, lag es bei NY-ESO-1-
positiven Patienten bei einem niedrigeren medianen OS von 130,8 Monaten (Tabelle

12, Abbildung 14-A).

Das mediane PFS fiir NY-ESO-1-negative Patienten betrug 83,3 Monate, wohingegen
das mediane PFS fiir NY-ESO-1-positive Patienten mit 66,3 Monaten etwas kiirzer
war. Hier lasst sich demnach ebenfalls eine Tendenz zu niedrigerem progressions-
freien Uberleben fiir NY-ESO-1-positive Patienten erkennen, der jedoch statistisch
nicht signifikant ist (p = 0,507). Somit konnten die Unterschiede im PFS und OS auch
rein zufallig entstanden sein (Tabelle 12, Abbildung 14-B).

Tabelle 12: Analyse der Expression von NY-ESO-1-Antigen beziiglich des Gesamt-
liberlebens (0S) und des progressionsfreien Uberlebens (PFS) von Patienten mit ei-
nem adenoidzystischen Karzinom (ACC). Studie an den Universitatskliniken Pitts-
burgh, Kéln und Ulm zur Untersuchung des ACCs im Kopf-Hals-Bereich im Zeitraum
von 1984 bis 2014. Die Gesamtzahl der Patienten betragt 84. P = Signifikanz, OS =

overall survival, PFS = progression free survival

Medianes OS [Monate] | P (0OS) | Medianes PFS [Monate] P(PFS)
NY-ESO-1 negativ 282,0 0,223 83,3 0,507
NY-ESO-1 positiv 130,8 66,3
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Abbildung 14: Analyse der Gesamtiiberlebenszeit (A) und der progressionsfreien
Uberlebenszeit (B) bei NY-ESO-1-positiven und -negativen Patienten mit einem ade-
noidzystischen Karzinom (ACC). Eine NY-ESO-1 Exression ist mit schlechterem Uber-
leben assoziiert (nicht signifikant). Studie an den Universitatskliniken Pittsburgh,
K6ln und Ulm zur Untersuchung des ACCs im Kopf-Hals-Bereich im Zeitraum von

1984 bis 2014. Die Gesamtzahl der Patienten betragt 84. P = Signifikanz
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Die Betrachtung der Uberlebenszeiten nach Behandlung des Tumorgewebes mit dem
pan-MAGE-Antikérper ergab, dass das mediane OS bei positiver pan-MAGE-
Expression 105,3 Monate und bei pan-MAGE-negativen Patienten 190,5 Monaten be-
trug. Dennoch kann der Trend zu geringerem Uberleben bei pan-MAGE-Expression

statistisch nicht belegt werden (p = 0,096, Tabelle 13, Abbildung 15-A).

Bei pan-MAGE-negativen Patienten war das mediane PFS mit 76,0 Monate etwas lan-
ger als mit 52,8 Monaten bei pan-MAGE-positiven Patienten. Dieser Unterschied war

jedoch statistisch nicht signifikant (p = 0,572, Tabelle 13, Abbildung 15-B).

Tabelle 13: Analyse der Expression von pan-MAGE (Melanoma associated antigen)-
Antigen beziiglich des Gesamtiiberlebens (0S) und des progressionsfreien Uberle-
bens (PFS) von Patienten mit einem adenoidzystischen Karzinom (ACC). Studie an
den Universitatskliniken Pittsburgh, K6ln und Ulm zur Untersuchung des ACCs im
Kopf-Hals-Bereich im Zeitraum von 1984 bis 2014. Die Gesamtzahl der Patienten be-

tragt 84. P = Signifikanz, OS = overall survival, PFS = progression free survival

Medianes OS [Monate] | P (0OS) | Medianes PFS [Monate] | P(PFS)

pan-MAGE negativ 190,5 0,096 76,0 0,572
Pan-MAGE positiv 105,3 52,8
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Abbildung 15: Analyse der Gesamtiiberlebenszeit (A) und der progressionsfreien
Uberlebenszeit (B) bei pan-MAGE (Melanoma associated antigen) -positiven und -ne-
gativen Patienten mit einem adenoidzystischen Karzinom (ACC). Patienten mit Tu-
moren mit pan-MAGE-Expression wiesen ein kiirzeres Uberleben auf (nicht signifi-
kant). Studie an den Universitatskliniken Pittsburgh, Kéln und Ulm zur Untersuchung
des ACCs im Kopf-Hals-Bereich im Zeitraum von 1984 bis 2014. Die Gesamtzahl der
Patienten betragt 84. P = Signifikanz.
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Bei Betrachtung der Expressionsstdrken der Antigene konnten diesbeziiglich keine
prognostischen Schliisse gezogen werden.

Die NY-ESO-1-Expressionsstirke schwach, moderat oder stark positiv stellte mit
182,8, 122,5 und 90,5 Monaten keinen signifikanten prognostischen Faktor fiir das
mediane OS (p = 0,481) dar. Auch das mediane PFS, welches bei schwacher, modera-
ter und starker Expression 39,5, 68,3 und 52,8 Monate betrug, erwies sich als statis-
tisch nicht signifikant (p = 0,534). Bei negativer Expression betrugen das mediane OS
282,0 und das mediane PFS 83,3 Monate.

Bei pan-MAGE-Expression betrug das medianes OS bei schwacher, moderater und
starker Anfarbung 84,0, 196,5 und 81,3 Monate, verglichen mit 190,5 Monaten bei
negativer Antigenexpression (p = 0,056). Medianes progressionsfreies Uberleben be-
trug bei pan-MAGE-positiven Patienten bei schwacher und moderater Expression
35,8 und 52,8 Monate, gegeniiber pan-MAGE-negativen Patienten mit 76,0 Monaten
(p =0,838).

Im Folgenden wurde untersucht, ob sich das Uberleben bei Patienten unterschied, die
entweder NY-ESO-1 und pan-MAGE gleichzeitig ( = Gruppe 1), oder keines der Antigene
( = negativ = Gruppe 2), oder entweder NY-ESO-1 oder pan-MAGE ( = Gruppe 3) expri-
mierten (Tabelle 14, Abbildung 16).

Im Vergleich der Gruppen 1 (20/84 = 23,8%) und 2 (28/84 = 33,3%) war das media-
ne OS bei Expression beider Antigene mit 90,5 Monaten geringer als das mediane OS
bei negativer Expression mit 282,0 Monaten (p = 0,047, Abbildung 16-A).

Das mediane PFS war bei Patienten mit Tumoren mit negativer Antigenexpression
47,3 Monate lang, wohingegen es bei Patienten mit positiver Antigenexpression 35,8

Monate betrug. Dieser Trend verhielt sich nicht signifikant (p = 0,372).

Zwischen den beiden Gruppen 1 und 3 (36/84 = 42,9%) bestand kein signifikanter
Unterschied in der Korrelation des Uberlebens mit der Antigenexpression (p =
0,063). Das mediane OS betrug bei Patienten der Gruppe 1 90,5 Monate, wohingegen
das der Gruppe 3 190,5 Monate betrug. Aufserdem wiesen die beiden Patientengrup-

pen im Vergleich keine statistischen Unterschiede beziiglich der progressionsfreien
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Uberlebenszeiten auf (p = 0,157), wobei Gruppe 1 im Median nach 35,8 Monaten eine

Progression zeigte, Gruppe 3 erst nach 87,8 Monaten.

Patienten der Gruppe 2 tendierten mit 282,0 Monaten zu einem langeren medianen
OS als Patienten der Gruppe 3 mit 190,5 Monaten. Dieser Zusammenhang war jedoch
statistisch nicht signifikant (p = 0,876). Auch der Vergleich des medianen PFS mit
47,3 Monaten fiir Gruppe 2 und 87,8 Monaten fiir Gruppe 3 wies keinen signifikanten

Unterschied auf (p = 0,649).

Bei Vergleich der medianen Zeiten fiir das OS und fiir das PFS innerhalb der drei

Gruppen wurde das Signifikanzniveau von 0,05 nicht erreicht (p = 0,089 bzw. p =

0,365, Abbildung 16-B).
Somit erwies sich die NY-ESO-1- und pan-MAGE-Koexpression gegeniiber einer nega-

tiven Expression als ein signifikant schlechter prognostischer Faktor hinsichtlich des

Gesamtiuberlebens.
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Tabelle 14: Analyse von negativer und positiver pan-MAGE (Melanoma associated
antigen) - und/oder NY-ESO-1-Expression hinsichtlich des Gesamtiiberlebens (OS)
und des progressionsfreien Uberlebens (PFS). Studie an den Universititskliniken
Pittsburgh, KéIn und Ulm zur Untersuchung von Patienten mit einem adenoidzysti-
schen Karzinom im Kopf-Hals-Bereich im Zeitraum von 1984 bis 2014. Die Gesamt-
zahl der Patienten betragt 84. * = Auf dem Signifikanzniveau von 0,05 signifikant
(zweiseitig), Gruppe 1 = NY-ESO-1 und pan-MAGE, Gruppe 2 = negativ, Gruppe 3 =
NY-ESO-1 oder pan-MAGE, Pearson Chi-Quadrat-Test, p = Signifikanz, OS = overall

survival, PFS = progression free survival

Medianes OS p(0OS) Medianes PFS p(PFS)
[Monate] [Monate]
Gruppe 1 90,5 0,047* 35,8 0,372
Gruppe 2 282,0 47,3
Gruppe 1 90,5 0,063 35,8 0,157
Gruppe 3 190,5 87,8
Gruppe 2 282,0 0,876 47,3 0,649
Gruppe 3 190,5 87,8
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Abbildung 16: Analyse der Gesamtiiberlebenszeiten von Patienten mit einem adeno-
idzystischen Karzinom (ACC): (A) Vergleich einer NY-ESO-1- und pan-MAGE (Mela-
noma associated antigen) -Koexpression mit einer negativen Antigenexpression, (B)
Vergleich von Patienten mit Tumoren mit negativer Antigenexpression, NY-ESO-1-
UND/ODER pan-MAGE-Expression. Studie an den Universitatskliniken Pittsburgh,
Koln und Ulm zur Untersuchung von Patienten mit einem adenoidzystischen Karzi-
nom im Kopf-Hals-Bereich im Zeitraum von 1984 bis 2014. Die Gesamtzahl der Pati-
enten betrdgt 84, die Anzahl der gesamten Datensatze bei A) betragt 47 und bei B) 84.
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Zusammenfassend lasst sich iber das ACC sagen, dass sich hohere T-Stadien, ein posi-
tiver Lymphknotenstatus, eine Fernmetastasierung, Primartumore in anderen als den
grofden Speicheldriisen, positive Resektionsrander, eine perineurale Invasion und ein
solides Wachstumsmuster in dieser Patientenkohorte prognostisch ungiinstig auf das
mediane OS und/oder das mediane PFS auswirkten.

Immunhistochemisch zeigte sich eine NY-ESO-1-Expression in 57,1% (48/84) der
Falle und eine pan-MAGE-Expression in 33,3% (28/84) der Falle. Es konnte ein signi-
fikanter Zusammenhang einer NY-ESO-1-Expression mit dem vermehrt vorkommen-
den Auftreten des Primartumors in anderen als den grofden Speicheldriisen (31/48 =
64,6%, p = 0,037) nachgewiesen werden. Histologisch nicht solide Wachstumsmus-
ter, worunter die tubuldren und cribriformen Muster fallen, zeigten ein besseres me-
dianes Uberleben (195,3 Monate) als solide Muster (90,5 Monate, p = 0,012). Eine so-
lide Histologie war haufiger mit einer NY-ESO-1-positiven Reaktion assoziiert

(11/17 = 64,7%) als mit einer NY-ESO-1-negativen Anfarbung (6/17 = 35,3%). Eine
ausgebliebene pan-MAGE-Expression wurde haufiger in Gewebe von Patienten mit
negativem Lymphknotenbefall (20/24 = 83,3%) gesehen als in Gewebe von Patienten
mit pN+-Status (4/24 = 16,7%, p = 0,045).

Patienten mit einem ACC mit NY-ESO-1-Expression tendierten mit 130,8 Monaten zu
einem kiirzeren medianen OS (p = 0,223) und wiesen mit 66,3 Monaten ein kiirzeres
PES auf (p = 507) als Patienten mit antigennegativen Tumoren mit 282,0 Monaten
(medianes 0S) und 83,3 Monaten (medianes PFS). Ahnlich verhielt es sich bei der
pan-MAGE-Expression mit einem medianen OS von 105,3 Monaten (p = 0,096) und
einem medianen PFS von 52,8 Monaten (p = 0,572) bei Patienten mit pan-MAGE-
positiven Tumoren verglichen mit 190,5 Monaten (medianes OS) und 76,0 Monaten
(medianes PFS) bei Patienten mit antigennegativen Tumoren. Patienten, deren ACCs
in der IHC eine NY-ESO-1- und gleichzeitig eine pan-MAGE-Expression zeigten, lebten
im Median signifikant (p = 0,047) kiirzer (90,5 Monate) als Patienten mit Tumoren

mit negativer Expression (282,0 Monate).
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4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit Patienten mit der sehr seltenen malignen
Erkrankung eines ACCs im Kopf-Hals-Bereich. Obwohl die Inzidenz fiir ein ACC gering
ist, war es durch ein multizentrisches Vorgehen moglich die Patientenzahl auf insge-

samt 84 Falle zu erh6hen und dadurch die Validitat der Untersuchungen zu starken.

Im Rahmen der Studie wurden die, nach unserem Wissensstand und Sichtung der Li-
teratur, grofdte Kohorte an Patienten mit ACC im Kopf-Hals-Bereich auf CT-Antigene
und erstmalig deren prognostische Relevanz untersucht. Diese spezifischen und stark
immunogenen Proteine stellen, wie bei anderen Entititen bereits gezeigt, vielver-
sprechende Zielmolekiile fiir immuntherapeutische Behandlungsansatze dar. Die Ex-
pression dieser Antigene ist mit Ausnahme von Hoden- und Plazentagewebe auf ma-
ligne Tumore beschrankt [20,23]. Antikorper gegen MAGE- und NY-ESO-1-Antigene,
welche in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden, wurden fiir die IHC etabliert
und bisweilen schon in einigen Studien, beispielsweise beim Plattenepithel-, Oviarial-
karzinom, malignen Melanom und Hodgkin Lymphom, erfolgreich angewendet

[43,58,59,82,143].

In dieser Arbeit war pan-MAGE in 33,3% (28/84) und NY-ESO-1 in 57,1% (48/84)
der immunhistochemisch untersuchten Tumorproben tiberexprimiert. Die NY-ESO-1-
Expression zeigte sich unter den positiven Praparaten in 60,4% schwach, in 25,0%
moderat und in 14,6% stark positiv. Pan-MAGE-positive Gewebeschnitte farbten sich
in 42,9% schwach positiv, in 39,3% moderat und in 17,9% stark positiv an. NY-ESO-1
war in 20,8% (10/48) der antigenpositiven Fille gleichzeitig zytoplasmatisch und
nukledr exprimiert, pan-MAGE in 64,3% (18/28). Eine zytoplasmatische oder nuklea-
re Antigenexpression zeigte sich beim NY-ESO-1-Antikorper in 79,2% (28/84) und
beim pan-MAGE-Antikérper in 35,7% (10/28). Eine Koexpression beider Antigene
konnte in 23,8% (20/84) aller Falle beobachtet werden.

In der Literatur finden sich nur vereinzelt Studien zur Expression der CT-Antigene

beim ACC [73,90,94]. Park et al. [94] fiihrten eine Studie durch, in der 31 Faille mit PA

und 17 Falle mit ACC histopathologisch untersucht wurden. Dort wurden immunhis-
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tochemisch MAGE-A (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Kalifornien, Verdiinnung
1:200) zu 100% und MAGE-A4 (ABGENT, San Diego, Kalifornien, Verdiinnung 1:200)
zu 95% in ACC-Gewebe exprimiert (p < 0,05). MAGE-A zeigte sich im ACC-Gewebe in
der Mehrzahl der Falle (8/17 = 47%) stark positiv, im nicht-tumordés veranderten
Gewebe negativ und in Gewebe mit PA in 5 Fillen (5/31 = 16%) schwach positiv.
MAGE-A4 prasentierte sich in Gewebe mit PA nur in einem Fall (1/31 = 3%) positiv,
wohingegen gesundes Speicheldriisengewebe negativ blieb. Diese deutliche Uberex-
pression in der untersuchten Kohorte aus 17 Fallen lasst sich unter anderem durch
die Festlegung der Grenzen fiir die Antigenexpression erkldaren, denn bei den Analy-
sen von Park et al. wurde eine immunhistochemische Tumorzellanfarbung von iiber
1% als positiv angesehen [94]. In der vorliegenden Studie hingegen sind die Auswer-
tungen an einen standardisierten Score angelehnt [114] und jede Expression von
tiber 10% wurde als positiv angesehen. Dieses System wurde ebenfalls in einer ver-
gleichbaren Studie von Laban et al. [66] verwendet. Dort wurden 453 Patienten mit
Plattenepithelkarzinom im Kopf-Hals-Bereich immunhistochemisch auf eine MAGE-
Expression untersucht, wobei sich Anfarbungen mit pan-MAGE in 36,2% und mit NY-
ESO-1 in 4,3% aller Tumorpatienten zeigten.

Des Weiteren untersuchten Park et al. die Genexpression durch RT-PCR (Reverse
Transkriptase Polymerase Kettenreaktion). Dabei wurden MAGE-A3 und -A4 im ACC,
jedoch nicht im PA, exprimiert [94]. Auch andere Studien mit RT-PCR ergaben, dass
sich MAGE-Gene in ACC-Zelllinien von Tumoren im Kopf-Hals-Bereich, jedoch nicht in
gutartigem Tumorgewebe oder in normalem Gewebe, exprimieren [73,90,95].

Das PA zeigt in einigen Fallen dhnliche histologische Wachstumsformen wie das ACC.
Gemafd der Studie von Park et al. kann nun die immunhistologische Farbung mit
MAGE-A zur Differentialdiagnostik zwischen PA und ACC verwendet werden, da kei-
ne MAGE-A- und MAGE-A4-Expression beim PA nachgewiesen werden konnte, aller-
dings klar bei bis zu 100% beim ACC [94].

In dieser Arbeit ergaben die Berechnungen zu den Uberlebenszeiten fiir NY-ESO-1-
positive-Patienten ein medianes OS von 130,8 Monate und fiir NY-ESO-1-negative Pa-
tienten ein medianes OS von 282,0 Monate (p = 0,223). Pan-MAGE-positive Patienten

wiesen ein medianes OS von 105,3 Monaten auf, wohingegen das mediane OS bei pan-
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MAGE-negative Patienten 190,5 Monate betrug (p = 0,096) Die kirzeren medianen
Uberlebenszeiten fiir pan-MAGE- bzw. NY-ESO-1-positive Patienten im Vergleich zu
Patienten mit negativer Antigenexpression lassen einen prognostischen Trend er-
kennen, der jedoch keine statistische Signifikanz erreichte. Die CT-Antigenexpression
stellte sich in vergleichbaren Studien unter anderem beim Plattenepithelkarzinom
des Kopf-Hals-Bereiches, beim kleinzelligen Lungenkarzinom, beim medullirem
Mammakarzinom und beim Urothelkarzinom als ein unabhadngiger prognostischer

Marker fiir ein geringes Gesamtiiberleben heraus [51,66,82,110].

Eine simultane Expression von NY-ESO-1 und pan-MAGE (20/84 = 23,8%) ergab in
der vorliegenden Studie eine prognostische Bedeutung, denn es zeigte sich ein signi-
fikant (p = 0,047) kiirzeres medianes OS fiir Tumoren mit simultaner Expression
(90,5 Monate) im Vergleich zu solchen mit negativer Expression (282,0 Monate,
28/84 = 33,3%). NY-ESO-1 als auch pan-MAGE exprimierten sich am haufigsten
schwach positiv (29/48 = 60,4% bzw. 12/28 = 42,9%). Technische Aspekte der [HC
sind als moéglicher Kofaktor fiir die haufige geringe Expression zu beachten. Die Paraf-
fin-Schnitte wurden zeitnah nach Anfertigung bearbeitet. Die Tumorblocke waren
aufgrund der langen Nachbeobachtungszeit jedoch zum Teil bis zu 20 Jahre alt, so-
dass auch oxidative Prozesse nicht aufder Acht zu lassen sind [31]. Patienten mit Tu-
moren, die NY-ESO-1 schwach positiv exprimierten (29/48 = 60,4%), zeigten, vergli-
chen mit moderat positiven (12/48 = 25,0%) und stark positiven Farbungen (7/48 =
14,6%), das langste mediane Uberleben (182,8 Monate versus 122,5 Monate und 90,5
Monate), welches sich jedoch statistisch nicht signifikant verhielt (p = 0,481). Bei der
pan-MAGE-Farbung konnte kein solcher Trend erkannt werden, denn Patienten mit
moderat positiv exprimierenden Tumoren (11/28 = 39,3%) hatten im Vergleich zu
schwach (12/28 = 42,9%) und stark positiven Expressionen (5/28 = 17,9%) das
langste Uberleben (196,5 Monate versus 84 Monate und 81,3 Monate).

Eine NY-ESO-1-Expression trat statistisch signifikant (p = 0,037) haufiger in Gewebe

auf, welches nicht aus den drei grofien Kopfspeicheldriisen stammte (31/48 =

64,6%), wohingegen sich in Gewebe aus den grofden Speicheldriisen haufiger keine
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NY-ESO-1-Expression zeigte (21/36 = 58,3%). Die Mechanismen, die dies begiinsti-
gen, bleiben ungeklart.

Die pan-MAGE-negativen Gewebeproben wurden signifikant (p = 0,045) haufiger Pa-
tienten ohne Lymphknotenmetastasierung (20/24 = 83,3%) zugeteilt als Patienten
mit lymphknotenmetastasiertem ACC (4/24 (16,7%). Ein negativer Lymphknotensta-

tus korrelierte aufRerdem signifikant mit besserem Uberleben (p = 0,008).

Die vorliegende Studie ist die erste, welche die prognostische Auswirkung der CT-
Antigen-Expression beim ACC untersucht. Zunachst wurden in der Kohorte wichtige
prognostische Marker untersucht, um die interne und externe Validitit zu tiberpri-
fen. So etwa wurden die perineurale Invasion (p = 0,025), die positiven Resektions-
rander (p = 0,028), der positive Lymphknotenstatus (p = 0,008), das Vorliegen von
Fernmetastasen bei Erstdiagnose (p = 0,002) und im Verlauf der Erkrankung (p =
0,003) und der Ort des Primartumors (p = 0,047) als signifikante Faktoren fiir das
Uberleben bestitigt.

In der Literatur [27,80,91] wird beschrieben, dass das ACC in kleinen Speicheldriisen
eine schlechtere Prognose aufweist als das ACC in grofden Speicheldriisen. Trenkic¢ et
al. [122] postulierten, dass benigne Tumoren in Speicheldriisen generell haufiger
vorkommen, aber kleine Speicheldriisen in grofderer Anzahl maligne entarten als
grofde Speicheldriisen. In der vorliegenden Arbeit wiesen 45,2% (38/84) der Patien-
ten mit ACC einen Befall der grofien Kopfspeicheldriisen auf. Den Rest (54,8%) mach-
ten Patienten mit einem ACC in kleinen Speicheldriisen und anderen Driisen aus. In
dieser Kohorte wiesen Patienten mit Befall der grofien Speicheldriisen ein bessere
Prognose auf, denn sie lebten signifikant langer (medianes OS nicht erreicht) als sol-
che mit Befall ,anderer Driisen“, zu denen die kleinen Speicheldriisen gezahlt wurden
(medianes OS = 122,5 Monate, p = 0,047).

In einer Studie von Marcinow et al. [74] liberlebten Patienten mit Tumoren im
sinunasalen Bereich einen kiirzeren Zeitraum (medianes OS = 105 Monate) als Pati-
enten mit Tumoren in der Mundhéhle (medianes OS = 313 Monate) oder in grofden
Speicheldriisen (medianes OS = 237 Monate). Shum et al. [112] konnten in ihrer ret-

rospektiven Studie mit 29 Patienten zeigen, dass am haufigsten (66%) die kleinen
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Speicheldriisen des Gaumens und der Maxilla betroffen waren, und sich initial bereits
haufig ein fortgeschrittenes Stadium zeigte. Ihnen zufolge waren ungefdahr 78% der
Tumoren in kleinen Speicheldriisen maligne, wovon das ACC 15% ausmachte [112].
Patienten aus der Kohorte der vorliegenden Arbeit, deren primare Tumorlokalisation
eine andere war als die grof3en Kopfspeicheldriisen, wiesen signifikant haufiger eine
perineurale Invasion (p = 0,020) und positive Resektionsrander (p = 0,036) auf, wel-
che ihrerseits Faktoren fiir schlechtes Uberleben darstellten. Griinde dafiir liegen in
der komplexen Anatomie des Gesichtsbereichs, denn benachbarte Strukturen wie die
Orbita, die Tranendriise und die Schadelbasis, sowie multiple nervale Strukturen, er-
schweren dem Operateur die vollstandige bzw. radikale in sano Resektion. Dartiiber
hinaus stellt das perineurale Tumorwachstum die sichere Resektion mit addquaten
Resektionsgrenzen in Frage und kann, wie in der Literatur beschrieben, die Quelle ei-

nes Tumorrezidivs darstellen [81].

Weiterhin werden das Alter, das Geschlecht und ein Diabetes mellitus als Prognose-
faktoren in der Literatur beschrieben [10,25]. Frauen, Patienten mit lokalisiertem
ACC und jiingere Patienten scheinen bessere Uberlebenschancen zu haben [41]. Choi
et al. [25] konnten in ihrer Studie mit 88 Patienten zeigen, dass Patienten mit sinuna-
salem ACC und solche mit Diabetes mellitus ein signifikant hoheres Risiko fiir Lokal-
rezidive aufweisen. In der Patientenkohorte der vorliegenden Studie, konnte jedoch
kein signifikanter Unterschied im Risiko fiir Lokalrezidive bei Patienten mit sinunasa-
lem ACC ermittelt werden. Bei 6 aus 22 Patienten (27,3%) mit Tumoren im Bereich
der NNH entwickelten sich im Verlauf lokale Rezidive. Nach Patienten mit Tumoren
der Glandula parotis (8/22 = 36,4%) war diese Gruppe am haufigsten von lokalen Re-
zidiven betroffen. Somit kann der Trend bestatigt werden, dass Patienten mit ACC im
sinunasalen Bereich zu Lokalrezidiven neigen. Dies lasst sich mdglicherweise
dadurch erklaren, dass Tumorresektionen im sinunasalen Bereich durch die engen
anatomischen Verhaltnisse erschwert durchfiihrbar sind bzw. die Sicherheitsabstan-
de in Richtung Orbita und Schadelbasis moglicherweise nicht immer ausreichend ge-
wahlt werden konnten [5]. Zudem werden Patienten mit Tumoren dieser Lokalisation

erst sehr spat z.B. durch Nasenbluten oder eine Nasenatmungsbehinderung sympto-
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matisch, wenn bereits ein ausgedehntes Tumorwachstum vorliegt. Diabetes mellitus
wurde in dieser Arbeit nicht untersucht.

Das Alter (< 50, > 50) bildete in dieser Studie keinen prognostisch signifikanten Fak-
tor hinsichtlich des medianen OS (p = 0,485) und des medianen PFS (p = 0,192). Pati-
enten < 50 Jahre (32/84 = 38,1%) lebten im Median mit 148,0 Monaten minimal lan-
ger als Patienten >50 Jahre (52/84 =61,9%) mit 130,8 Monaten. Das mediane PFS
zeigte mit 85 Monaten versus 36,5 Monaten einen klareren Trend auf. Patienten > 50
Jahre entwickelten signifikant (p = 0,046) haufiger eine lokoregionidre Progression
(18/22 = 81,8%) und Fernmetastasen (13/24 = 54,2%) als Patienten < 50 Jahre.
Bhayani et al. [10] kamen ebenfalls zu dem Ergebnis, dass ein Alter > 45 Jahre mit
dem Auftreten von Fernmetastasen zusammenhdngt. Aufgrund der Natur des ACCs
langsam zu wachsen und auch nach Jahrzehnten noch Fernmetastasen auszubilden,
wadre es logisch anzunehmen, dass jiingere Patienten langfristig ein héheres Risiko
aufweisen an Fernmetastasen zu leiden als dltere Patienten. Eine Studie der Eurocare
Arbeitsgruppe stimmte dieser Schlussfolgerung zu, zog aber auch den Einwand her-
an, dass altere Patienten haufiger mit Tumoren in Spéatstadien diagnostiziert werden
[10,28]. Patienten hoheren Alters suchen womdglich aufgrund anderer, ihnen ernst-
zunehmender erscheinenden Grunderkrankungen Arzte erst auf, wenn die Tumor-

ausdehnung massiv vorangeschritten ist.

Das Geschlecht wies in dieser Studie weder prognostische Relevanz beziiglich des Or-
tes der Progression (p = 0,351) noch beziiglich des medianen OS (p = 0,448) oder des
PFES (p = 0,592) auf. Beziiglich des weiblichen Geschlechts lassen sich widerspriichli-
che Aussagen finden. Marcinow et al.[80]postulierten, dass das weibliche Geschlecht
ein prognostisch ungiinstiger Faktor fiir das Auftreten von Rezidiven sei. Ellington et
al. [41] hingegen publizierten, dass Frauen eine bessere Gesamtprognose hatten als
Maéanner. Von einigen Autoren wurde diskutiert, ob Hormone einen Einfluss auf die
Prognose beziiglich des Geschlechts ausiiben kénnten. So publizierten Nasser et al.
[92], dass Speicheldriisenkarzinome, darunter auch das ACC, Androgen-, C)strogen-
und Progesteronrezeptoren exprimierten. In zwei berichteten Fallen stabilisierte sich
der Verlauf des ACCs durch eine Therapie mit dem selektiven Ostrogenrezeptormo-

dulator Tamoxifen [40]. Allerdings zeigte sich in der Studie von Pires et al. [99] keine
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Ostrogenrezeptor-Expression. Somit spielen Ostrogene und Progesteron vermutlich
nur eine untergeordnete Rolle in der Tumorgenese des ACCs [80]. Dennoch scheint es
moglich, dass die Prognose bei Frauen durch das Vorkommen von Ostrogen- oder
Progesteronrezeptoren beeinflusst werden konnte. Diese Hormonhypothesen wer-
den auch von der Arbeit von Thierauf et al. [121] gestiitzt, in welcher der Verlust des
Submaxillary Gland Androgen-regulated Protein 3A (SMR3A) im ACC geschlechtsspe-
zifisch zu sein scheint, denn eine Expression verhielt sich umgekehrt proportional
zum mannlichen Geschlecht (p = 0,009). SMR3A kommt im menschlichen Speichel vor
und gehort einer Genfamilie an, welche Opiorphine (kérpereigene Opioide) produ-
ziert. Die Arbeitsgruppe konnte zum ersten Mal eine im Vergleich zu normalem Drii-
sengewebe herabgesetzte SMR3A-Expression in ACC in Speicheldriisen demonstrie-
ren. Dies fuihrt zu der Hypothese, dass eine SMR3A-Expression in der Pathogenese
des ACC eine Rolle spielen konnte. Obwohl sich ein Trend fiir SMR3A als ein ungiins-
tiger Risikofaktor fur Uberleben bei Patienten mit ACC erkennen lieR, stellte sich die-
ses Protein nicht als ein prognostischer Biomarker fiir ACC in der untersuchten Ko-

horte heraus [121].

In der vorliegenden Arbeit traten in 52,2% (24/46) der Falle Fernmetastasen und in
47,8% (22/46) eine lokoregionare Progression auf. In der Literatur wird angegeben,
dass sich Fernmetastasen in 33-50% der Falle im Verlauf der Erkrankung manifestie-
ren [54]. Ebenso berichtete die Arbeitsgruppe von Spiro et al. [116], dass von 196 Pa-
tienten 38% Fernmetastasen entwickelten. Verglichen mit der Literatur befindet sich
in der vorliegenden Arbeit die Rate an Fernmetastasen eher am oberen Rand des zu
erwartenden Intervalls. Metastasen, vor allem in der Lunge, sind beim ACC haufig
tiber viele Jahre asymptomatisch und nur durch hochauflésende CT-Untersuchungen
darstellbar. In der Routine-Rontgen-Untersuchung des Thorax kénnen diese leicht
iibersehen werden. Dartiiber hinaus kénnen die Lungenfiliae zum Teil erst nach vielen
Jahren visualisiert werden, obwohl einige Autoren postulieren, dass die Erkrankung
bereits bei Erstdiagnose als Systemerkrankung zu betrachten ist [10,30]. Méglicher-
weise entstanden zudem Differenzen in den Ergebnissen aufgrund von Unterschieden
in Eigenschaften des Patientenkollektivs und in der Groéfse der Patientenkohorte. Wei-

tere Ergebnisse unserer Studie iliber die Lage der Fernmetastasen spiegeln sich in der
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Literatur wider [54], denn am haufigsten traten Lungenmetastasen (12/17 = 70,6%),
gefolgt von Knochen (3/17 = 17,6%) - und Gehirnmetastasen (2/17 = 11,8%), auf.
Lebermetastasen treten selten auf und konnten in unserer Kohorte nicht beschrieben

werden.

Das Vorliegen einer soliden Komponente im histologischen Wachstumsmuster stellte
sich in dieser Kohorte - wie in der Literatur ebenfalls beschrieben - als ein negativer
prognostischer Marker dar (p = 0,012). Patienten, deren ACC histologisch solide Mus-
ter aufwiesen (17/84 = 20,2%), lebten mit 90,5 Monaten im Median deutlich kiirzer
als Patienten mit ACC und nicht solider Histologie (67/84 = 79,8%) mit 195,3 Mona-
ten. Van Weert et al. [126] berichteten ebenfalls, dass das Vorliegen einer soliden
Komponente im histologischen Tumorpraparat ein prognostisch schlechter Faktor

sei.

Die 5-, 10- und 15-Jahresiiberlebensraten von den 84 Patienten der Kohorte dieser
Arbeit betrugen 59,8%, 31,8% und 20,7%.Die Angaben decken sich mit denen der Li-
teratur, denn Van Weert et al. [125] berichteten von ihrer Studie mit 105 Patienten
tiber 5-, 10- und 20-]Jahresiiberlebenswahrscheinlichkeiten von 68%, 52% und 28%.
Chundru et al. [27] beschrieben ein generelles Uberleben von 75% nach 5 Jahren, von
20% nach 10 Jahren und von 10% nach 15 Jahren. Ellington et al. [41] fiihrten eine
grofde Studie mit 3026 Patienten mit ACC im Kopf-Hals-Bereich durch und ermittelten
5-, 10- und 15-Jahrestiberlebenswahrscheinlichkeiten von 90,3%, 79,9% und 69,2%.
In einer Studie von Lee et al. [68] lebten nach 5 Jahren 88,2% der 48 Patienten mit
ACC in der Glandula parotis. Diese unterschiedlichen Angaben zu Uberlebenszeiten
resultieren unter anderem in den Unterschieden der Studien beziiglich Qualitdt und
Lange des Beobachtungszeitraums [30] und in Differenzen im Geschlecht, dem Fami-
lienstand, dem Ort des Primartumors, den Therapiemafdnahmen und dem Auftreten
von Lymphknotenmetastasen [41,68]. Die geringen mittel- und langfristigen Uberle-
bensraten ergeben sich aus dem Auftreten von lokalen (Spat-)Rezidiven und Fernme-
tastasen, die sich typischerweise zuerst in der Lunge manifestieren [30]. Diese sind in
den ersten Jahren der Erkrankung meist asyptomatisch, langfristig jedoch progno-

selimitierend. Van der Wal et al. [124] konnten in einer Studie aufzeigen, dass die
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durchschnittliche Zeit zwischen Auftreten einer Lungenmetastase und dem Tod 32,3
Monate betrug, was sich auch in der vorliegenden Arbeit mit 35,8 Monaten bestatigt.

Die Standardtherapie des ACCs im Kopf-Hals-Bereich stellt die radikale operative Re-
sektion des Tumors dar [18]. Der Grofteil der Patienten erhielt mit 81,5% (66/81)
eine Operation mit adjuvanter Bestrahlung. Der Anteil der Patienten mit einer alleini-
gen operativen Versorgung betrug 18,5% (15/81). Unter den Patienten, die operiert
und adjuvant bestrahlt wurden, befanden sich signifikant mehr Patienten mit positi-
ven Resektionsrandern (32/57 = 56,1%, p = 0,042) und mehr mit einer perineuralen
Invasion (37/48 = 77,1%, p = 0,017) als Patienten in einer RO-Situation (25/57 =
43,9%) und ohne perineuraler Invasion (11/48 = 22,9%). Patienten mit Tumoren in
fortgeschrittenen Stadien wurden zwar haufiger adjuvant bestrahlt (27/55 = 49,1%)
als solche mit Tumoren in niedrigeren Stadien, dieser Unterschied verhielt sich je-
doch in unserer Studie nicht signifikant (p = 0,142). Die Empfehlung zur Radiothera-
pie bei Risikopatienten mit positiven Resektionsrandern, perineuraler Invasion und
fortgeschrittenem Tumorstadium lasst sich in der Literatur analog zu anderen Spei-
cheldriisenmalignomen wiederfinden [21,36,80]. Patienten unserer Studienkohorte,
die operiert und bestrahlt wurden lebten insgesamt kiirzer (medianes OS = 109,0
Monate) als Patienten nach alleiniger Operation (medianes OS nicht erreicht; p =
0,023). Dies lasst sich auf die héheren Tumorstadien, die perineurale Invasion und
andere Risikofaktoren zuriickfiihren, welche trotzt multimodaler Therapie ein
schlechteres Outcome bedingen als weniger fortgeschrittene Tumoren. In einer Stu-
die von Marcinow et al. [80] nahm der Zusatz der adjuvanten Radiatio keinen statis-
tisch signifikanten Einfluss auf Uberlebenszeiten im Gegensatz zur rein kurativen
operativen Resektion. Choi et al. [25] untersuchten in einer retrospektiven Studie an
88 Patienten die Rolle von postoperativer Radiotherapie beim ACC im Kopf-Hals-
Bereich und kamen zu den Ergebnissen, dass bei Verwendung einer addquaten Dosis
das krankheitsfreie Intervall verlangert werden konnte und sich das ACC lokal besser
kontrollieren lasst. Moglicherweise hangt der Erfolg der Therapie zusatzlich von
Umweltfaktoren, Komorbiditiaten oder Tumoreigenschaften ab, die in den Studien
nicht berticksichtigt wurden. Im Falle eines inoperablen Rezidivs oder von Fernmeta-
stasen sind die Behandlungsoptionen sehr limitiert, was eine erneute (palliative) Ra-

diotherapie oder systemische Therapie notwendig macht. Bisherige Systemtherapien
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mit klassischen Chemotherapien oder auch zielgerichteten Therapien zeigen jedoch

kaum Wirksamkeit [18].

Neue immuntherapeutische Behandlungsstrategien zeigten in klinischen Studien ers-
te hoffnungsvolle Ergebnisse [8,18]. Grundsatzlich soll eine Immuntherapie das kor-
pereigene Immunsystem passiv oder aktiv stimulieren und somit zelluldre Reaktio-
nen von CD8*- und CD4+-T-Zellen und Antikérper-Reaktionen auslésen [101]. Durch
die systemische Wirkung ist die Unabhangigkeit von der primaren Tumorlokalisation
und der Therapieeffekt auch - oder insbesondere - im metastasierten Tumorstadium

gegeben.

Neue Studien tiber Checkpoint-Inhibitoren (CTLA-4- und PD-L1-Blockade) fiihrten
beim malignen Melanom durch eine signifikante Verlingerung der Uberlebenszeiten
im palliativen Stadium zu einem Paradigmenwechsel [16]. CTLA-4 (cytotoxic T lym-
phocyte antigen 4) und PD-1 (programmed cell death protein 1) sind Oberflachenre-
zeptoren auf T-Zellen und anderen Immunzellen, die bei Bindung durch ihre Ligan-
den inhibitorische Signalwege triggern und die T-Zellaktivitit ddmpfen. Dies kann ei-
nerseits Autoimmunitit verhindern, andererseits konnen Tumorzellen, welche mit-
hilfe des Liganden PD-L1 an PD-1 binden, die Immunantwort unterdriicken und so
dem Immunsystem entkommen - ein sogenannter ,Immune Escape“ [140]. Antikor-
per, die CTLA-4 (Ipilimumab) und PD-1 (Pembrolizumab, Nivolumab) blockieren, ak-
tivieren - bzw. disinhibieren - somit das Immunsystem, welches in Folge aktiv gegen
Tumorzellen vorgehen kann [140]. In klinischen Studien konnten unter anderem
beim malignen Melanom, nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom und Nierenzellkarzi-
nom sehr erfolgversprechende Ergebnisse beziiglich Tumorregression und Krank-
heitsstabilisierung erzielt werden [16,83]. An Patienten mit ACC wurden diese Im-
muncheckpoint-Inhibitoren bisher nicht eingesetzt. Die Expression von PD-1 und PD-

L1 im ACC wird derzeit von unserer Arbeitsgruppe untersucht.
Ein anderer Ansatz in der Forschung um neue Immuntherapien stellt die Vakzinie-

rung mit Antigenen dar. In klinischen Studien an Patienten mit Osophagus-, Magen-

und Lungenkarzinomen konnten spezifische humorale Immunantworten mit Anti-
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korperbildung nach Vakzinierungen mit MAGE-A4 nachgewiesen werden [105]. Da-
bei wiesen Probanden mit einer erhohten MAGE-A4-Expression und einer spezifi-
schen Antikorperbildung ein lingeres Gesamtiiberleben auf als solche ohne Immun-
antwort. Der Versuch einer Vakzinierung mit MAGE-A3 im Rahmen einer adjuvanten
Therapie nach Resektion von nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen zeigte eine gute
Vertraglichkeit [1]. Dariiber hinaus wird NY-ESO-1 unter anderem im multiplem
Myelom, malignen Melanom, Lungen-, Blasen-, Osophagus- und Mammakarzinom
tiberexprimiert [59,110,128,130]. Eine Therapie mit 5-Aza-2'-Deoxycytidine, ein
demethylierendes Agens, induziert die NY-ESO-1-Expression und erleichtert die Er-
kennung durch zytotoxische T-Lymphozyten und damit folglich die Zerstérung der
Tumorzellen [62,136]. Patienten, welche aufgrund eines Melanoms mit Ipilimumab
therapiert wurden und gleichzeitig NY-ESO-1-seropositiv waren, und vor allem NY-
ESO-1-spezifische Antikorper und CD8*-T-Zellen im Serum aufwiesen, sprachen bes-
ser auf die Therapie mit [pilimumab an als NY-ESO-1-seronegative Patienten [142]. In
einer klinischen Studie an Patienten mit metastasiertem malignen Melanom, die eine
Vakzine aus multiplen Proteinen, unter anderem aus NY-ESO-1, kombiniert mit Nivo-
lumab erhielten, konnte eine erhohte antigenspezifische CD8*-Zellzahl nach Therapie

erzielt werden [47].

Haufig wird der Einfluss tumorinfiltrierender Immunzellen auf das Immunsystem, die
Tumorprogression und den prognostischen Vorhersagewert diskutiert [44]. Tumor-
infiltrierende Immunzellen sind unter anderem verschiedene T-Zell-Typen, B-Zellen,
Makrophagen, Mastzellen und regulatorische Immunzellen, die sich im Zentrum des
Tumors, am Rand oder in tertidrem lymphatischem Gewebe ansammeln. Tertidres
lymphatisches Gewebe ist physiologisch nur mit wenigen Immunzellen besiedelt. Im
Falle von chronischer Immunstimulation wandern dort jedoch vermehrt Immunzel-
len ein, welche ektope Lymphozytenaggregate bilden und Merkmale sekundar lym-
phatischen Gewebes (Lymphfollikel, Lymphknoten, Milz) zeigen. In diversen Studien
konnte gezeigt werden, dass tumorinfiltrierende Immunzellen wichtige Prognosefak-
toren bei Tumoren, wie etwa dem kolorektalen Karzinom und dem Plattenepithelkar-
zinom im Kopf-Hals-Bereich, darstellen [6,45,52]. Dabei sind die Zusammensetzung

der unterschiedlichen Immunzellen, die Dichte (Zellanzahl pro mm?) und ihre Lokali-
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sation (Tumorzentrum, -rand, -stroma) wichtige Faktoren [6,45]. Beim kolorektalen
Karzinom sinkt die Immunzelldichte von CD4+-und CD8*-Zellen bei Tumorinvasion
und in fortgeschrittenen T-Stadien [44]. Noch sind keine vergleichbaren Daten fiir
tumorinfiltrierende Zellen beim ACC bekannt. Dies ist ein interessanter Ansatzpunkt

fir die weitere Forschung.
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5 Zusammenfassung

In einem multizentrisch erfassten Kollektiv wurden 84 Fille mit einem adenoidzys-
tischen Karzinom (ACC) im Kopf-Hals-Bereich immunchistochemisch auf Expressio-
nen der tumorspezifischen Cancer-Testis-Antigene pan-MAGE (melanoma associated
antigen) und NY-ESO-1 untersucht und die Expression mit den klinischen Daten kor-
reliert. Ziel der Arbeit war die Identifikation moglicher Prognoseparameter und po-

tentieller therapeutisch nutzbarer Zielmolekiile.

Die Gewebeschnitte wurden mit der indirekten Methode immunhistochemisch be-
handelt. Es wurden folgende Antikérper und Verdiinnungen verwendet: NY-ESO-1
(E978) 1:200 und pan-MAGE (M3H67) 1:1000. Die immunhistochemischen Auswer-
tungen erfolgten unter dem Lichtmikroskop und die statistischen Berechnungen mit

IBM® SPSS® Version 21 bei einem Signifkanzniveau von p < 0,05.

Ein positiver Lymphknotenstatus (p = 0,008), ein fortgeschrittenes T-Stadium (Grofde
und Ausdehnung des Tumors, p = 0,044), das Vorliegen von Fernmetastasen bei Erst-
diagnose (p = 0,002), Tumore in anderen Drisen als den grofden Speicheldriisen im
Kopf-Hals-Bereich (p = 00,047), ein positiver Resektionsstatus (p = 0,028), das Auf-
treten von Fernmetastasen im Krankheitsverlauf (p = 0,003), eine perineurale Invasi-
on (p = 0,025) und ein solides histologisches Wachstumsmuster (p = 0,012) waren fur
die Gesamtiiberlebenszeit signifikant ungiinstige Prognosefaktoren. Hohe T-Stadien
(p = 0,006) und das Vorliegen von Fernmetastasen bei Erstdiagnose (p < 0,0001) so-
wie eine perineurale Invasion (p = 0,039) verkiirzten die progressionsfreie Uberle-

benszeit signifikant.

NY-ESO-1-Antigene exprimierten sich in 57,1% (48/84) und pan-MAGE-Antigene in
33,3% (28/84) der Faille. Eine Koexpression beider Antigene fand sich in 23,8%
(20/84) der Falle. Eine NY-ESO-1-Expression zeigte sich haufiger (31/48 = 64,6%) in
Tumoren im Kopf-Hals-Bereich, die nicht die grofden Speicheldriisen befielen, als in
Tumoren der grofden Speicheldrisen (17/48 = 35,4%, p = 0,037). Pan-MAGE-negative
Patienten wiesen signifikant haufiger keine Lymphknotenmetastasen (20/24 =

83,3%) als einen positiven Lymphknotenstatus (4/24 = 16,7%) auf (p = 0,045). Die
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medianen Uberlebenszeiten lassen mit 130,8 Monaten bei NY-ESO-1-positiven und
mit 105,3 Monaten bei pan-MAGE-positiven Patienten versus 282,0 Monaten bei NY-
ESO-1-negativen und 190,5 Monaten bei pan-MAGE-negativen Patienten einen prog-
nostischen Trend zu kiirzeren Uberlebenszeiten bei einer Antigenexpression erken-
nen, der jedoch keine statistische Signifikanz erreichte (p = 0,223 fiir NY-ESO-1 und

p = 0,096 fiir pan-MAGE). Die simultane Expression beider Antigene ging jedoch mit
einer signifikant niedrigeren Gesamtiiberlebenszeiten einher (90,5 Monate versus
282,0 Monate, p = 0,047). Analog dazu gilt eine Cancer-Testis-Antigen- bzw. Genex-
pression unter anderem beim Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereichs, beim
kleinzelligen Lungenkarzinom, beim Mammakarzinom und beim Urothelkarzinom als

ein prognostischer Marker fiir eine geringere Uberlebenszeit.

Eine Neigung zur Fernmetastierung (24/46 = 52,2%) konnte in der vorliegenden
Studie gemaf$ der Natur des ACCs bestatigt werden. Diese Tatsache bedingt die gerin-
gen mittel- und langfristigen Uberlebensraten von 31,8% nach 10 Jahren und 20,7%
nach 15 Jahren. Der Grof3teil der Patienten dieser Arbeit erhielt eine standardgemafie
operative Tumorentfernung mit adjuvanter Strahlentherapie (81,5%).

Da eine Chemotherapie bei Patienten mit inoperablem ACC oder einem ACC in fortge-
schrittenem Stadium schlechte Ansprechraten aufweist, wird nach alternativen Be-
handlungskonzepten zur Verbesserung der Therapie und des Uberlebens insbeson-
dere im rezidivierten und fernmetastasierten Zustand geforscht. Es wurden unter an-
derem Studien zu Vakzinierungen mit MAGE-Antigenen an Osophagus-, Magen- und
Lungenkarzinomen und an malignen Melanomen durchgefiihrt, die nach erfolgter
Immunantwort mit spezifischer Antikérperbildung in einer lingeren Uberlebenszeit
fir die betroffenen Patienten resultierten. Vergleichbare Studien erscheinen nach den
Expressionsmustern der Cancer-Testis-Antigene der vorliegenden Arbeit erfolgsver-

sprechend, die an multizentrischen Kollektiven erprobt werden sollten.
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