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Intraduktales Frithstadium des Karzinoms ex pleomorphes Adenom: Histologische,

immunhistologische und molekularpathologische Charakterisierung in 74 Fillen

1. Einleitung

1.1. Definition

Die WHO Kklassifiziert das Karzinom ex pleomorphes Adenom (CEPA) als einen Tumor, der
definitive Zeichen von Malignitit, wie zytologische Atypie, Mitosen und/oder infiltratives
Wachstum aufweist und sekundir in einem vorbestehenden pleomorphen Adenom (PA)
entstanden ist (1)(2). CEPA konnen aus einem primiren PA oder deutlich seltener aus einem

rezidivierten, fast immer multiknotigen PA entstehen.

Ein Problem liegt fiir die histologische Diagnostik dann vor, wenn das pleomorphe Adenom
nicht oder nicht sicher nachweisbar ist, da entweder das PA vollig von Karzinom zerstort ist,
bei groBen Karzinomen das PA nur schwer auffindbar ist, das PA histologisch vom Karzinom
schwer zu unterscheiden ist oder das gesamte PA durch Sklerosierung devitalisiert ist. Auf der
Basis der oben genannten Probleme kann man davon ausgehen, dass bis zu 1/3 der Falle nicht

korrekt als CEPA diagnostiziert werden (3)(4)(5).

Die vorliegende Arbeit basiert auf der groBBten je untersuchten Serie von CEPA.

1.2. Allgemeines, Hiufigkeit, Alter, Geschlecht, Lokalisation

Das CEPA macht 4% der Speicheldriisenneoplasien und 12-25% der Speicheldriisenkarzinome
aus. Der Altersgipfel liegt zwischen dem 60. und 70. Lebensjahr, etwa 10 Jahre spater als fiir
Patienten mit PA (6). Geographische Unterschiede wurden in Studien festgestellt. In
GroBbritannien waren 1997 25% aller priméren malignen Parotisneoplasien CEPA, wéhrend es

1988 in den USA nur 12% waren. In der Schweiz wurde ein Wert von 14% erhoben (6).

Das CEPA ist bei den meisten Patienten (81,7%) in der Glandula Parotis lokalisiert, gefolgt von
der Glandula submandibularis (18%) und der Glandula sublingualis (0,3%) (1). Die kleinen

Speicheldriisen, vor allem am harten und weichen Gaumen sind auch hiufiger befallen.



1.3. Die Mehrschrittkanzerogenese des CEPA

Urspriinglich wurde das CEPA als invasives, hiufig fortgeschrittenes und aggressives
Karzinom definiert. Das Konzept des nicht invasiven, intrakapsuldren Stadiums des CEPA mit
besserer Prognose wurde als erstes 1977 von LiVolsi und Perzin postuliert (7). Bereits 1984
sprach Tortoledo et.al. die Problematik der verwirrenden Terminologie an und postulierte in
seiner Publikation anhand von 40 Féllen erstmals eine Infiltrationsgrenze von extrakapsulér
invasiven CEPA mit hdufig letalem Ausgang von 8 mm (8). 1997 publizierten Brandwein et al.
anhand von 12 Fillen die Prognose von nicht-invasivem und minimal-invasivem CEPA (9).
2005 publizierte Altemani et al. eine Studie beziiglich der Progession des CEPA (10). Die
Karzinome wurden in 3 Subgruppen unterteilt. In rein intrakapsuldre CEPA, in minimal-
invasive CEPA mit einer Tiefeninfiltration von < 1,5mm und in grob invasive CEPA. Die

Gruppe der intrakapsuldren CEPA wurde hier als ,,in situ* bezeichnet.
Anhand der histomorphologischen Schritte wird heute eine Mehrschrittkanzerogenese

postuliert. Das CEPA wird in ein intraduktales Frithstadium, ein extraduktal-intrakapsuldres

Stadium und in ein extrakapsulir-invasives Stadium unterteilt (4)(11)(Abb. 1 und Abb. 2).

Abb. 1: Entwicklung der Terminologie

historisch: CEPA allumfassend aggressives Karzinom

intrakapsuldres CEPA extrakapsular-invasives CEPA
rein intraduktales intrakapsular- minimal extrakapsuldr- *? grob extrakapsular-
CEPA invasives CEPA invasives CEPA invasives CEPA

Zusitzliche Terminologie: in situ / nicht invasiv / friihes CEPA

*, die Grenze zwischen minimal invasivem und grob invasivem CEPA wird bis dato diskutiert,
unseren Ergebnissen nach konnte sie bei einer Tiefeninfiltration zwischen 5 und 8§ mm liegen.

nach Thrler 2016 eingereicht



Abb. 2: Schematische Darstellung der Mehrschrittkanzerogenese

Benigne Luminalzellen des PA (+ CK7, CK18) N\

‘ Malgne transformierte Luminalzellen \\
(+ CK7, CK18, partly +p53) B
L

Abluminale Myoepithelzellen des PA (+ CK14, p63, actin)
Nuklear Ki67 (MIB 1)

1. rein intraduktales CEPA entsteht durch die maligne Transformation der Luminalzellen innerhalb der duktalen
(diese Phase ist von langer Dauer und hat eine sehr gute Prognose)

trukturen des PA

2. extraduktal-intrakapsuldr invasives CEPA die malignen Zellen durchbrechen die myoepitheliale Zellschicht und infiltrieren
innerhalb der Matrix des PA. (diese Phase ist von kurzer Dauer und hat eine gute Prognose)

3. extrakapsulér-invasives CEPA die malignen Zellen tiberschreiten die Pseudokapsel des PA und infiltrieren in das umliegende
Gewebe. 3a. minimal extrakapsulér-invasives CEPA (positive Prognose) 3b. maximal extrakapsular-invasives CEPA
(schlechte Prognose)

nach Thrler 2007

Intraduktales Friihstadium

Im Anfangsstadium kommt es mutmallich als Folge einer weiteren Mutation zu einer
Vermehrung von luminalen Duktalzellen des PA mit unterschiedlich stark ausgeprigten
zelluldren Atypien und zunehmender Zellproliferation. Die Neoplasie findet innerhalb der
tubulédren Strukturen des PA statt und wird von nicht-atypischen dulleren Myoepithelzellen des
PA begrenzt (4)(11)( Abb. 2). Komedonekrosen mit zum Teil assoziierten Verkalkungen kénnen
vorhanden sein. Sklerosen, die das PA zum Teil hochgradig bis subtotal devitalisieren und

assoziierte Verkalkungen kénnen vorkommen.(Abb. 3)




Abb. 3: Darstellung eines intraduktalen CEPA — HE Fiirbung
~ = — ’/"’4‘ m’

Extraduktales-intrakapsuléires Stadium

Vermutlich erst nach Jahren durchbrechen die intraduktalen malignen Zellen die myoepitheliale
Zellschicht und infiltrieren innerhalb der Matrix des PA. Das Karzinom (Ca) ist damit noch auf
den Bereich des pleomorphen Adenoms beschriankt und damit noch dem Konzept des

intrakapsuldren CEPA zugehorig. Die Wahrscheinlichkeit einer himatogenen Metastasierung ist

hier sehr gering.

Extrakapsuliir-invasives Stadium

Das extrakapsulir-invasive CEPA stellt das letzte Progressionsstadium dar. Die intrakapsular-
invasiven malignen Karzinomzellen liberschreiten dabei die Pseudokapsel des PA und kdnnen
darauthin in das sie umgebende Gewebe infiltrieren und bekommen dadurch die Moglichkeit

lymphogen und himatogen zu metastasieren (Abb. 4).



Abb. 4: Darstellung eines minimal extrakapsuliir - invasiven CEPA mit einer

Tiefeninfiltration von 3mm auflerhalb der Kapsel des PA (Pfeile) — HE Firbung.
J s ‘7 » - r—

Das invasive CEPA manifestiert sich in unterschiedlichen Karzinomtypen und ist haufig grof3,
aggressiv infiltrierend und hat eine schlechte Prognose (Abb. 5).

Man unterscheidet zwischen Adenokarzinom, undifferenziertem Karzinom,
Speichelgangkarzinom, Plattenepithelkarzinom, myoepithelialem Karzinom, sowie weiteren
seltenen Typen. Da in Voruntersuchungen die myoepithelialen Typen des CEPA sich als stark
divergierend von den anderen Karzinomtypen erwiesen haben, haben wir uns entschlossen, sie

in eine separate Gruppe einzuteilen.

10



1.4.

Abb.5: Darstellung eines grob invasiven CEPA mit einer stark ausgedehnten
Gewebeinfiltration (Pfeile), der priexistente PA Knoten ist durch einen Asterisk

gekennzeichnet — HE Féiarbung

Mehrere Studien haben gezeigt, dass das Ausmal der Tiefeninfiltration des extrakapsulr-
invasiven Karzinoms klinisch von grofler Bedeutung ist. Je geringer sie ausfillt, desto besser ist
die Prognose. Spiro et al. setzt die Infiltrationstiefe, ab der es zu einer stark sinkenden
Uberlebensrate kommt, bei 6mm fest (12), wihrend Tortoledo et al. ab 8mm einen stark
negativen Verlauf dokumentieren (8). Lewis et al. definieren die Grenze der Infiltrationstiefe
bei Smm. Alle Fille, bei denen das CEPA stérker infiltriert war, hatten einen ungiinstigen
Verlauf (13). Weiler et al. aus unserer Arbeitsgruppe bestimmten die Grenze der

Tiefeninfiltration zwischen guter und schlechter Prognose zwischen 5 und 8mm (11).

Karzinom ex primires PA versus Karzinom ex rezidiviertes PA

Das CEPA kann héufiger aus einem priméren PA oder seltener aus einem rezidivierten PA
entstehen. Der prozentuale Anteil an CEPA, die aus einem rezidivierten PA entstehen liegt in

der Literatur zwischen 10% und 30% (4)(11). Rezidivierte PA haben fast immer multiknotige
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1.5.

1.6.

Rezidivmanifestationen. Die einzelnen Knoten sind in der Regel klein und eher zellarm. Diese
Knoten weisen hdufig eine fehlende Kapselbildung und ein pseudoinfiltratives

Wachstumsmuster auf.

Der beim rezidivierten PA meist kleine malige transformierende Adenomknoten ist wegen
Uberwachsung durch das invasive Karzinom hiufig nicht zu identifizieren (4)(11). Friihere
eigene Untersuchungen (11) konnten zeigen, dass die Prognose des Ca ex rezidiviertes PA

ungiinstiger ist als die des Ca ex priméres PA.

Molekularpathologische Befunde beim CEPA

Erschwerend fiir die molekularpathologische Diagnostik ist, dass das Karzinom multiple
Mutationen aufweist. Ein Hinweis dafiir ist unter anderem die hohe Zellpleomorphie, die durch
Ploidiestudien bestitigt wurde. Zellen kdnnen den doppelten, 4-fachen oder 8-fachen
Chromosomensatz enthalten, als Hinweis auf eine hohe chromosomale Instabilitdt. Das hiufige
Vorhandensein von p53 Genmutationen wird von diversen Publikationen bestitigt. Im Schnitt

zeigen zwischen 30% und 40% der Félle p53 Mutationen.

Fragestellung und Zielsetzung der vorliegenden Untersuchung mit Fokussierung auf die

intraduktale Phase des CEPA.

O Charakterisierung des intraduktalen CEPA hinsichtlich konventioneller Histologie,

Immunbhistologie und molekularer Marker anhand einer grofen Serie (74 Félle mit CEPA)

O Identifizierung von Fakten, welche die Hypothese der Mehrschrittkanzerogenese

unterstiitzen, Vergleich zwischen der intraduktalen Phase und der invasiven Phase des CEPA

O Diskussion der prognostischen und therapeutischen Bedeutung der intraduktalen Friithphase

Vergleich der intraduktalen Frithphase des CEPA mit dem intraduktalen Mamma-Karzinom.
Diskussion der optimalen Terminologie der Frithphasen des CEPA

12



2. Material

2.1. Patientenkollektiv

2.1.1. Gesamtes Patientenkollektiv

Das gesamte Patientenkollektiv setzt sich aus 74 Féllen zusammen. Von den 74 Patienten sind
33 weiblich und 41 ménnlich. Das durchschnittliche Alter liegt bei 59 Jahren, wobei der jiingste
Patient in unserem Kollektiv 32 und der dlteste 89 Jahre alt ist. Das Karzinom ist primér zu
73% in der Glandula Parotis und zu 27% in anderen Driisen lokalisiert. Am zweithdufigsten
finden wir das Karzinom in der Glandula submandibularis mit 16%, gefolgt von den kleinen
Speicheldriisen mit 7% und der Tranendriise mit 4 %. Bei 56 der 74 Fille (75,7%) entstand das
Karzinom aus einem priméren pleomorphen Adenom, wéhrend bei 18 der 74 Félle (24,3%) das
Karzinom aus einem rezidivierten pleomorphen Adenom entstand. Die Diagnose rezidiviertes
PA wird anhand der klinischen Anamnese und/oder durch das Vorhandensein von multifokalen

Adenomknoten gestellt.

Bei der Auswertung wird zunéichst eine Einteilung nach den oben definierten

Progressionsstadien vorgenommen.

2.1.2. Kollektiv mit rein intrakapsuliirem CEPA (intraduktal/ extraduktal)

Das Kollektiv setzt sich aus 25 Féllen zusammen. Es besteht aus 23 rein intraduktalen und 2
intraduktal-extraduktalen Fillen. Da die extraduktal-intrakapsuldre Fallzahl so gering ist,
werden sie nicht als eigenes Kollektiv gefiihrt, sondern bilden mit den rein intraduktalen Féllen

ein gemeinsames Kollektiv.

Es besteht aus 12 weiblichen und 13 méinnlichen Patienten. Das durchschnittliche Alter
betragt 58 Jahre. Die Altersspanne zwischen dem jiingsten Patienten mit 35 Jahren und dem
dltesten Patienten mit 85 Jahren betrdgt 50 Jahre. Das rein intraduktale Karzinom ist mit 88%
am haufigsten in der Glandula Parotis und mit 12% in anderen Driisen lokalisiert. Zu jeweils
4% befindet sich das CEPA in der Glandula submandibularis, den kleinen Speicheldriisen und
der Tranendriise. Bei 20 Féllen entstand das Karzinom aus einem priméren pleomorphen

Adenom und bei 5 Féllen aus einem rezidivierten pleomorphen Adenom.

13



2.1.3. Kollektiv mit extrakapsulir-invasivem CEPA

Die Gruppe der extrakapsuldren CEPA stellt mit 34 Patienten die grof3te Unterfraktion dar. Sie
besteht aus 13 weiblichen und 21 ménnlichen Patienten. Das durchschnittliche Alter betrégt 63
Jahre, wobei die Altersspanne zwischen dem jiingsten Patienten mit 32 Jahren und dem &ltesten
Patienten mit 89 Jahren, 57 Jahre betrdgt und damit groBer ist, als die bei den rein
intrakapsuldren Karzinomen. Mit 79% ist die Glandula Parotis die hdufigste Lokalisation des
CEPA, gefolgt von der Glandula submandibularis mit 12%, den kleinen Speicheldriisen mit 6%
und der Trénendriise mit 3%. 25 Félle stammen aus einem priméren und 9 Fille aus einem

rezidivierten pleomorphen Adenom.

2.1.4. Kollektiv des myoepithelialen Typs des CEPA

Teilweise in fritheren Publikationen bereits publiziert (4)(11) und in der vorliegenden
Untersuchung bestitigt, unterscheiden sich die CEPA des myoepithelialen Typs in vielen
Aspekten gravierend von anderen histologischen Typen des CEPA. Als wichtigstes
Unterscheidungskriterium besitzen diese Tumore keine intraduktale Komponente und werden

zum besseren Verstandnis als separate Gruppe gefiihrt.

Es handelt sich um ein Kollektiv von 15 Féllen mit 8§ weiblichen und 7 ménnlichen
Patienten. Das Durchschnittliche Alter liegt bei 57 Jahren, die Altersspanne zwischen dem
jingsten Patienten mit 18 Jahren und dem édltesten Patienten mit 88 Jahren ist mit 70 Jahren die
GroBte des gesamten Patientenkollektivs. Das myoepitheliale CEPA unterscheidet sich von
anderen CEPA auch anhand der Lokalisation. So sind 60% der Félle nicht in der Glandula
Parotis lokalisiert. Mit einer Haufigkeit von 40% sind sowohl die Glandula Parotis als auch die
Glandula Submandibularis gleichmifBig betroffen, gefolgt von den kleinen Speicheldriisen mit
13% und der Tranendriise mit 7%. Von den 15 Féllen entstanden 11 myoepitheliale Karzinome

aus einem priméren und 4 aus einem rezidivierten pleomorphen Adenom.

14



3. Methode

3.1. Fixierung und Einbettung der Gewebeproben

3.2.

Die Félle stammen aus dem Kollektiv des Pathologischen Instituts der Ludwig-Maximilians-
Universitidt Miinchen (LMU), im Rahmen von Kooperationen aus den Archiven der Universitit
zu Koln, des Universititsklinikums Erlangen, dem Uniklinikum Dresden, sowie aus
Konsilzusendungen an das pathologische Institut der LMU bzw. ab 2010 an das Labor fiir
Dermatohistologie und Oralpathologie Miinchen (Prof. Dr. S. Ihrler).

Fur die Fixierung wurden die Gewebeproben unmittelbar nach ihrer Entfernung mit
gepuffertem 4-10%igen Formaldehyd (Formalin) fiir 24 -28 Stunden behandelt und
daraufhin in Paraffin (Paraplast, Vogel, Giessen, Deuschland) eingebettet (Fowler, O’Leary,

& Mason, 2013).

Von den vorhandenen Blocken wurden die jeweils benétigten Schnitte hergestellt. Die
Schnitte haben eine Dicke von 2-3um. Sie wurden mit Schlittenmikrotomen und Einmal-
Stahlklingen angefertigt und auf silanisierte Objekttrager (SuperFrost/Plus, Mentzel)

aufgezogen.

Immunbhistologie

3.2.1. Grundlagen der Immunhistologie

Die Immunhistologie dient der Darstellung antigener Strukturen. So kénnen zum Beispiel
Proteine in Gewebsschnitten durch die Anwendung von Antikérper-Farbkomplexen exakt
topographisch dargestellt werden. Die immunhistologische Farbung kann auf einem 2
Schritt Prinzip basieren. Zuerst wird ein primarer Antikorper verwendet, dessen Aufgabe
es ist, sich spezifisch an das Epitop eines gesuchten Antigens im Gewebe oder einer Zelle
zu binden. Als Antikoérper werden polyklonale Antiseren und monoklonale Antikorper

eingesetzt.

15



Die Antiseren werden von Tieren gewonnen. Kaninchen, Ziegen, Schafe oder Schweine
werden mit gereinigtem Antigen immunisiert und ihre Seren, die gegen das Antigen

gerichtete Antikorper produziert haben, werden periodisch gewonnen.

Da polyklonale Antikdrper gegen mehrere Epitope gerichtet sind, weisen sie eine hohe
Aviditat auf. Unerwiinschte Hintergrundreaktionen konnen auftreten. Monoklonale
Antikorper hingegen sind nur gegen ein einzelnes Epitop gerichtet, wodurch es zu einer
Steigerung der Spezifitit der immunhistochemischen Reaktion kommt. Sie entstehen
durch Fusion von in Kultur geziichteten Tumorzellen mit immunglobulinproduzierenden
Milzzellen immunisierter Tiere. Die dadurch entstandene Zellkultur aus immortalisierten
Zellhybriden wird in Reagenzflaschen gehalten und kann selektioniert gewtinschte

Antikorper produzieren.

Die Antikérper konnen praktisch aus dem Uberstand des Kulturmediums in unlimitierten
Mengen gewonnen werden. Wahrend des zweiten Schritts kommt es zur Lokalisierung
und der damit verbundenen Visualisierung der Antigen-Antikdrper Bindungsstelle. Dies
kann durch zwei verschiedene Methoden erreicht werden. Bei der direkten Methode wird
ein Markermolekiil, zum Beispiel ein Enzym verwendet. Dieses koppelt sich an den
primaren Antikorper und kann ihn damit direkt nach dem ersten Inkubationsschritt
darstellen. Die indirekte Methode stellt die Antigen-Antikoérper Reaktion im Gewebe
durch die zuséatzliche Verwendung von immunologischen oder chemischen Reaktionen
dar. Sekundare Antikorper, die entweder mit Markermolekiilen ausgestattet oder in der
Lage sind mit Markermolekiilen oder Enzymen einen Komplex zu bilden, werden gegen
die primaren Antikorper gerichtet. Es handelt sich hierbei um ein mehrstufiges

Detektionssystem (14).

3.2.2. Vorbehandlung und Antigendemaskierung

Fiir die immunhistologischen Untersuchungen wurden die 2-3 um dicken und auf Objekttrager
aufgezogenen Schnitte in Xylol entparaffiniert (2x15 Minuten) und anschlieBend rehydriert
(Ethanol 100% 2x5 Minuten; Ethanol 96% 2x5 Minuten; Ethanol 70% 2x5 Minuten; Aqua
dest. 3x5 Minuten). Bei vielen Gewebsantigenen kann es durch die vorausgegangene
Formalinfixierung zu einer sterischen Konformationsdnderung kommen. Durch Inkubation mit
verschiedenen Vorbehandlungen (TRS6, Citrat, Protease XXIV) in Mikrowellengeréten
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(Panasonic NN-4241, Japan) kommt es zu einer optimalen Antigenerkennung. Die Schnitte
werden, abhdngig vom gesuchten Antigen bzw. den verwendeten Antikdrpern, in
mikrowellenfesten Plastikkiivetten (TPX, Brand, Deutschland) fiir 15 bis 30 Minuten bei 750
Watt gekocht. Die dabei verdampfte Fliissigkeit wird jeweils ersetzt. Danach werden die
Schnitte abgekiihlt (20 Minuten RT). SchlieBlich werden die Schnitte zwei mal fiir jeweils fiinf

Minuten in 50mmol TRIS-Puffer gewaschen.

3.3 Histomorphologische und immunbhistologische (IH) Marker und Fluoreszenz-in-Situ-

Hybridisierung (FISH) und deren Auswertungssysteme

Die histomorphologischen und immunhistochemischen Befunde setzen sich aus dem
Karzinomtyp, der GroBe des jeweiligen PA, dem Karzinomanteil des intrakapsuliren CEPA am
PA, dem histologischen Wachstumstyp, dem histologischen Grading, dem Grad der
Devitalisierung des PA, der Expression von p53, der Proliferation anhand von Ki67, der
Bestimmung des Hormonrezeptors Her2Neu mittels Immunhistologie und FISH, der

Expression des Androgenrezeptors und der Expression von CK 7,14,18 und p63 zusammen.

Beim histologischen Typ des invasiven Karzinoms wird zwischen Adenokarzinom,
undifferenziertem Karzinom, Speichelgangkarzinom, Plattenepithelkarzinom und
myoepithelialem Karzinom unterschieden. Beim Wachstumstyp des intraduktalen Karzinoms
wird zwischen solid, linear und papillér (ein Fall) unterschieden, wobei fiir die Auswertung der
papilldre Fall gemeinsam mit den linearen Féllen gewertet wird. Das histologische
Malignitétsgrading des indraduktalen und invasiven CEPA orientiert sich am ,,Nottingham
grading system*®, einem 3-Schritt Klassifizierungssystem von G1-G3 fiir Mamma-Karzinome
(DiPalma et al., 2012).Das eventuelle Vorhandensein von intraduktalen Komedonekrosen,
intraduktalen Verkalkungen und interstitiellen Sklerosen wird mit Hilfe eines 3 Schrittsystems

quantifiziert. Es wird zwischen nicht (0), schwach (I) und stark (II) vorhanden unterschieden.

Bei den in Prozent angegeben Werten fiir Karzinomanteil, Devitalisierung und Ki67 handelt es
sich jeweils um eine semiquantitative subjektive Einschédtzung in 10 Prozent Schritten. Die
einzige Ausnahme bilden hier die Werte des Proliferationsmarkers Ki67, wo bei Werten <10%

auch 3 Prozent Schritte angewendet werden.

Das Ki67-Antigen ist ein Proliferationsmarker. Die Gré8e des Proliferationskompartiments
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wird durch die Wachstumsfraktion bestimmt, welche der Einbaurate von 3H-Thymidin in die
Tumorzellen entspricht. Ki67 wird in der G1-, der S-, der G2- und der M-Phase des Zellzyklus
exprimiert. Zellen in der GO Phase exprimieren das Antigen nicht, weshalb Ki67 Informationen

iber die Wachstumsgeschwindigkeit eines Tumors liefert (14)(15)

Die als Zytokeratine zusammengefassten Proteine werden von epithelialen Zellen gebildet. Sie
sind mafgeblich an der intrazelluldren Filamentbildung beteiligt und sind somit fiir das
Zytoskelett verantwortlich. Sie sind unter anderem fiir die Formgebung und die mechanische
Stabilisierung der Zelle verantwortlich. Wéahrend Breitspektrumzytokeratine alle epithelialen
Zellelemente der Speicheldriisen markieren, lassen sich durch Anwendung selektiver
Zytokeratinantikdrper einzelne Zellgruppen selektiv darstellen. Nach Moll (1987) unterscheidet
man zwischen 20 verschiedenen Zytokeratinen, die sich in 2 Gruppen einteilen lassen. Gruppe
1 besteht aus den sauren Zytokeratinen, zu denen CK 9 bis CK20 gehoren. Gruppe 2 besteht
aus den neutral — basischen Zytokeratinen, zu denen CK1 bis CK 8 gehdren. Die beiden
Proteingruppen bilden miteinander Heterodimere, sodass von den Epithelien mindestens 2

Zytokeratine exprimiert werden. (16)(15)

p63 ist ein Tumorsupressorgen und kodiert fiir verschiedene Isoformen von p63- homologen
Proteinen. Hauptsichlich reguliert p63 die Proliferation und Differenzierung von
mehrschichtigen Plattenepithelien. Es wird angenommen, dass p63 auch bei der Transkription
spezifischer Gene eine Rolle spielt, allerdings ist seine genaue Aufgabe bei diesem Vorgang

noch unbekannt. (16)(15)

Fiir Zytokeratin 7,14 und 18, sowie fiir p63 wird dasselbe Auswertungssystem verwendet.
Es handelt sich um ein 3 Schrittsystem (0,1+,2+) und umfasst Stirke und Anzahl der positiv

exprimierten Zellen.

Die immunbhistologischen Befunde beziiglich molekularer Aspekte setzen sich aus der eventuell
vorhandenen Expression des Tumorsupressorgens p53, des human epidermal growth receptor 2

(Her2Neu) und des Androgenrezeptors, einem Transkriptionsfaktor, zusammen.

Tumorsupressorgene sind normale zelluldre Gene mit supprimierender Wirkung und regulieren
unter anderem auch das Zellwachstum. Kommt es zum Funktionsverlust der
Tumorsupressorgene kdnnen tumordse Zellen ungehindert proliferieren. Das p53 Gen
entscheidet iiber die DNA Reparaturmechanismen jeder Zelle. Ist der Schaden zu grof3 und die

Zelle nicht mehr in der Lage ihre urspriingliche DNA Sequenz wiederherzustellen, wird die
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Apoptose der betroffenen Zelle eingeleitet. Bei Mutationen oder anders herbeigefiihrtem
Fehlverhalten des Gens kann einerseits die urspriingliche genetische Struktur nicht wieder
hergestellt werden, andererseits kann der programmierte Zelltod auch nicht mehr ausgelost
werden. Durch die dadurch entstehende verléngerte Lebensdauer kommt es zu einer Anhidufung
des p53-Proteins im Zellkern. Diese Ansammlung ist schlieSlich immunhistochemisch

nachweisbar (14)(15)

Beim Auswertungssystem fiir p53 handelt es sich um ein modifiziertes Auswertungssystem von
Remmele et al. (17). Es ist ein 12 Punktsystem, welches die Stirke der positiv exprimierten
Zellen (0 = nicht, 1 = schwach, 2 = moderat und 3 = stark vorhanden) und deren Menge in
Prozent (1 =1-20%, 2 =21 —-50%, 3 =51 — 80% und 4 = 81 — 100%) beinhaltet. Die
Ergebnisse der Stirke und Menge werden miteinander multipliziert und konnen so einen Wert

zwischen 0 und 12 ergeben. Werte ab 6 werden als positiv angesehen.

Die Abkiirzung Her2Neu steht fiir human epidermal growth receptor 2. Er regt die
Zellproliferation an und hemmt die Apoptosefunktion. Es handelt sich um einen
membransténdigen Rezeptor, der tumorassoziiert tiberexprimiert werden kann. Her2Neu gehort
zu den Tyrosinkinase-Rezeptoren. Der Rezeptor ist somit in der Lage durch intrazelluldre
Enzyme Phosphatgruppen an Tyrosinreste von intrazellulldren Effektormolekiilen zu koppeln.
Das c-erbB2-Gen (cellular avian erythroblastosis homologue B2) kodiert Her2Neu. Kommt es
zu einer Uberexpression von Her2Neu ist diese meistens auf eine Gen-Amplifikation des c-

erbB2 Gens zurlickzufiihren (15)(18)

Als Auswertungssystem fiir die immunhistologische Detektion von Her2Neu wird das
»ASCO/CAP scoring system* verwendet (19)(20)(21) Es ist ein 4 Schritt System von 0 — 3+.
Das System beinhaltet die Stirke der Farbung, die Anzahl der positiven Zellen und die
Lokalisation der Féarbereaktion. Den Wert 0 erhélt man, wenn keine membrandse Farbung zu
erkennen ist oder weniger als 10% aller Zellen angeféarbt werden. 1+ bedeutet dass eine
inkomplette membrandse Farbung in mehr als 10% der Zellen zu erkennen ist. 2+ erhélt man
bei einer schwach bis moderat ausgepragten kompletten membrandsen Farbung bei mehr als
10 % der Zellen. 3+ bedeutet eine starke komplette membrandse Farbung von mehr als 30%

der Zellen. Als eindeutig positiv werden nur Werte von 3+ angesehen.

FISH steht fiir die Fluoreszenz in situ Hybridisierung. Durch sie kdnnen Nukleinséuren, also
DNA oder RNA nachgewiesen werden. Einstrangige markierte Nukleinsduren werden als

Sonden eingesetzt. Sowohl DNA wie RNA konnen als Sonden verwendet werden. Die Sonde
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muss allerdings die komplementire Sequenz der Zielstruktur enthalten, sodass sie sich
spezifisch binden kann. Unter dem Begriff Hybridisierung versteht man die Bindung eines
Nukleinstranges an einen komplementiren Strang. Da die Sonde markiert ist, kann sie
lokalisiert werden. Sobald die Sonde einen gewissen Bereich auf der Zell — DNA {iberspannt,
kann sie auch direkt mit einem Fluoreszenz-Farbstoff gekoppelt werden. Die
fluoreszenzmarkierten Proteine sind mit Hilfe eines Fluoreszenz-Mikroskops erkennbar oder
konnen durch weitere Antikdrpermarkierungen verstarkt und damit sichtbar gemacht werden
(15). Bei der Fluoreszenz in situ Hybridisierung von Her2Neu (Her2Neu FISH), wird zwischen

amplifiziert und nicht amplifiziert unterschieden.

Der Androgenrezeptor gehort zur Gruppe der nukledren Rezeptoren und ist ein Steroidrezeptor.
Das Androgenrezeptorgen ist am X-Chromosom lokalisiert. Es ist ein Transkriptionsfaktor und
damit fiir die Transkription spezifischer Zielgene verantwortlich. Dies gelingt ihm iiber eine
direkte Interaktion mit den regulatorischen Sequenzen in der DNA. Es kommt zu einer
verstdrkten Synthese von bestimmten Proteinen. Kommt es zu einer Storung des
Androgenrezeptorgens, zum Beispiel durch eine Mutation, kann dies den Verlust seiner

Bindungsfihigkeit bedeuten.(14)

Das hier verwendete Auswertungssystem fiir den Androgenrezeptor ist das ,,Allred scoring
system for breast cancer* (19)(22) Es handelt sich um ein 8 Punktsystem, welches ebenfalls die
Stirke der Fiarbung, die Anzahl der positiven Zellen und die Lokalisation der positiven Zellen
beinhaltet. Fiir die Stiarke werden den exprimierenden Zellen Werte von 0 = nicht, 1 = schwach,
2 = moderat, und 3 = stark vorhanden, gegeben. Fiir die Anzahl der positiven Zellen wird deren
Menge prozentual semiquantitativ subjektiv eingeschitzt und fiir Werte von 0 bis < 1% 1
Punkt, 1-10% 2 Punkte, 11-33% 3 Punkte, 34-66% 4 Punkte und 67-100% 5 Punkte vergeben.
Die Werte der beiden Aspekte werden anschlieBend miteinander addiert. Der Endwert liegt so

zwischen 0 und 8. Werte groBer als 3 werden als positiv angesehen.
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4. Ergebnisse

Alle 74 Fille konnen anhand der oben beschrieben Methode ausgewertet und in die Studie
integriert werden. Aufgrund der Qualitit und Beschaffenheit der Priparate ist es jedoch bei
einem Préparat eines intrakapsuldren Karzinoms (1/25 = 4%), 23 Prédparaten eines invasiven
Karzinoms (23/34 = 67,6%) und 13 Priparaten eines myoepithelialen Karzinoms (13/15 =

86,7%) nicht moglich alle Kriterien zu erheben.

Die Ergebnisse der einzelnen Félle sind in Tabelle 1, 2 und 3 dargestellt. Eine

Gegeniiberstellung der unterschiedliche Ergebnisse der einzelnen Subgruppen sind in den

Tabellen 4,5 und 6 dargestellt.
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Tabelle 1. rein intraduktales CEPA

intraduktales Karzinom

Fall Sex | Alter Lok [ pTNM | Prim ID (1) Ca- GroéRe CEPAin | Wachs- Grad Komedo- | Verkalkung | Skle- | Devital- | Ki67 in p53 | Her2Neu Her2Neu Androgenre- | CK18/7 CK14
(0) ICI (2) Typ PAin % von tumstyp nekrosen | intraduktal rose isier- % FISH zeptor
Rez (1) mm PA ung in IH IH IH
%
1 M 60 P Tis,NO 0 1 DCIS 26 80 solid G3 1 1 1 40 30 12 3+ A 4 2+ 0
2 F 81 P Tis,Nx 0 1 DCIS 24 50 solid G3 1 0 1 20 30 2 3+ A 4 2+ 0
3 M 60 P Tis,Nx 0 1 DCIS 38 40 linear G2 0 0 1 0 5 0 1+ NA 7 2+ 0
4 M 40 P Tis,NO 0 1 DCIS 42 60 solid G3 | 0 I 20 30 6 3+ A 2 2+ 0
5 M 35 P Tis,Nx 1 1 DCIS 14 20 linear G3 0 0 0 0 5 6 0 NA 4 2+ 0
6 M 75 P Tis,Nx 0 1 DCIS 19 30 linear G3 0 0 0 0 10 6 1+ NA 6 2+ 0
7 M 51 P Tis,Nx 1 1 DCIS 10 70 linear G2 0 0 1 40 20 0 3+ A 7 2+ 0
8 F 39 P Tis,NO 0 1 DCIS 27 90 linear G3 0 0 0 0 30 1 3+ A 7 2+ 0
9 F 50 P Tis,NO 0 1 DCIS 8 30 linear G2 0 0 1 40 5 0 0 NA 7 2+ 0
10 M 57 P Tis,Nx 1 1 DCIS 8 90 linear G2 0 0 0 0 20 12 0 NA 6 2+ 0
11 M 75 P Tis,Nx 0 1 DCIS 17 90 papillar G3 | 0 0 0 30 2 1+ NA 7 2+ 0
12 F 62 P Tis,Nx 1 1 DCIS 13 20 linear G3 0 0 0 0 30 0 0 NA 0 2+ 0
13 F 66 P Tis,NO 0 1 DCIS 42 90 solid G3 11 | 1 80 30 0 0 NA 4 2+ 0
14 F 51 K Tis,Nx 0 1 DCIS 8 20 linear G2 0 0 0 0 10 0 3+ NA 7 2+ 0
15 M 51 P Tis,Nx 0 1 DCIS 25 10 linear G3 0 0 0 0 10 0 0 NA 7 2+ 0
16 M 61 K Tis,Nx 0 1 DCIS 45 70 linear G3 0 0 1 20 40 6 1+ NA 4 2+ 0
17 M 64 P Tis,Nx 0 1 DCIS 25 80 solid G3 I 0 1 0 20 1 1+ NA 7 2+ 0
18 F 82 P Tis,Nx 0 1 DCIS 28 90 solid G3 1l 0 1 20 10 1 1+ NA 7 2+ 0
19 M 71 P Tis,Nx 0 1 DCIS 16 90 linear G3 | 0 I 20 20 1 2+ NA 7 2+ 0
20 M 34 P Tis,Nx 0 1 DCIS 10 90 solid G3 1 0 1 60 30 2 3+ A 7 2+ 0
21 F 58 P Tis,Nx 1 1 DCIS 15 90 solid G3 1 1 0 0 10 0 0 NA 7 2+ 0
22 F 62 P Tis,Nx 0 1 DCIS 22 40 linear G3 0 0 0 0 20 2 3+ A 7 2+ 0
23 F 46 P Tis,Nx 0 1 DCIS 17 100 linear G2 0 0 0 0 10 2 3+ - - 2+ 0
24 F 61 P T1,N1 0 12 Adeno 27 50 linear G3 0 0 0 0 10 8 1+ NA 7 2+ 0
25 F 61 S T1,Nx 0 12 Adeno 45 20 linear G3 0 0 0 0 10 12 0 NA 7 2+ 0

Sex, Geschlecht; Lok, Lokalisation; P, Glandula Parotis; S, Glandula Submandibularis; K, kleine Speicheldriisen; T, Tranendriise; Prim, priméres pleomorphes Adenom; Rez, rezidiviertes pleomorphes Adenom; ID, intraduktales CEPA; ICI, intrakapsulares
nicht auswertbar; p53 IH: 0 - 12 Punkte; Her2Neu IH: 0 - 3+; Her2Neu FISH: A, Amplifiziert, NA, nicht
amplifiziert; Androgenrezeptor : 0 - 8 Punkte; CK18/7/14: 1+,2+; gelb, positive Werte; rosa, CEPA mit einem linearen Wachstumsmuster; griin, CEPA mit einem soliden Wachstumsmuster; blau, CEPA ex rezidiviertem PA;

invasives CEPA; Ca-Typ, Karzinomtyp; DCIS, duktales Karziom in situ; Adeno, Adenokarzinom; 0, negativ; I, schwach positiv; I, stark positiv —,
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Tabelle 2. Extrakapsulir-invasivees CEPA

intraduktales/intrakapsuléres Karzinom

extrakapsulér / invasives Karzinom

Fall Sex Alte | Lok. | pTNM Prim | ID (1) Ca-Typ GroBe | CEPA Wach | Grad | Kome | Verkal | Skle- | Devital | Ki67 | p53 | Her2Neu | Andro- | CK18/7 | CK14 | Grad | Tiefe | Ki67 p53 Her2Neu | Andro- CK18/7 | CK1
r (0) ICI (2) PAin | in% stums do- k-ung rose | isier- in% genre- in in % genre- 4
Rez. | EC(3) mm von PA | typ nekro ung in IH IH zeptor mm IH IH zeptor
1) se %
26 M 65 P T1,NO 0 1/3 Adeno 14 80 solid G3 1 0 I 30 20 12 2+ 8 1+ 0 G3 1 - - - - - -
27 M 62 P TiIN2b | O 1/2/3 Adeno 32 70 solid G3 1 | I 30 30 0 3+ 8 3+ 0 G3 1 - - - - - -
28 M 60 P T1,NO 0 1/213 Undiff 18 90 solid G3 1 I I 60 20 12 3+ 8 2+ 0 G3 2 - - - - - -
29 M 51 P T1,Nx 0 17213 Adeno 18 20 solid G3 1 1 1 70 - - - 8 2+ 0 G3 3 20 6 - 0 1 1
30 M 56 P T1,Nx 0 1213 Undiff 9 20 solid G3 - 1 1 90 - - - 0 3+ 0 G3 5 - - - - 3+ 0
31 F 74 P T3,N2b | 0 1213 Undiff 19 70 solid G3 1 0 1 60 40 12 0 0 3+ 0 G3 8 40 12 0 0 3+ 0
32 F 71 S TiN2b | 1 1/2/3 Adeno 13 50 solid G3 = = 1 90 = = = = = = G3 9 30 12 3+ 0 3+ 0
33 F 67 P T4aNO | O 17213 Undiff 7 100 solid G3 1 1 1 90 - - - - - - G3 10 40 0 3+ 8 3+ 0
34 M 59 P T2N2b | O 17213 Undiff 21 70 solid G3 ! 0 1 60 30 0 0 0 3+ 0 G3 13 20 0 3+ 5 1+ 0
35 F 47 P T2,N2 0 2/3 Undiff 17 - - G3 0 0 1 90 - - - - - - G3 14 - - - - - -
T4a,N2 " .
36 F 73 P b 0 1213 undiff 20 40 solid G3 1 1 1 70 20 0 3+ 5 1+ 0 G3 15 20 0 3+ 3 0 0
T4a,N2 " .
37 M 72 P b 0 1213 undiff 43 80 solid G3 1 1 1 30 20 12 1+ 8 0 2+ G3 15 - - - - - -
38 F 61 S T4aN1 |1 1/3 Sal duct 8 90 linear | G3 0 0 0 0 = = = = = = G3 15 = = = = = =
39 M 57 B T2,N1 1 3 Sal duct 2 40 = = = = = = = = = = = = G3 15 40 12 2+ 7 2+ 0
40 F 86 P T2,N2 0 1213 undiff 17 100 solid G3 1 1 1 80 - 9 3+ 0 2+ 0 G3 20 - 9 3+ 0 2+ 0
41 M 56 B T3,Nx 1 3 Sal duct = = = = = = = = = = = = = = G3 22 10 0 3+ 6 2+ 0
42 F 35 S] T3N2c |1 1213 Undiff 12 100 solid G3 1 1 1 50 = = = = = = G3 24 20 4 3+ 6 0 1+/2+
T4a,N2 i .
43 M 32 P b 0 1213 Undiff 28 30 solid G3 1 1 1l 80 70 12 3+ 6 3+ 0 G3 70 70 12 3+ 6 3+ 0
44 F 85 P’ T3,NO 1 8 Car Sar = = = = = = = = = = = = = = G3 100 10 9 0 0 0/1+ 0/1+
45 M 56 P T4a,Nx | 0 1/2/3 Car Sar 60 90 solid G3 1 | I 60 40 12 0 5 3+ 0 G3 120 40 12 0 5 3+ 0
46 F 47 P T4aNO | O 1213 Pe Ca - 0 solid G3 - 1 1 90 - - - - 0/1+ 2+ G3 18 50 6 0 0 0/1+ 2+
47 M 61 T T1,Nx 0 1213 Adeno 12 20 solid G3 1 1 1 80 5 0 3+ 7 2+ 0 G3 7 5 0 3+ 8 2+ 0
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Fall | Sex | Alter | Lok. | pTNM Prim | ID(1) | Ca-Typ | GroRe | CEPA | Wachstumstyp | Grad | Komedo- | Verkalk- | Skle- | Devitalisier- | Ki67 | p53 | Her2Neu | Andro- | CK18/7 | CK14 | Grad | Tiefe | Ki67 | p53 Her2Neu | Andro- | CK18/7 | CK14

0) ICI PAin | in% nekrose | ung rose | ungin% in% genre- in in % genre-

Rez. | (2) mm von IH IH zeptor mm IH IH zeptor

1) EC (3) PA
48 M 69 K T3,Nx 0 1/2/3 Undiff 13 60 solid G3 I | 1] 60 40 12 3+ 0 2+ 0 G3 14 70 12 3+ 3 2+ 0/1+
49 M | 49 P T4a,N1 0 1/2/13 | Undiff 20 80 solid G3 1 1 1 70 40 - - 8 1+ 1+ G3 7 20 2 - - 2+ 0/1+
50 M | 53 P T3N1 0 1/2/3 | Undiff 10 90 solid G3 | 0 1 80 30 1 3+ 8 3+ 0 G3 16 20 12 3+ 8 3+ 0
51 M | 48 P T4,N2 0 1/2/13 | Undiff 11 0 solid G3 1 1 1 90 10 - - - - 0 G3 >40 10 12 3+ 8 1+/2+ 0
52 M 70 P T2,Nx 0 1/213 Undiff 15 100 solid G3 I 1] 1] 920 20 0 3+ 7 2+ 0 G3 >4 40 - - - - -
53 M | 74 P T3,NO 1 2/3 Sal duct = = solid G3 = 1 1 70 = = = 0 2+ 0 G3 >30 70 0 0 7 0 0
54 | F 73 S T3,pN2b, 0 213 Sal duct 11 80 solid G3 1 1 I 60 30 0 3+ 0 2+ 0 G3 9 30 0 3+ 0 2+ 0
55 M 74 P T4a,N2b 1 1/2/3 | Sal duct 14 100 solid G3 | | 1] 80 30 12 3+ 8 1+ 0 G3 9 40 12 3+ 8 1+ 0
56 F 72 K T2,Nx 1 3 Car Sar - - - - - - - - - - - - - - G3 10 3 0 0 0 0 0/1+
57 F 57 P T1,Nx 0 1/2/3 | PeCa 19 90 squamos G2 1l - - 10 3 2 0 0 - 2+ - - - - - - - -
58 M |70 P T1,Nx 0 1/2/3 | Sal duct 13 80 solid G3 1 | 1 50 20 0 3+ 8 2+ 0 G3 5 10 0 3+ 8 2+ 0
59

M 89 P T4,Nx 0 1/2/13 | Adeno 35 920 solid G3 I 1] 1] 40 - - 0 - 0 2+ G3 16 10 2 0 6 0 1+

Sex, Geschlecht;

Lok, Lokalisation;

P, Glandula Parotis; S, Glandula Submandibularis;
Karzinomtyp; DCIS, duktales Karziom in situ; Adeno, Adenokarzinom; Undifff, Undifferenziertes Karzinom; Sal duct, Speichelgangkarzinom; Pe Ca, Plattenepithelkarzinom; Car Sar, Carzinosarkom; 0, negativ;

K, kleine Speicheldrisen; T, Trénendrise; Prim, priméares pleomorphes Adenom; Rez, rezidiviertes pleomorphes Adenom; ID, intraduktales CEPA; ICI, intrakapsuléres invasives CEPA; Ca-Typ,

1, schwach positiv;

Il, stark positiv; —, nicht auswertbar; p53 IH: 0 - 12 Punkte;

Her2Neu IH: 0-3+; Her2Neu FISH: A, Amplifiziert, NA, nicht amplifiziert; Androgenrezeptor : 0 - 8 Punkte; CK18/7/14: 1+,2+;*, die kleine intrakapsular-invasive Tumorkomponente erlaubt keine Karzinomtypisierung; gelb, positive Werte; rosa, CEPA mit einem linearen Wachstumsmuster; griin, CEPA
mit einem soliden Wachstumsmuster; blau, CEPA ex rezidiviertem PA
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Tabelle 3. myoepitheliales CEPA

intrakapsulares Karzinom extrakapsuléres invasives Karzinom
Fall | Sex | Alter Lok | pTNM | Prim (0) | ID (1) | Ca- | GroRe | CEPA | Grad | Verkalk- | Skle- | Devitalisierung | Ki67 | p53 | Her2Neu | Androgen- | CK18/7 | CK14 | Gra | Tiefe Ki67 | p53 | Her2Neu | Androgen- | CK18/7 | CK14
Rez (1) | ICI (2) | Typ |PA in|in % ung rose in % in% | IH IH rezeptor d inmm | in% IH rezeptor
EC (3) mm von IH IH IH
PA

60 F 56 S T1,NO 0 2 Myo 20 90 G3 1 1 70 40 2 0 0 0/1+ 2+ - 0 - - - - - -
61 M 49 S T1,Nx 0 2 Myo 21 90 Gl 1 1 30 5 2 0 0 0 2+ - 0 - - - - - -
62 F 51 S| T1,NO 0 2/3 Myo 14 40 G3 0 1l 60 10 1 0 0 0/1+ 1+ G3 4 10 1 0 0 0/1+ 0/1+
63 F 66 P T1,NO 0 2/3 Myo 16 70 G3 1 1 30 20 2 0 0 0 2+ G3 4 40 4 0 0 0/1+ 0/1+
64 M 61 K T1,Nx 0 2/3 Myo 9 40 Gl 0 1 40 - - 0 0 1+2+ | 1+/2+ | G1 4 10 - 0 0 0 0/1+
65 M 53 K T1,Nx 0 2/3 Myo 8 80 Gl - - - - - - - - - G1 4 5 4 0 0 0 2+
66 M 43 T TxNx 1 213 Myo = = Gl 0 0 0 = = = = = = Gl >5 3 6 0 4 0 1+
67 F 40 P TLNX 0 213 Myo 4 100 G3 - 1 60 10 - - - 1+ 1+ G3 8 20 - - - 1+ 1+
68 F 88 P T2,Nx 1 2/3 Myo = 100 Gl 0 0 0 3 2 0 0 0 2+ Gl 7 3 2 0 0 0 2+
69 F 49 S T2,NO 0 2/3 Myo 8 100 Gl 0 | 0 - 2 0 0 1+ 2+ Gl 11 10 4 0 0 0/1+ 2+
70 F 83 S T3,Nx 1 2/3 Myo = 90 Gl = = = = = = = = = G1 >15 5 4 0 0 1+ 2+
71 F 58 P T2,Nx 0 2/3 Myo = 100 Gl - - - - - = - - - Gl 16 3 0 0/1+ 0 1+ 0
72 M 66 P T2,Nx 0 2/3 Myo 11 20 Gl 0 0 0 - - - 0 - - Gl 17 5 1 0 0 0 2+
73 M 18 S ToNL 0 213 Myo 10 100 G3 | 1 80 20 2 0 2 0 2+ G3 20 20 2 0 5 0 0/2+
74 M 73 P [ im0 1 3 Myo — — — — — — = — — = — — Gl — — (= — — = —

Sex, Geschlecht; Lok, Lokalisation; P, Glandula Parotis; S, Glandula Submandibularis; K, kleine Speicheldrisen; T, Tranendriise; Prim, primares pleomorphes Adenom; Rez, rezidiviertes pleomorphes Adenom; ID, intraduktales CEPA; ICI, intrakapsuldres invasives CEPA; EC,
extrakapsuldres CEPA; Ca-Typ, Karzinomtyp; Myo, myoepitheliales CEPA; 0, negativ; I, schwach positiv; II, stark positiv; —, nicht auswertbar; p53 IH: 0 - 12 Punkte; Her2Neu IH: 0 - 3+; Her2Neu FISH: A, Amplifiziert, NA, nicht amplifiziert; Androgenrezeptor : 0 - 8 Punkte;
CK18/7/14: 1+,2+;*, die kleine intrakapsuldr-invasive Tumorkomponente erlaubt keine Karzinomtypisierung; gelb, positive Werte; rosa, CEPA mit einem linearen Wachstumsmuster; griin, CEPA mit einem soliden Wachstumsmuster; blau, CEPA ex rezidiviertem PAgelb, positive Werte; rosa,
CEPA mit einem linearen Wachstumsmuster; griin, CEPA mit einem soliden Wachstumsmuster; blau, CEPA ex rezidiviertem PA,; violett, CEPA die nicht in der Glandula Parotis lokalisiert sind.
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Tabelle 4. Gegeniiberstellung der Ergebnisse der rein intraduktalen und extraduktal-intrakapsulidren CEPA im Bezug auf ihr

Wachstumsmuster
Lineares Wachstumsmuster Solides Wachstumsmuster
Grading G2: 35,3% (6/17) G3:100% (8/8)
G3: 64,7% (11/17)
Komedonekrosen 0% (0/17) 87,5% (7/8)

Interstitielle Sklerose

11,8% (2/17)

37,5% (3/8)

Ki67

10 —20% (16,7%)

20— 30% (23,8%)

pS3 35,3% (6/17) 25% (2/8)
Her2Neu 23,5% (4/17) 50% (4/8)
Androgenrezeptor 93,8% (15/16) 87,5% (7/8)

Tabelle 5. Gegeniiberstellung der rein intrakapsulidren CEPA und der extrakapsulir invasiven CEPA hinsichtlich ihrer

immunbhistologischen und molekularpathologischen Ergebisse

Intraduktales CEPA Extraduktal-invasives CEPA
Ki67 15 -25% (19%) 20-30% (26,9%)
pS3 32% 50%
Her2Neu 32% 65,2%
Androgenrezeptor 88% 66,7%
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Tabelle 6. Intraduktales CEPA: Aneinanderreihung von Argumenten, die fiir eine obligate Vorform des intraduktalen CEPA

sprechen

Grof3e Priavalenz in allen Stadien des CEPA

Grofie Anzahl an rein intraduktalen Fallen

Gemeinsamer Vorliufer aller Stadien des invasiven CEPA (exklusive der myoepithelialen CEPA)

Molekulare Alterationen im Friihstadium des rein intraduktalen CEPA

Sehr dhnliche Ergebisse in CEPA ex primiren PA und CEPA ex rezidivierten PA

GroBe Ahnlichkeit zu intraduktalen Karzinomen anderer Organe (z.B. Mamma-Karzinom)
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4.1. Lokalisation

Die vom CEPA am héufigsten betroffene Driise ist die Glandula Parotis gefolgt von der
Glandula Submandibularis und den kleinen Speicheldriisen. In 55 von 74 Fillen ist die
Glandula Parotis betroffen, gefolgt von der Glandula Submandibularis mit 11 Fillen, den

kleinen Speicheldriisen mit 6 Féllen und der Tranendriise mit 2 Féllen. (Diagramm 1)

Wihrend die Gruppe der rein intraduktalen-intrakapsuldren CEPA (Diagramm 2) und die
Gruppe der extrakapsuldren-invasiven CEPA (Diagramm 3) diesem Verteilungsschema
entsprechen, weicht die Gruppe der myoepithelialen CEPA (Diagramm 4) davon ab. Beim
myoepithelialen Kollektiv sind die Glandula Submandibularis und die Glandula Parotis gleich
hiufig betroften.

Lokalisation des CEPA beim gesamten
Patientenkollektiv

Bl 55 Gl Parotis

3 11 Gl. Submandibularis
[ 6 kleine Speicheldrisen
1 2 Tranendriusen

Total=74

Diagramm 1
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Lokalisation des CEPA beim
intraduktal-intrakapsuldren Patientenkollektiv

Il 22 Gl Parotis
3 1 Gl. Submandibularis
Bl 2 kleine Speicheldriisen

Diagramm 2

Lokalisation des CEPA beim extrakapsular-
invasiven Patientenkollektiv

Bl 27 Gl. Parotis

= 4 Gl. Submandibularis
B 2 kleine Speicheldrisen
[ 1 Trénendrisen

Total=34

Diagramm 3
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Lokalisation des CEPA beim myoepithelialen
Patientenkollektiv

Bl 6 Gl Parotis

[ 6 Gl. Submandibularis
B 2 kleine Speicheldrisen
1 1 Tranendrisen

Total=15

Diagramm 4

4.2. Intraduktales CEPA

Von den insgesamt 25 untersuchten Fillen der ersten Gruppe (rein intraduktales und
extraduktal-intrakapsulidres CEPA) weisen alle eine intraduktale Komponente auf (100%). 23
dieser Félle haben eine rein intraduktale Komponente ohne jegliche Anzeichen eines
intrakapsulér-invasiven Anteils (23/25, 92%). Das intraduktale Karzinom nimmt flichenmiBig
zwischen 10% und 100% des pleomorphen Adenoms ein, wobei es zellarme myxoide und/oder

chondroide Areale des pleomorphen Adenoms in der Regel ausspart.

Das intraduktale Karzinom lésst sich beziiglich seines Wachstumstyps in 3 Gruppen einteilen:
linear, solid und papilldr. (Abb.. 6, Abb. 7, Abb. 8). Die linearen Félle machen 16 der 25 Fille
aus (64%). Ein Fall (1/25, 4%) hat ein papillires Wachstumsmuster. Er wird in der
vorliegenden Arbeit der linearen Gruppe zugerechnet. Die linearen Félle weisen keine

signifikante intraduktale zelluldre Expansion auf.
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Abb. 6: Intraduktales CEPA mit linearem Wachstumsmuster — HE-Féarbung

Abb. 7: Intraduktales CEPA mit linearem Wachstumsmuster — CK 14 Farbung

Abb. 8: Intraduktales CEPA mit solidem Wachstumsmuster — HE-Féirbung
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Die linearen Félle sind entweder méaBig — G2 (6/17, 35,3%) oder ,,high grade*— G3 (11/17,
64,7%) differenziert. Die linearen Félle zeigen generell keine Komedonekrosen und lassen nur
in 2 Féllen (2/17, 11,8%) hochgradige interstitielle Sklerosierungen erkennen. Beim linearen
CEPA nehmen die maligne transformierten Duktalzellen 10-100 Prozent des Areals des
pleomorphen Adenoms ein. Die GroBe des maligne transformierten PA-Knotens betrdgt

zwischen 8 und 45mm ( @ = 21,Imm).

8 intraduktale Fille haben einen soliden Wachstumstyp (8/25, 32%) (Fig. 7). Bei ihnen tritt
eine signifikante zelluldre Expansion auf. Die soliden Fille sind alle (100%) high-grade (G3)
und weisen hiufig Komedonekrosen auf (7/8, 87,5%). 2 der 8 soliden Fille zeigen starke
intraduktale Verkalkungen (2/8, 25%) und 3 sind interstitiell hochgradig sklerosiert (3/8,
37,5%).

Die transformierten Zellen des soliden CEPA nehmen zwischen 50-100 Prozent der Flache

des pleomorphen Adenoms ein, die Grof3e des maligne transformierten PA-Knotens betragt

zwischen 10 und 42mm ( @ = 26,5mm)

Die Auswertung der immunhistologischen Marker zeigt, dass die zelluldre Proliferation (Ki67)
des intraduktalen Karzinoms gegeniiber dem PA erhoht ist und einen Wert zwischen zwischen 5
und 40 Prozent betrdgt. Die durchschnittliche Proliferation betrdgt im rein intraduktalen CEPA
im Mittel 20-30% Ki67. (Abb. 9, Abb. 10).

Abb. 9: Intraduktales CEPA mit linearem Wachstumsmuster — Ki67 Fiarbung
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Abb. 10: Intraduktales CEPA mit solidem Wachstumsmuster —
Doppelfirbung CK14 (braun) + Ki67 (rot)

Die p53 induzierte Kernfiarbung wird in 8 der 25 Fille als positiv gewertet (8/25, 32%)(Abb.
11).

Abb. 11: Intraduktales CEPA mit linearem Wachstumsmuster — p53 Firbung (nur positiv

in den intraduktalen, atypischen Zellen)

Bei der immunhistologischen Auswertung von Her2Neu sind 10 der 25 Fille (10/25, 40%)
positiv (Abb.12). Mit FISH sind 7 der 23 Félle (7/23, 30,4%) positiv. In einem der 23 Félle
(1/23, 4,3% ) ist die Immunhistologie von Her2Neu positiv, die FISH Analyse negativ. Weder

eine positive noch eine negative Korrelation kann zwischen p53 und Her2Neu gezeigt werden.
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4.3.

Abb. 12: intraduktales CEPA mit solidem Wachstumsmuster — Her2Neu Firbung (positiv

in den luminalen atypischen Zellen)

Die Werte des Androgenrezeptors sind in 23 der 25 Félle positiv (23/25, 92%).

Die immunhistologischen Ergebnisse zeigen nur geringe Unterschiede zwischen linearem und

solidem CEPA (siche Tabelle 4).

Zwei der 25 Fille zeigen sowohl intraduktale als auch intrakapsuldr-invasive Anteile eines
CEPA. In beiden Féllen sind die intrakapsuldr-invasiven Anteile gering.

Bei der Auswertung der Ergebnisse von CEPA ex primidrem versus ex rezidiviertem PA sind

auBBer der GroBe des maligne transformierten PA-Knotens keine signifikanten Unterschiede zu

erkennen.(CEPA ex primirem PA= @ 24,3mm, CEPA ex rezidiviertem PA= @ 12mm)

Extrakapsulir-invasives CEPA

Von den insgesamt 34 Féllen haben 30 Félle sowohl eine intraduktale-intrakapsulére als auch
eine extrakapsuldr-invasive Komponente. In den restlichen 4 Féllen, die alle aus einem
rezidivierten pleomorphen Adenom entstanden sind, konnte der transformierte PA Knoten

nicht eindeutig identifiziert werden.

Wihrend beim Kollektiv der rein intraduktalen CEPA die Mehrheit (64%) ein lineares
Wachstumsmuster aufweist, haben 26 der extrakapsulér-invasiven Félle ein solides (26/28,
92,9%), nur ein Fall ein lineares (1/28, 3,6%) und ein Fall ein squamoses (1/28, 3,6%)
Wachstumsmuster der intraduktalen Karzinomkomponente. Von den soliden Féllen sind alle

,high-grade® - G3- differenziert und weisen hdufig Komedonekrosen auf (18/23, 78,3%),

wobei in 8 Féllen (8/23, 34,8%) zusitzlich massive intraduktale Verkalkungen erkennbar sind.
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Mit Ausnahme eines Falles ist jeder Fall hochgradig sklerosiert (28/29, 96,6%).

Die Ergebnisse der histomorphologischen und immunhistologischen Marker im
intraduktalen Anteil des extrakapsulir-invasiven CEPA sind sehr dhnlich zu den Ergebnissen
des rein intraduktalen CEPA. Die zelluldre Proliferation (Ki67) der intraduktalen Anteile liegt
bei Werten von 5 bis 70 Prozent (Durchschnitt im Mittel 20-30%), die p53 induzierte
Kernfarbung ist in 9 von 18 Féllen stark erhoht (9/18, 50%). Positive Werte fiir Her2Neu
weisen 12 von 19 Fillen auf (12/19, 66,7%). Auch hier konnte keine Korrelation zwischen p53
und Her2Neu gefunden werden. Die Werte des Androgenrezeptors sind in 14 der 22 Fillen
positiv (14/22, 63,7%).

5. Diskussion

Die Ergebnisse der insgesamt 74 untersuchten Fille bestétigen die Hypothese, dass es sich
beim CEPA um eine Mehrschrittkanzerogenese handelt. Das aus dem benignen pleomophen
Adenom ausgehende Karzinom durchliuft die unterschiedlichen Stadien von rein intraduktal,
extraduktal-intrakapsulér bis hin zum extrakapsuldr-invasiven CEPA. Diese Prozesse laufen
unabhéngig davon ab, ob das CEPA aus einem priméren pleomorphen Adenom, oder aus

einem rezidivierten pleomorphen Adenom entstanden ist.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen vermuten, dass das intraduktale Karzinom
der Ausgangspunkt fiir alle histologischen Typen des CEPA ist, mit Ausnahme des
myoepithelialen CEPA. Die Hauptargumente, die diese Hypothese stiitzen sind, dass ohne
Einbeziehung der myoepithelialen CEPA, 93,2% der CEPA (55/59) Anteile eines intraduktalen
und/oder extraduktal-intrakapsuldren Karzinoms haben und die rein intraduktalen Félle 31,1%
aller CEPA (23/74) ausmachen. Das Vorhandensein einer Mehrschrittkanzerogenese kann auch
wegen der sehr dhnlichen Ergebnisse der immunhistologischen und molekularen Marker im
rein intraduktal-intrakapsuldiren CEPA und im intraduktalen Anteil des extrakapsuldr-invasiven
CEPA postuliert werden. Friihere eigene Ergebnisse (11) und andere Studien
(DHB)(7)(10)(13)(23)(24) belegen zudem, dass die Prognose wesentlich durch die
unterschiedlichen Progressionsstadien des CEPA bedingt sind. Welche Bedeutung der Tatsache
zuzumessen ist, dass die Mehrheit der rein intraduktalen Karzinome ein lineares Wachstum
aufweist, wohingegen der intraduktale Anteil der extrakapsulir-invasiven CEPA bis auf einen

Fall ein solides Wachstum besitzen ist unklar.

Die oftmals sehr ausgedehnte intraduktale Expansion des Karzinoms innerhalb des PA
deutet darauf hin, dass das Stadium der rein intraduktalen Expansion sehr lange andauert bevor
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es zu einer Ruptur der Basalmembran kommt und die malignen Zellen beginnen die
extraduktale, intrakapsuldre Matrix zu infiltrieren. Im Gegensatz zu dem rein intraduktalen
CEPA, welches sich meistens grof3flichig im pleomorphen Adenom ausbreitet, nimmt das
extraduktal-intrakapsuldre CEPA, welches nur in 2 Fillen diagnostiziert wurde, flichenmifig
nur einen geringen Anteil des pleomorphen Adenoms ein. Daraus lisst sich schlieBen, dass die
maligne transformierten Zellen, sobald sie das rein intraduktale Stadium verlassen, vermutlich
relativ rasch die PA-Kapsel durchbrechen. Dies konnte eine Erklérung fiir das Ergebnis der von
Félix et al. (24) publizierten Studie sein, in der ein intrakapsuldres CEPA Metastasen gebildet
hat. Laut dieser Studie ist nur das intraduktale CEPA nichtinvasiv, da es innerhalb des PA die
Moglichkeit gibe Metastasen zu bilden. Es empfiehlt sich daher die Unterteilung in rein
intraduktale CEPA und extraduktal, intrakapsulér-invasive CEPA.

Unsere Ergebnisse legen nahe, dass sowohl CEPA, entstanden aus einem priméren PA als
auch CEPA aus einem rezidivierten PA, initial ein intraduktales Stadium durchlaufen. Da
primére PA in der Mehrzahl viel grof3er sind als rezidivierte PA, hat ein entsprechendes CEPA
in diesen Féllen viel mehr Raum und Zeit sich innerhalb der duktalen Strukturen auszubreiten.
Da die transformierten Knoten des rezidivierten PA deutlich kleiner sind, konnte man folgern,
dass es bei Ihnen zu einer frithzeitigen extrapaksuldren Invasion kommt. Stennert et al. (25)
postulieren, dass es durch die erschwerte chirurgische Resektion des multiknotig rezidivierten
PA zu einem spiteren Behandlungsbeginn komme, wodurch ein entstehendes CEPA in diesen
Féllen mehr Zeit hitte um in das umliegende Gewebe zu infiltrieren. Diese Hypothese wird
durch den fritheren Nachweis unserer Arbeitsgruppe (11) unterstrichen, nachdem CEPA ex

rezidiviertes PA eine signifikant schlechtere Prognose zeigen als CEPA ex priméres PA.

In vielen Fillen kann die Diagnose eines intraduktalen Karzinoms innerhalb des
pleomorphen Adenoms in HE-Féarbungen eindeutig identifiziert werden. In einem Teil der Fille
sind jedoch zusitzliche immunhistologische Farbungen notwendig (vor allem CK14, CK5/6,
p63), um die Existenz und Ausdehnung des intraduktalen Charakters eines intrakapsuldren
CEPA zu belegen. Zur exakten Differenzierung zwischen den Zellen des pleomorphen
Adenoms und denen des CEPA sind immunhistochemische Doppelfarbungen sehr hilfreich.
Sie ermdglichen eindeutig darzustellen, dass das intraduktale Karzinom aus luminalen Zellen
der duktalen Struktur des PA entstehen. Dies ist besonders interessant, da diese Zellen innerhalb
der meisten PA einen quantitativ untergeordneten Stellenwert haben und dennoch fiir die

Entstehung eines CEPA maBgeblich verantwortlich sind (3)(11)(26)(27).

Das intraduktale Karzinom zeigt eine hohe Privalenz fiir molekulare Verdnderungen, wie
eine erheblich erhohte p53 Akkumulation in 32% der Fille (8/25) (bei Ihrler et al. 2007 (4)
Mutation des p53 —Gens in 33%), eine Her2Neu Expression in 32% der Félle (8/25) und eine
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Androgenrezeptorexpression in 88% der Fille (22/24) . Die Bedeutung einer Mutation des p53
Gens im Zusammenhang mit der malignen Transformation des PA zum CEPA wurde in
mehreren Studien belegt (28)(29)(30)(31). Der Zusammenhang der p53 Genmutation und die
immunhistologische Akkumulation des p53 Proteins wird durch komplexe genetische,
epigenetische und technische Griinde beeinflusst (32). Wéhrend ein Drittel (32%) der rein
intraduktalen CEPA in unserer Studie positive Werte fiir p53 aufweist, exprimiert die Halfte
(50%) der extrakapsulér invasiven CEPA stark positive Werte fiir p53. Friihere eigene
Untersuchungen an Teilen des vorliegenden rein intraduktalen Patientenkollektivs weisen eine
Mutation des p53 Gens bei 5 Fallen nach (5/15, 33,3%)(4). 6 der 10 Félle (6/10, 60%), welche
keine p53 Mutation aufwiesen, zeigten eine deutliche Zunahme des p53 Proteins. Das
dysfunktionale p53 Gen trat generell schon bei den intraduktalen CEPA auf. Dies deutet darauf
hin, dass die Mutation des p53 Gens ein wichtiger Faktor bereits wéhrend der ersten

Entwicklungsphase des CEPA aus dem PA ist.

Die vorliegende Studie kann erstmals 2 unterschiedliche Wachstumstypen des
intraduktalen Vorstadiums des CEPA differenzieren. CEPA, die ein lineares Wachstum
aufweisen, haben keine Anzeichen einer zelluldren Expansion, sind maBig bis niedrig
differenziert, weisen keine Komedonekrosen auf und sind selten oder geringfiigig sklerosiert.
CEPA, die ein solides Wachstum aufweisen, haben eine signifikante zelluldre Expansion, sind
generell niedrig differenziert und weisen hdufig Komedonekrosen, interstitielle Sklerosen und
Devitalisierungen auf (Tabelle 1,2,3,4). Das Wachstumsmuster des CEPA weist somit
Parallelen zum Wachstumsmuster des intraduktalen Mammakarzinoms auf, bei dem zwischen
linearem-mikropapilldrem und solidem Typ unterschieden wird (19). Diese 2 Typen des
intraduktalen CEPA weisen keine wesentlichen Unterschiede betreffend den molekularen

Verdnderungen auf.

Zusammenfassend belegt unsere Untersuchung, dass das Prinzip eines rein intraduktalen,
priainvasiven Karzinoms, welches bereits in diversen anderen Karzinomen wie z.B. beim
Mammakarzinom, etabliert ist und vor kurzem auch bei anderen Speicheldriisenkarzinomen,
wie dem Speichelgangkarzinom und dem Speicheldriisenadenokarzinom publiziert wurde (13)

auch beim CEPA zutreffend ist.

Die hier vorgestellte Untersuchung an 74 Fallen eines CEPA ist von der Fallzahl groRer als
jede bislang international publizierte Arbeit tiber CEPA. Die hier vorgestellten Ergebnisse
wurden kirzlich von unserer Arbeitsgruppe als englischsprachige Publikation fur die Zeitschrift
Histopathology eingereicht; die Arbeit befindet sich aktuell im Review-Prozess (33). Zudem

wurde unsere Arbeitsgruppe in der Person von Prof. Stephan Ihrler kiirzlich von der WHO zur
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Mitarbeit an der neuen WHO-Klassifikation von Kopf- und Hals-Tumoren eingeladen und hat

das Kapitel 7-20, Carcinoma ex pleomorphic adenoma mitbearbeitet (34).
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