Aus der Universitatsklinik
fur Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde mit Poliklinik Tubingen

Arztlicher Direktor: Professor Dr. Dr. h.c. H.-P. Zenner

Klinische Ergebnisse in der Behandlung der
rezidivierenden respiratorischen
Papillomatose mit Microdebrider, intralasionaler
Cidofovir-Injektion und Impfung mit Gardasil®

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizin

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard Karls Universitat
zu Tubingen

vorgelegt von
Dr. med. dent. Fabian Axel Schafer
aus
Waiblingen

2013



Dekan: Professor Dr. |. B. Autenrieth

1. Berichterstatter: Professor Dr. Dr. h. ¢. mult. H.-P. Zenner
2. Berichterstatter: Professor Dr. T. Iftner



Meinen Eltern



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

Einleitung

1.1 Rezidivierende respiratorische Papillomatose
1.1.1 Epidemiologie
1.2 Atiologie
.1.3 HPV Genom
.1.4 Histologie einer HPV-Infektion

1
1
1
1.1.5 Infektionsweg
1.1.6. Klinisches Erscheinungsbild
1.1.7. Diagnostik der laryngealen HPV-Infektion
1.1.8. Therapie
1.1.8.1 Cyclooxygenase Typ 2 Hemmer
1.1.8.2 Indol-3-carbinol
1.1.8.3 Interferon a
1.1.8.4 Hy-Blocker
1.1.8.5 Cidofovir
1.2 Die Schutzimpfung gegen Humane Papillomaviren
1.3 Ziel und Fragestellung der Arbeit

Patienten und Methoden

2.1 Patienten
2.2 Datenerhebung und Datenverarbeitung
2.3 Statistische Auswertung

Ergebnisse

3.1 Epidemiologie des Patientenkollektivs
3.1.1 Alter bei Erstdiagnose
3.1.2 Alter zum Zeitpunkt der Therapie
3.1.3 Lokalisation der laryngealen Papillomatose
3.1.4 Verteilung der HPV Typen
3.2 Therapie der laryngealen Papillomatose
3.2.1 Anzahl operativer Eingriffe

a a A N 2 -

11
12
13
14
14
14
15
17
19
20

20
21
22
23

23
24
25
26
31
33
33



Inhaltsverzeichnis

3.2.2 Kaplan-Maier Analyse des gesamten Patientenkollektives

3.2.3 Kaplan-Maier Analyse der geimpften und nicht geimpften
Patienten

3.2.4 Gesamtvergleich der geimpften und nicht geimpften
Patienten

Diskussion

4.1 Diskussion der Patientencharakteristika

4.2 Diskussion des Tubinger Therpieregims der RRP

4.3 Die Verteilung der HPV Typen im untersuchten Kollektiv

4.4 Immunisierung mit Gardasil® bei RRP

4.5 Tracheobronchiale Ausbreitung der RRP
Schlussfolgerung und Zusammenfassung

Summary
Literaturverzeichnis
Lebenslauf
Danksagung

Erklarung

35

38

39

40
42
44
46
51
53

55

57

68

70

7



Einleitung

Einleitung

1.1 Rezidivierende respiratorische Papillomatose

Die rezidivierende respiratorische Papillomatose (RRP) beschreibt eine seltene und
gutartige Erkrankung. Die warzenartig wachsenden Papillome werden durch eine
Infektion mit Humanen Papillomaviren hervorgerufen. Obwohl die Papillome im
gesamtem oberen Aerodigestiviraktes auftreten konnen, ist der Kehlkopf die
haufigste Lokalisation.

Die Morbiditat dieser Erkrankung wird durch ihre hohe Rezidivneigung verursacht,
die zu wiederholten Krankenhausaufenthalten fuhrt. In einigen Fallen kann es zur
Expansion oder zur Dissemination der Papillome in die unteren Atemwege kommen,

dies hat eine Verringerung der Heilungschancen fur die Patienten zur Folge.

1.1.1 Epidemiologie

Die rezidivierende Papillomatose des oberen Aerodigestriviraktes tritt entweder im
Kindesalter oder im Erwachsenenalter auf. Die juvenile Form, definiert durch die
Erstdiagnose bis zum 12. Lebensjahr, manifestiert sich meist zwischen dem 2. und 4.
Lebensjahr (Larson et al. 2010). Je junger die Patienten zum Zeitpunkt der Diagno-
sestellung sind, desto schwerer verlauft die Krankheit (Wiatrak et al. 2003 und 2004),
Derkay et al. 2008 und Buchinsky et al. 2008). Andratschke et al. (2008) bezeichnen

die juvenile Form deshalb als ,aggressive Larynxpapillomatose®.

Ist der Patient zum Zeitpunkt der Diagnosestellung alter als 16-20 Jahre, wird von der
adulten Form der RRP gesprochen (Lindberg et al. 1986 und Capper et al. 1983).
Das Manifestationsalter liegt dabei im Gipfel zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr
(Gallagher et al. 2009).

Die juvenile Form verteilt sich gleichmallig auf weibliche und mannliche Kinder. Im
Erwachsenenalter Uberwiegen mit einem Verhaltnis von 2:1 bis 4:1 die mannlichen
Patienten deutlich (Lindberg et al. 1989).
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Bei Erwachsenen hat die RRP einen Anteil von 10% an allen laryngealen Tumoren,
bzw. 84% an allen gutartigen Tumoren des Larynx (Strong et al. 1976 und Jones et
al. 1984). Im Kindesalter handelt es sich bei diesem Krankheitsbild um den haufig-

sten benignen Tumor des Larynx (Wiatrak et al. 2004).

Die Krankheitsinzidenz betragt bei Kinder 4,3 Falle und bei Erwachsenen 1,8 Falle
auf 100.000 Personen (Derkay et al. 1995).

Da die Papillome zu zahlreichen Rezidiven neigen, bendtigen die Patienten meist
mehrere chirurgische Eingriffe. Fur Kinder mit diesem Krankheitsbild sind bis zu 20
Eingriffe keine Seltenheit. In den ersten Krankheitsjahren sind durchschnittlich vier
Operationen pro Jahr erforderlich (Armstrong et al. 1999). Wenn die Krankheit einen
sehr aggressiven Verlauf nimmt (bei etwa 19% der RRP-Patienten), sind bis zu vier-
zig Eingriffe unumganglich. Die Kosten, die dabei ein Patient verursacht werden auf
60.000 bis 470.000 US Dollar beziffert (Venkatetsan et al. 2012). In Amerika bedingt
die RRP jahrlich 15.000 chirurgische Eingriffe, was jahrliche Kosten in Hohe von 150
Millionen US Dollar mit sich bringt (Derkay et al. 1995).

1.1.2 Atiologie

Die RRP wird durch Humane Papillomaviren verursacht. Erstmals beschrieben wurde
dieser Zusammenhang durch Sir Morrell Mackenzie (1837-1892) im Jahre 1871. In
einem Selbstversuch inokulierte sich Ullman 1923 mit Humanen Papillomaviren infi-
ziertes Gewebe aus dem Rachen eines 6 Jahre alten Jungen in seinen Oberarm.
Nach dreieinhalb Monaten wuchsen mehrere kleine Warzen an dieser Stelle. Den
Begriff der “juvenilen laryngealen Papillomatose” verwendete erstmals Chevalier
Jackson (1865-1958). In den Jahren nach 1980 gelang der DNA Nachweis von Hu-
manen Papillomaviren (Abramson et al. 1987 und Terry et al. 1987). Die Hypothese
einer ursachlichen HPV-Infektion bestatigten letztlich Gissman et al. (1982) und
Mounts et al. (1982).

Humane Papillomaviren (HPV) sind kleine und unbehdullte Doppelstrang DNA-Viren

mit etwa 8.000 Basenpaaren. Sie gehoren zur Familie Papillomaviridae.
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Das 55 nm grol3e, ikosaedrische Kapsid besteht aus dem L1-Hauptkapsidprotein und
dem kleineren L2-Protein. Mittlerweile sind mehr als 200 Typen des Virus identifiziert,
die nach ihrem onkogenen Potential als high-, intermediate- und low risk Viren klassi-
fiziert werden (Munoz et al. 2003). HPV infizieren kutane und mukosale epitheliale
Gewebe und sind artspezifisch. Klinisch konnen leichte Dysplasien, Warzen, benigne
Kondylome und orale Papillome, seltener aber auch potenziell letale Erkrankungen

wie z. B. die rezidivierende respiratorische Papillomatose hervorrufen werden.

Im Gegensatz zu den gutartigen Veranderungen kann eine HPV-Infektion auch mit
schweren anogenitalen Erkrankungen wie der zervikalen intraepithelialen Neoplasie
(CIN), dem invasiven Zervixkarzinom sowie den vaginalen (VAIN), vulvaren (VIN),
analen (AIN) und penilen (PIN) Dysplasien assoziiert sein. Aus diesen Transforma-

tionen kdnnen Plattenepithelkarzinome und Adenokarzinome entstehen.

Die IARC (International Agency for Research on Cancer) teilt die HPV-Typen in 4
Risikogruppen ein (IARC und Schiffman et al. 2009) (Tabelle 1).

HPV Typ HPV-Typ WHO (IARC)-Klassifikation

16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 | Gruppe 1 humankarzinogen

68 Gruppe 2A wahrscheinlich karzinogen

26 53, 66, 67, 69, 70, 73, 82, 85, 97 Gruppe 2B moglicherweise karzinogen

6, 11,42, 44,54, 62,72, 81, 83, 84, 90, 91 Gruppe 3 karzinogenes Potential fraglich

Tabelle 1: Einteilung der HPV Typen nach WHO (IARC)-Klassifikation.

Die high risk HPV Typen 16 und 18 sind im Zusammenhang mit der Entstehung von
Zervixkarzinomen beschrieben (Bosch et al. 1995). Sie spielen auch in der Genese
der oropharyngealen und laryngealen Karzinome eine wichtige Rolle (Stremlau et al.
1987 und Scheurlen et al. 1986).

Die HPV Typen 6 und 11 werden zu den low risk Viren gezahlt. Bei ihnen ist eine
maligne Entartung der befallenen Epithelzellen nicht ublich, jedoch auch nicht auszu-

schliel3en.
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1.1.3 HPV Genom

Nach der zeitlichen Expression wahrend des viralen Lebenszyklus teilt man das Ge-
nom in die kodierten Proteine early (E) und late (L) ein. Das gesamte Genom besteht
aus den Genen E1, E2, E4, ES, EG6, E7, L1 und L2. Die Gene der Proteine L1 und L2
werden spat abgelesen und zum Aufbau des Viruskapsids benotigt. Die Gene E5, E6
und E7 kodieren fur Onkoproteine, die mit den Proteinen der Wirtszelle interagieren
und den Zellzyklus sowie die Zellfunktion storen. Dabei sind E6 und E7 die potente-
sten Onkogene, die die Tumorsuppressorgene p53 and pRb (Retinoplastomgen) als
Ziel haben. Das Protein p53 besitzt die wichtige Funktion, die Reparaturmechanis-
men der DNA zu stimulieren und bei entarteten Zellen die Apoptose einzuleiten. Das
Retinoblastomgen pRb bindet an die E2F Transkriptionseinheit, die die zellulare Dif-
ferenzierung und Proliferation kontrolliert (Munger el al. 1989). E6 und E7 flhren zu
einer beschleunigten Proliferation der infizierten Zellen. Durch eine bessere Bindung
an pRb ist dieser Effekt bei high risk Viren starker ausgepragt als bei Low risk Viren.
Im Gegensatz zu high risk Viren inaktivieren low risk Viren p53 nicht. (Torrente et al.
2011 und Barbosa et al. 1991)

Die Abbildung 1 zeigt das HPV Typ 16 Genom als Beispiel fur die Organisation der

viralen Gene.
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Abb. 1
HPV 16 Genom. Ca. 8000 Basenpaare umfassen 8 Gene:
E1, E2, E4, E5, E6, E7 (early) und L1 und L2 (late) (Kroupis et al. 2011).
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Das Viruspartikel bindet an die Oberflachenrezeptoren der Basalzellen im Epithelge-
webe. Nach dem Eindringen in die Zelle erfolgt der Transport zum Zellkern. Dort fin-
det die Replikation der viralen DNA statt. Das Humane Papillomavirus kann sowohl
eine aktive Infektion mit Virusvermehrung, als auch eine inaktive Infektion ohne Vi-
rusvermehrung verursachen (Aaltonen et al. 2002). Die aktive Infektion fihrt dabei
jedoch nicht zur Lyse der Zellen. Die virushaltigen Keratinozyten schuppen sich viel-
mehr ab (Breitburd et al. 1996).

Aaltonen et al. (2002) kamen durch eine Literaturrecherche uber HPV-Infektionen im
Larynx zu dem Ergebnis, dass sich HPV DNA zu 20% in normaler Mukosa, zu 8-54%
in laryngealen Karzinomen, zu 45% in verrukdsen Karzinomen und zu 83-100% bei

der laryngealen Papillomatose nachweisen lasst.

1.1.4 Histologie einer HPV-Infektion

Das histopathologische Bild ist durch eine gestorte Verhornung mit Parakeratosen,
ausbleibender Reifung der Superfizialzellen und Bildung von Papillomen gekenn-
zeichntet. Die Basalzellschicht ist hyperplastisch (Abramson et al. 1987). In der Su-
perfizialschicht kommen vermehrt kernhaltige Zellen vor. Die zellulare Differenzie-
rung ist anormal, und es findet sich eine veranderte Expression und Produktion von
Keratinen. Die Papillomatose findet sich haufig an der Grenze zwischen Plattene-
pithel und Flimmerepithel (Andratschke et al. 2008).

1.1.5 Infektionsweg

Humane Papillomaviren gehdéren zu den am haufigsten sexuell Ubertragbaren
Krankheitserregern. Die Infektionsrate mit HPV betragt bei Frauen unter 30 Jahren
10-25% und bei Frauen Uber 30 Jahren 5-8% (de Sanjosé et al. 2007 und Iftner et al.
2010). Die Prevalenz erhoht sich bei Gruppen mit geringer Schulbildung und niedri-

gerem soziobkonomischen Stand nochmals deutlich (Dunne et al. 2007).

Der genaue Ubertragungsmechanismus der RRP ist bisher nicht bekannt. Da das

humane Papillomavirus in der einfachen Zellkultur nicht vemehrbar ist, sind Untersu-
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chungen zur Pathogenese der Papillomatose schwierig durchzufihren. Das grofte
Reservoir dieser Viren, vor allem der Typen 6, 11, 16 und 18 liegt im anogenitalen
Bereich. Deshalb findet sich hier die wichtigste Quelle einer Infektion des Respirati-

onstraktes.

Die juvenile Form der RRP wird in engem Zusammenhang mit einer HPV-Infektion
des mutterlichen Genitaltrakts wahrend der Schwangerschaft oder der Geburt gese-
hen. Retrospektive und prospektive Studien belegen die vertikale Infektion von Kin-
dern durch ihre Muatter (Smith et al. 1993 und Puranen et al. 1996). Silverberg et al.
(2003) zeigten durch die Untersuchung von mehr als 3.000 Kindern, dass ein 231-
fach hoheres Risiko einer RRP fur das Kind besteht, wenn die Mutter wahrend der
Schwangerschaft an einer aktiven HPV-Infektion leidet. Kashima et al. (1992) fanden
heraus, dass die juvenile Papillomatose vor allem die Kinder von Erstgebarenden
betrifft, die vaginal entbunden werden. Die Autoren erklaren ihre Ergebnisse mit der
verlangerten Dauer der Virusexposition aufgrund der langeren Geburtsphase bei
Erstgebarenden.

Tenti et al. (1999) konnten das Humane Papillomaviren bei 30% aller Sauglinge HPV
positiver Mutter im Nasen-Rachen Sekret nachweisen. Jedoch nur wenige dieser
Sauglinge entwickelten eine manifeste Papillomatose. Die RRP ist verglichen mit ei-
ner aktiven HPV-Infektion bei schwangeren Frauen eine sehr seltene Erkrankung: Es
erkrankt etwa 1 Kind von 400 HPV infizierten Schwangeren (Shah et al. 1998). Die
Immunitat des Kindes, die Dauer der Virusexposition, die Viruslast sowie lokale
Traumata (z.B. wahrend einer Intubation) scheinen sekundare Krankheitsfaktoren zu
sein (Tenti et al. 1999, Kashima et al. 1992, Shah et al. 1998 und Larson et al. 2010).
Kasuistiken zu neonatalen Papillomen machen in einigen Fallen eine Infektion in ute-
ro wahrscheinlich. Kurzlich veroffentlichten Rombaldi et al. (2008) eine Studie, in der
gezeigt wird, dass etwa 12% der Neugeborenen mit einer HPV-Infektion transplazen-
tal infiziert wurden.

Da ein sicherer Infektionsschutz durch eine Sectio nicht moglich ist und auch die Ri-
siken und die berechneten Kosten hoch sind, hat sich die prophylaktische Sectio im
Falle einer genitalen Infektion der Mutter mit HPV nicht durchsetzen konnen (Kosko
et al. 1996).
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Die adulte Form der RRP wird auf oralen Sexualverkehr zurtckgefuhrt. Die Patien-
ten, die an dieser Krankheit leiden haben mehr Sexualpartner und haufiger Oralsex
(Kashima et al. 1992).

Humane Papillomaviren kdnnen eine latente Infektion der Zellen der Basalschicht
verursachen. Die Schleimhaut erscheint dabei klinisch gesund (Steinberg et al.1983,
Smith et al. 1993 und Rihkaren et al. 1993). Deshalb stellen Larson et al. (2010) die
These auf, dass die adulte Krankheitsform moglicherweise eine Reaktivierung einer
Infektion wahrend der Geburt darstellt.

Stern et al. (2007) kommen nach der Untersuchung des Immunsystems von Kindern,
die an einer RRP erkrankten zum Ergebnis eines erniedrigten CD4/CD8 Quotienten.
Weiter zeigte sich bei den betroffenen Patienten ein vermindertes Ansprechen von
Lymphozyten auf mitogene Stimmulation. Ein inadaquates zellulares Immunsystem

konnte die Ursache der Erkrankung darstellen.

1.1.6 Klinisches Erscheinungsbild

Die Hauptsymptome der RRP sind zunehmende Heiserkeit, Dyspnoe und ein Stri-
dorgerausch (Long et al. 2003). Es kdnnen chronischer Husten, rezidivierende Lun-
genentzindungen und kindliche Gedeihstorungen hinzukommen. Diese Symptome
verleiten zur Fehldiagnose Asthma bronchiale oder eines Krupp-Syndroms. Auch die
Laryngomalazie, eine subglottische Stenose oder eine Stimmlippenparese sind mog-
liche Ursachen eines Stridors bei Kindern und somit Differentialdiagnosen. Die
durchschnittliche Dauer vom erstmaligen Auftreten der Symptome bis zu Diagnose-

stellung betragt zwischen 1 und 8 Jahren (Alkotob et al. 2004).

Die richtige Diagnose wird oftmals erst im Rahmen eines akuten Notfalls gestellt
(Derkay 2001). Aus diesem Grund sollte die RRP als wichtige Differenzialdiagnose

der oben genannten Symptomtrias beachtet werden.

Der Verlauf dieser Erkrankung ist schwer vorherzusagen: Wahrend manche Patien-
ten im Zuge der Therapie gesund werden, nimmt die Infektion bei anderen Fallen
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einen rezidivierenden Verlauf welcher wiederholte operative Interventionen Uber Jah-
re erfordert (Derkay 2001). Uloza et al. (2000) beschreiben eine Rezidivrate von
71,9% bei der juvenilen Papillomatose und von 22,8% bei der adulten Form. Dabei
betragt das Intervall zwischen den Rezidiven 1-10 Monate bei der juvenilen Form
und 1-5 Monate bei den Erwachsenen. Aaltonen et al. (2002) sehen ein junges Alter
bei Erkrankungsbeginn und die Lokalisation der Papillome im anterioren Drittel als

Risikofaktoren fur einen chronischen Krankheitsverlauf an.

Lasionen im distalen Abschnitt der Trachea, der Bronchien und ein Befall des Lun-
genparenchyms treten bei etwa 5% bzw. bei 1% der Patienten auf (McKay et al.
2003 und Restrepo et al. 2003). Eine Tracheotomie ist bei einigen Kindern die letzte
Moglichkeit, die Obstruktion der Atemwege zu behandeln (Blackledge et al. 2000).
Trotz aggressiver, medikamentdser und chirurgischer Therapie fuhrt der Lungenbe-

fall meist zum Tod des Patienten (Silver et al. 2003).

Die maligne Entartung der Papillome wird in der Literatur mit 3% bis 7% der Patien-
ten angegeben (Gaylis et al. 1991 und Lie et al. 1994), wobei das Rauchen von Ziga-
retten als ein potenter Kofaktor der malignen Entartung angesehen wird (Kashima et
al. 1992). Fur gewohnlich liegt in diesem Fall eine HPV Typ 11 Infektion vor (Katse-
nos et al. 2011 und Cook et al. 2000).
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Abb. 2

Klinisches Bild einer Larynxpapillomatose (Larson et al. 2010).

Abb. 3
Larynxpapillomatose mit Verlegung der Glottisebene (Andratschke et al. 2008).
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Eine laryngeale Infektion mit Humanen Papillomaviren kann drei verschiedene Ver-
laufe nehmen:

Die erste und klinisch bedeutsamste Form ist die RRP. Charakteristisch sind wieder-
kehrende, exophytisch wachsende und warzenartige Lasionen. Die Papillome treten
am haufigsten auf der laryngealen Epiglottisflache, im Ventrikel des Larynx, an den
Stimmlippen sowie an der Carina auf (Kashima et al. 1993). Sie sind rosa bis weil}
und konnen flachig der Oberflache aufsitzen oder gestielt sein.

In der zweiten Verlaufsform dieser Erkrankung fehlen die klinischen Zeichen einer
Papillomatose trotz Infektion. So lasst sich HPV DNA auch in makroskopisch gesun-
der Schleimhaut nachweisen. Millar et al. (2001) zeigten in einer Metaanalyse, dass
bis zu 10% klinisch unauffalliger Mundschleimhaut high risk HPV besiedelt sind. An
post mortem entnommenen Schleimhautbiopsien des Larynx ergaben von Nunez et
al. (1994) durchgefuhrte PCR Untersuchungen einen positiven Nachweis von HPV
DNA in 25% der Falle. Diese latenten HPV-Infektionen konnen zu Rezidiven der Er-

krankung fuhren.

Drittens lasst sich HPV DNA in prakanzerosen Dysplasien, sowie in Larynxkarzino-
men nachweisen, ohne dass zuvor eine RRP bestand. Snow et al. (2010) kommen
zu dem Schluss, dass 3 bis 40% der Plattenepithelkarzinome im Kopf- und Halsbe-
reich HPV positiv sind. Die Metaanalyse der Literatur uber HPV Nachweise mittels
PCR und in situ Hybridisierung in Larynxkarzinomen ergibt eine Pravalenz von
34,5% (Termine et al. 2008).

Die maligne Entartung der RRP wird in der Literatur mit 3% bis 7% der Patienten an-
gegeben (Gaylis et al. 1991 und Lie et al. 1994). Dabei wird bei Erwachsenen haufig
von karzinogenen Kofaktoren, wie Tabakrauchen oder Strahlenexposition berichtet
(Lin et al. 2010, Cook et al. 2000, Guillou et al. 1991, Lindeberg et al. 1989, DiLoren-
zo et al. 1992 und Rady et al. 1998). Bei Kindern kann es nach einem langen und

schweren Krankheitsverlauf zu einer karzinogenen Entartung kommen.

Aufgrund des Zusammenhangs zwischen einer Papillomavirus Infektion und der Ent-
stehung von Karzinomen wurden die high risk HPV Typen 16 und 18 (zusammen mit
weiteren) von der IARC (International Agentcy for Research on Cancer) als Institution
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der WHO, als Karzinogene fur den Menschen klassifiziert (Cogliano et al. 2005). Dies
verdeutlicht die Dringlichkeit einer adaquaten Therapie der RRP.

Nach Diagnosestellung einer malignen Entartung weicht die Behandlung der RRP
den Therapieleitlinien fur Kopf-Hals Tumoren, die auf den allgemeingultigen onkolo-
gischen Prinzipien beruhen.

1.1.7 Diagnostik der RRP

Bei klinischem Verdacht auf eine Papillomatose steht die Untersuchung mit starren
und flexiblen Endoskopen an erster Stelle. Dabei kbnnen die Papillome optisch gesi-
chert, sowie das Ausmal der Atemwegsobstruktion beurteilt werden.

Abb. 4

Endoskopisches Bild einer ausgepragten Larynxpapillomatose bei einem Kind (Pudszuhn et al. 2007).

Leunig et al. (2000) zeigten, dass die Papillome nach der Inhalation von 5-
Aminolavulinsaure roétlich fluoreszieren, wahrend die gesunde Mucosa blaulich er-
scheint. Diese Technik ermoglicht auch kleinere, makroskopisch nicht erkennbare

Papillome zu diagnostizieren und zu behandeln.
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Abb. 5

Verbesserte Differenzierung der Larynxpapillomatose von gesundem Gewebe mittels Protoporphyrin
IX Fluoreszenz. (Leunig et al. 2000).

A. WeiBlichtbefund B. Fluoreszenzbefund

Eine Biopsie mit molekularer Untersuchung (in situ Hybridisierung und PCR) des
Gewebes kann die virale DNA im infizierten Gewebe nachweisen und so die Diagno-
se bestatigen. Bei bekannter trachealer Mitbeteiligung hilft eine Bronchoskopie, eine
Computertomographie oder ein HR-MRT des Thorax eine pulmonale Beteiligung

rechtzeitig zu erkennen.

1.1.8 Therapie

Die Behandlungsziele sind neben der Viruselimination und der Heilung des Patienten
die Reduktion der Papillome, die Sicherung der Atemwege, die Verbesserung der
Symptome, die Pravention der Krankheitsausbreitung und die Verringerung der Kili-
nikaufenthalte (Gallagher et al. 2009 und Derkay et al. 2008).

Goldstandard ist die chirurgische Abtragung der Papillome im Rahmen einer Stutz-
laryngoskopie. Es wird so radikal als moglich vorgegangen, jedoch sind gesunde
Strukturen zu schonen, damit mogliche Komplikationen wie Segelbildungen, Dyspho-
nie und UberschieRende Narbenbildung mit resultierender Stenosierung der

Atemwege vermieden werden.

Nach Derkay (1995) ist der COz-Laser in der Abtragung der Papillome den kalten
Instrumenten Uberlegen. Dieses Vorgehen ist erstmals in den 1970er-Jahren be-
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schrieben. Neben dem CO,-Laser werden auch der Argon-Laser, Flash-pump-
Farbstofflaser, 585-nm-Pulsed-dye-Lasers, Nd:YAG-Laser und der KTP-Laser einge-
setzt.

Zunehmend mehr Arbeitsgruppen ersetzen den COj-Laser durch die Behandlung
mittels Shaver oder Microdebrider. Pasquale et al. (2003) listen die grof3ere Behand-
lungssicherheit, die verkurzte Arbeitszeit und damit verbunden auch die niedrigeren
Kosten als Vorteile der Microdebrideranwendung auf. Im postoperativen Verlauf zeigt
sich eine deutlichere Verbesserung der Stimmqualitat.

Technisch bedingt fuhrt ein gerader Laserstrahl an Stellen, die unter sich vorwdlben-
den Strukturen verborgen sind zu mehr Schaden an gesundem Gewebe, als der ge-
bogene Microdebrider. Der Vorteil, dass erkranktes Gewebe abgesaugt und somit
vom Patient entfernt wird, darf nicht unterschatzt werden. Auch die Studien von
Schraff et al. (2004) und Patel et al. (2003) belegen die Uberlegenheit des Microde-
briders. So ist die Ablation der Papillome mit einem Microdebrider heute die Behand-
lungsmethode der Wahl (Lee et al. 2005).

Etwa 20% der Patienten bendtigen zusatzlich zur chirurgischen Behandlung eine ad-
juvant medikamentOose Therapie (Schraff et al. 2004 ). Als Indikationen werden mehr
als 4 Operationen im Jahr, schnelles Wachstum der Papillome mit Verlegung der
Atemwege und die Streuung der Papillome in die tieferen Atemwege genannt (Der-
kay 1995 und Stamataki et al. 2007).

1.1.8.1 Cyclooxygenase Typ 2 Hemmer

Die Erforschung der Molekularbiologie der Papillome ergibt, dass der Epidermal
growth factor receptor (EGFR) in infiziertem Gewebe deutlich hoher exprimiert wird,
als in gesunder Schleimhaut (Vambutas et al. 1993). Die beiden Signalkaskaden
phospho-Akt und phospho-mitogen-activated protein kinase (oder MAPK) vermitteln
die zellularen Effekte des EGFRs (Johnston et al. 1999, Zhang et al. 2000 und Wu et
al. 2005). Das Enzym Cyclooxygenase-2 wird uber diese Signalwege hochreguliert,
wodurch es zu Prostaglandin E2 Bildung in den Papillomen kommt (Zhang et al 2000
und Wu et al. 2005, 2007). Hieraus ergeben sich neue medikamentose Therapiezie-
le. Celecoxib, ein selectiver COX-2 inhibitor kann direkt in diese Prozesse eingreifen.

Die Blockade der PGE2 Biosynthese fuhrt zur verstarkten Apoptose von HPV infizier-

13



Einleitung

ten Zellen (Wu et al. 2005).

1.1.8.2 Indol-3-carbinol

Indol-3-carbinol kommt in grinem Gemuse wie Brokkoli, Kohl und Blumenkohl vor.
Uber die Induktion der Cytochrom P450 Aktivitat regt diese Substanz den Ostrogen-
metabolismus an und hemmt dadurch das Wachstum der Papillome (Newfield et al.
1993). Rosen et al. (2004) untersuchten die Effekte einer Indol-3-carbinol Behand-
lung der RRP bei Kindern und Erwachsenen. Im Ergebnis kam es bei 70% der Pati-

enten zu einer partiellen oder kompletten Remission.

1.1.8.3 Interferon a

Interferone gehoren zu den Zytokinen und werden im Korper auf verschiedenste Sti-
muli wie zum Beispiel auch bei Virusinfektionen gebildet. In der Behandlung der RRP
wird Interferon a schon seit den 1980er Jahren eingesetzt. Der genaue Wirkmecha-
nismus ist unbekannt. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass die virale Proteinsynthe-
se gehemmt wird (Sen 1982).

Die Langzeitergebnisse der Therapie einer RRP mit Interferon a beschreiben Gerein
et al. (2005). 63% der Patienten zeigten eine makroskopische Remission am Ende
der Therapie. Jedoch waren nach einer mittleren Beobachtungszeit von 172 Monaten
nur noch 43% der Patienten rezidivfrei. Es gab signifikante Unterschiede im Anspre-
chen der Therapie bezogen auf die verschiedenen HPV Subtypen. Wahrend 64% der
Patienten mit HPV Typ 6 auf Interferon a ansprachen, waren es nur 14% der Patien-
ten mit einer HPV Typ 11 Infektion.

Wahrend 1995 noch 9% (Derkay et al. 1995) der an Larynxpapillomatose erkrankten
Kinder mit Interferon a behandelt wurden, hat sich diese Zahl auf unter 4% (Schraff
et al. 2004) verringert. Dies mag mit dem breiten Nebenwirkungsspektrum dieser

Medikamente zusammenhangen.

1.1.8.4 H,-Blocker

Der Zusammenhang zwischen einer gastroosophagealen Refluxerkrankung und ei-
ner HPV-Infektion des Larynx wird in der Literatur vielfach beschrieben (McKenna et
al. 2005, Borkowski et al. 1999 und Holland et al. 2002). McKenna et al. (2005)
kommen zu dem Schluss, dass die chronische Entzindung der Larynxschleimhaut,
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bedingt durch den Reflux von Saure und Enzymen eine latente HPV-Infektion aktivie-
ren kann.

Vor allem die systemische Therapie mit Hz-Blockern wie Cimetidin als adjuvante The-
rapie bei der RRP zeigt klinische Erfolge (Harcourt et al. 1999).

Unter der Therapie mit hohen Dosen an Cimetidin kommt es zu einem Anstieg der
Th1 Zellzahl und zu einem Abfall der Th2 Zellen. Den Th1 Zellen wird ein immunsti-
mulatorischer Effekt zugesprochen, der eine Hemmung der intrazellularen Virusinfek-
tion bewirkt. (Allen et al. 2000).

In einer Studie von Holland et al. (2002) wird deutlich, dass eine Antirefluxtherapie

das Risiko der Narbenbildungen nach chirurgischer Abtragung erheblich reduziert.

1.1.8.5 Cidofovir

In der adjuvanten Therapie der RRP des Larynx ist Cidofovir eines der am haufigsten
angewendeten Medikamente (Schraff et al. 2004). Cidofovir ist ein Cytosinanalogon
und blockiert die DNA-Replikation. In den USA ist dieses Medikament bisher nur zur
intravenosen Behandlung der Cytomegalie Virus induzierten Retinitis bei AIDS-
Patienten zugelassen. Der therapeutische Nutzen in der Behandlung der RRP mittels
intralasionaler Injektion ist jedoch vielfach belegt (Pransky et al. 2003, Mandell et al.
2004 und Co et al. 2004). Neumann et al. (2003) und Pudzuhn et al. (2007) erzielten
durch chirurgische Laserabtragung und adjuvanter, intralesionaler Cidofovirinjektion
eine deutliche Verringerung der Papillomatose und in Einzelfallen sogar komplette
Remissionen.

Chadha et al. (2007) arbeiteten die Literatur Uber die Behandlung der RRP mit
Cidofovir auf und kamen dabei zu dem Ergebnis, dass die Anwendung bei etwa 57%
der Patienten zur Ausheilung fuhrt. Bei 35% der Patienten kommt es zumindest zum
partiellen Ansprechen des Medikamentes. Trotz dieser vielversprechenden Zahlen
bemangeln die Autoren in der Diskussion der Ergebnisse die grof3en Unterschiede in
der Literatur, was die Dosierung, die Haufigkeit und die Intervalllange zwischen den
einzelnen Cidofovirapplikationen betrifft.

Van Valckenborgh et al. (2001) veroffentlichten den ersten Fallbericht Uber eine sy-
stemisch durchgefuhrte Cidofovir-Therapie. Bei einem 8-jahrigen Jungen, der an ei-
ner schweren HPV-Infektion des Larynx mit pulmonaler Mitbeteiligung litt, verabreich-
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ten die Autoren uber mehrere Wochen intravends 5 mg/kg Korpergewicht Cidofovir.
Im Verlauf kam es zu einer signifikanten Verbesserung des Lungenbefalls, ohne
dass unerwunschte Wirkungen des Medikamentes auftraten.

Eine weitere Moglichkeit der Cidofovirapplikation bei RRP beschreiben Ksiazek et al.
(2011): Sie therapierten einen 4 Monate alten Jungen durch inhalative Cidofovirga-
ben. Nach sechs Wochen (40 mg pro Tag, 12 Tage Applikation, 2 Tage Pause) zeig-
te sich eine deutliche Verbesserung der Erkrankung.
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1.2 Die Schutzimpfung gegen Humane Papillomaviren

Immunologische Therapieansatze versprechen fur die Zukunft in Pravention und Be-
handlung der RRP von groRem Nutzen zu sein. Derzeit sind zwei Impfstoffe in der
Pravention einer HPV-Infektion des Urogenitaltraktes zugelassen: Der bivalente
Impfstoff Cervarix® (Firma Glaxo-Smith-Kline) ist gegen das L1 Kapsidprotein der
HPV Typen 16 und 18 wirksam. Diese beiden high risk Virustypen spielen in der Pa-
thogenese des Zervixkarzinoms die grofdte Rolle. Die beiden HPV Typen 6 und 11
werden von diesem Impfstoff nicht erfasst, gelten aber als Hauptverursacher der
RRP.

Gardasil® (Firma Merck) ist ein tetravalenter Impfstoff und richtet sich gegen die
HPV Typen 6, 11, 16 und 18. Der prophylaktische Nutzen von Gardasil® liegt bei
100% der von HPV Typ 16 und Typ 18 induzierten prakanzerdsen Lasionen der Zer-
vix und der hoch differenzierten vaginalen Neoplasien. Die Effektivitat in der Vorbeu-
gung der HPV Typ 6, 11, 16 und 18 assoziierten intraepithelialen Neoplasien der
Zervix betragt 95% (Villa 2007).

Obwohl jedes Individuum von einer HPV Impfung profitiert, ist es noch unklar welche
Effekte in der Inzidenz der RRP zu erwarten sind.

Gardasil® wurde im Juni 2006 zunachst in den USA und im September 2006 von der
Europaischen Arzneimittelagentur zugelassen. Durch synthetisch hergestellte leere
Virushullen (Virus-like particles, VLP) kann eine humorale Immunantwort gegen das
HPV Hullprotein L1 aus dem Kapsid der vier Papillomavirustypen 6, 11, 16 und 18
induziert werden. Diese leeren Viruskapside enthalten keine Nukleinsaure. Sie sind
daher nicht infektios, jedoch hoch immunogen.

Zur Vertraglichkeit der HPV Impfung lagen zum Zeitpunkt der Zulassung Daten aus
mehreren klinischen Studien mit insgesamt Uber 20.000 Teilnehmerinnen vor. Tabel-
le 1 listet die bekannten unerwunschten Wirkungen einer Impfung mit Gardasil® auf.

Im Rahmen der Verlaufsbeobachtung nach Markteinfiuhrung wurden folgende seltene

unerwunschte Wirkungen gemeldet: Immunthrombozytopenie, Lymphadenopathie,
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Guillain-Barré-Syndrom, Schwindel, Synkopen, manchmal begleitet von tonisch-
klonischen Bewegungen, Ubelkeit, Erbrechen, Arthralgien, Myalgien, Abgeschlagen-
heit, Schuttelfrost, Mudigkeit und Unwohlsein (Rote Liste).

sehr haufig >1/10 Fieber, Schmerzen, Rétung und Schwellung an der Injektions-
stelle
Haufig >1/100 bis Juckreiz und Blutungen an der Injektionsstelle
<10/100
selten >1/10000 bis Urtikaria
<10/10.000
Sehr selten, >10/10.000 Bronchospasmus
Einzelfalle

Tabelle 2: Nebenwirkungen von Gardasil. (Fachinfoservice der Roten Liste).

Aufgrund der Studiendaten wird die HPV Impfung im deutschen Health Technology
Assessment, von der amerikanischen Zulassungsbehorde fur Arzneimittel (FDA),
dem Centers for Disease Control and Prevention (CDC) und der Europaische Arz-

neimittelagentur als sicher und gut vertraglich eingeschatzt.

Obwohl in der wissenschaftlichen Literatur die Indikation fur eine Impfung fur Patien-
ten mit RRP seit Jahren diskutiert wird (Freed et al. 2006 und Pawlita et al. 2009),
liegen bisher lediglich anekdotische Einzelberichte vor. Diese schildern jedoch viel-
versprechende Therapieerfolge, die durch eine Gardasil® Immunisierung erreicht
wurden (Mudry et al. 2011 und Forster et al. 2008).
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1.3 Ziel und Fragestellung der Arbeit

Die rezidivierende respiratorische Papillomatose ist eine seltene Erkrankung, die
Kinder, aber auch Erwachsene betrifft und durch die Proliferation benigner Plattene-
pithel-Papillome charakterisiert wird. Hervorgerufen wird diese Krankheit durch eine
orale Infektion mit Humanen Papillomviren. Die Morbiditat ist vor allem in der hohen
Rezidivneigung begrundet. Bei aggressiven Verlaufsformen, die eine Vielzahl von
Papillomabtragungen im Abstand von wenigen Monaten oder gar Wochen erfordern

sind bleibende Stimm- und Atemstorungen nahezu unvermeidbar.

Die Ablation der Papillome mit einem Microdebrider stellt heute die Behandlungsme-
thode der Wahl dar. Um die Rezidivrate zu senken empfehlen die meisten Arbeits-
gruppen die lokale Applikation von Cidofovir. Die Datenlage der Ergebnisse einer
Gardasil® Impfung beschrankt sich vor allem auf Einzelfallstudien, die den Erfolg

einer Gardasilbehandlung der laryngealen Papillomaose vermuten lassen.

Die Zielsetzung dieser Arbeit besteht darin, die klinischen Ergebnisse in der Behand-
lung von 24 Patienten mit der Diagnose RRP nach dem Therapieregime des HNO
Universitatsklinikums in Tubingen mit Microdebrider, intralasionaler Cidofovir-
Injektion und einer Impfung mit Gardasil® darzustellen. Hierfur werden die Patien-
tendaten seit 1990 aufgearbeitet.
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Patienten und Methoden

2.1 Patienten

In einer retrospektiven Untersuchung wurden die Daten von 24 Patienten analysiert,
die in den Jahren 1990 bis 2012 an der HNO Universitatsklinik in Tubingen mit der
Diagnose ,rezidivierenden respiratorischen Papillomatose® behandelt wurden.

Neben der klinischen Untersuchung stand eine Mikrolaryngoskopie an erster Stelle in
der Diagnostik.

Zur Typisierung der Humanen Papillomaviren wurde der INNO-LiIPA HPV Genotyping
Extra® Test (Firma Innogenetics) angewendet. Uber die Amplifikation von Teilen der
L1-Sequenz des HPV-Genoms mittels Polymerasekettenreaktion kann mit diesem
Test der Genotyp von 28 HPV-Typen (6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 43, 44,
45, 51, 52, 53, 54, 56, 58, 59, 66, 68, 69, 70, 71, 73, 74 und 82) nachgewiesen wer-
den.

Vor einer Gardasil® Impfung wurden den Patienten Blut abgenommen, um die Infek-
tion durch den Nachweis von HPV Antikorpern zu sichern. Die Grundimmunisierung
mit Gardasil® erfolgte intramuskular mit 3 Einzeldosen nach dem Schema:

1. Impfung: Tag 0

2. Impfung: nach ca. 8 Wochen

3. Impfung: ca. 6 Monate nach der ersten Gabe.

Das Patientengut bestand aus insgesamt 11 weiblichen und 13 mannlichen Patien-
ten. 13 Patienten wurden mittels Gardasil® immunisiert und zusatzlich in einer sepa-

raten Gruppe ausgewertet.

4 Patienten gehorten nach der Definition von Larson et al. (2010) zur Untergruppe
der juvenilen RRP. Sie waren junger als 12 Jahre. (3 weibliche und 1 mannlicher Pa-
tient). Demnach reprasentierten 20 Patienten die Gruppe der adulten Form der RRP
(8 weiblich und 12 mannlich).
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2.2 Datenerhebung und Datenverarbeitung

Um das unter Abschnitt 2.1 definierte Patientenkollektiv zu erfassen, wurden die
Krankenunterlagen der Patienten, die mit sich mit einer RRP an der HNO Universi-
tatsklinik Tubingen behandeln lie3en auf folgende Punkte hin gesichtet: Name, Ge-
schlecht und Geburtsdatum der Patienten, Diagnosedatum, HPV Typ, Lokalisation
der RRP, Operationsdatum, Operationsmethode, adjuvante Therapiemal3nahmen.
Das Datum der Diagnosestellung, die Lokalisation und die durchgefuhrte Therapie
dienten der Charakterisierung der Rezidive. Die Immunisierung mit Gardasil® galt mit
der dritten Impfdosis als abgeschlossen. Von diesem Datum aus wurden die Ergeb-
nisse der Nachsorgeuntersuchung notiert und so der Zeitraum der Rezidivfreiheit

bestimmt.
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2.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Patientendaten erfolgte mit Hilfe des Tabellenkalku-
lationsprogramms Excel und des statistischen Programms IBM SPSS Statistics 20
(SPSS Inc. an IBM Company, Chicago, IL).

Quantitative Groflen wurden anhand von Mittelwert und Standardabweichung, Mini-
mum und Maximum sowie den Quartilen beschreibend dargestellt. Zu ordinal und
nominal skalierten Gro3en wurden absolute und prozentuale Haufigkeiten angege-
ben. Je zwei Grolen dieser Skalierung wurden in Kontingenztafeln gegenuberge-
stellt.

Die Zeit bis zum Auftreten eines Rezidives wurde mittels Uberlebenszeitanalyse nach
Kaplan-Meier fur das Gesamtkollektiv und fur die Gruppe der mit Gardasil® geimpf-
ten Patienten analysiert. Bei den nicht mit Gardasil® geimpften Patienten wurde die
Zeit bis zu 1. Rezidiv betrachtet, bei den geimpften Patienten wurde das 1. Rezidiv

nach abgeschlossener Immunisierung gewertet.

Ein Log-Rang-Test diente der Uberpriifung, ob ein signifikanter Unterschied zwi-

schen diesen beiden Gruppen besteht.
Es wurde zweiseitig getestet und ein Signifikanzniveau von 5% zugrunde gelegt. Ei-

ne Alpha-Adjustierung fur multiples Testen fand nicht statt, die Ergebnisse haben
folglich einen explorativen und beschreibenden Charakter.
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Ergebnisse

3.1 Epidemiologie des Patientenkollektives

Das gesamte Patientenkollektiv bestand aus 24 Patienten. Davon waren 11 Patien-

ten weiblich und 13 Patienten mannlich. 13 Patienten wurden mit Gardasil® immuni-

siert.
Impfung
nein ja Gesamt
Geschlecht w Anzahl 3 8 11
% der Immunisierten 27,3% 61,5% 45,8%
m Anzahl 8 5 13
% der Immunisierten 72,7% 38,5% 54,2%
Gesamt Anzahl 11 13 24
% der Immunisierten 100,0% 100,0% 100,0%

Tabelle 3: Zusammensetzung des untersuchten Patientenkollekives.

Tabelle 4 listet die Patienten aufgetrennt nach juveniler und adulter Form der RRP

auf.
Impfung

Krankheitsbild nein ja Gesamt
juvenile Form Geschlecht w Anzahl 0 3 3
% der Immunisierten 0,0% 100,0% 75,0%
m Anzahl 1 0 1
% der Immunisierten 100,0% 0,0% 25,0%
Gesamt Anzahl 1 3 4
% der Immunisierten 100,0% 100,0% 100,0%
adulte Form Geschlecht w Anzahl 3 5 8
% der Immunisierten 30,0% 50,0% 40,0%
m Anzahl 7 5 12
% der Immunisierten 70,0% 50,0% 60,0%
Gesamt Anzahl 10 10 20
% der Immunisierten 100,0% 100,0% 100,0%

Tabelle 4: Patientengruppen mit adulter und juveniler Form der RRP.
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3.1.1 Alter bei Erstdiagnose

Das mittlere Alter zum Zeitpunkt der Erstdiagnose einer Papillomatose des Larnyx
lag fur das Gesamtkollektiv bei 40,79 Jahren £ 23,75 Jahren. Die Tabelle 6 listet die
juvenile und adulte Form der RRP separat auf.

Perzentile
Standard- 50.
N Mittelwert abweichung Minimum Maximum 25. (Median)  75.
Alter 24 40,79 23,747 2 73 21,60 45,04 60,18

bei ED

Tabelle 5: Alter bei Erstdiagnose. In dieser Tabelle sind beide Untergruppen der RRP vertreten. Die
Standardabweichung vom Mittelwert ist mit 23,75 Jahren entsprechend grof3.

Perzentile
Standard- 50.
Krankheitsbild N Mittelwert  abweichung  Minimum  Maximum 25. (Median)  75.
juvenile Alter 4 2,97 1,462 2 5 1,89 2,50 4,52
Form  bei ED
adulte  Alter 20 48,36 17,913 15 73 33,90 53,21 62,74
Form  beiED

Tabelle 6: Alter bei Erstdiagnose. Die juvenile und adulte Form der RRP sind getrennt abgebildet.

24



Ergebnisse

3.1.2 Alter zum Zeitpunkt der Therapie

Das mittlere Alter zum Zeitpunkt der ersten operativen Intervention lag fur das Ge-
samtkollektiv bei 47,41 Jahren + 22,20 mit einem medianen Alter von 53,26 Jahren.
In Tabelle 7 bezeichnet N die Anzahl der Patienten, die aufgrund von Rezidiven er-
neut operiert werden mussten. Die Altersverteilung ist in den entsprechenden Tabel-
lenspalten wiedergegeben.

Perzentile
Standard- 50.
N Mittelwert ~ abweichung Minimum  Maximum 25. (Median)  75.

1. Operation 24 47,41 22,201 2 78 29,69 53,26 63,27
2. Operation 21 50,08 22,118 2 78 33,13 55,36 67,60
3. Operation 14 49,71 24,986 2 79 26,59 51,52 70,50
4. Operation 6 49,36 23,673 18 80 25,19 50,98 71,39
5. Operation 4 47,19 25,879 25 80 25,85 41,78 73,94
6. Operation 3 36,49 17,018 25 56 25,36 28,04 56,08
7. Operation 1 56,49 56 56

8. Operation 1 59,03 59 59

Tabelle 7: Alter bei Operation.
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3.1.3 Lokalisation der laryngealen Papillomatose

Die Tabellen 8-16 stellen die Haufigkeiten der einzelnen Lokalisationen des ersten

Rezidives der RRP dar. Beurteilt wurde nach dem Coltrera-Derkay-Staging System.

Stimmlippe rechts befallen

Krankheitsbild

juvenile Form adulte Form Gesamt
Stimmlippe nein Anzahl 2 9 11
rechts befallen % der Erkrankten 50,0% 45,0% 45,8%
ja Anzahl 2 11 13
% der Erkrankten 50,0% 55,0% 54,2%
Gesamt Anzahl 4 20 24
% der Erkrankten 100,0% 100,0% 100,0%
Tabelle 8: Kreuztabelle zur Darstellung des Befalls der rechten Stimmlippe.
Stimmlippe links befallen
Krankheitsbild
juvenile Form adulte Form Gesamt
Stimmlippe nein Anzahl 1 5 6
links befallen % der Erkrankten 25,0% 25,0% 25,0%
ja Anzahl 3 15 18
% der Erkrankten 75,0% 75,0% 75,0%
Gesamt Anzahl 4 20 24
% der Erkrankten 100,0% 100,0% 100,0%

Tabelle 9: Kreuztabelle zur Darstellung des Befalls der linken Stimmlippe.
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Aryknorpelregion befallen

Krankheitsbild

juvenile Form adulte Form Gesamt
Aryknorpelre-  nein Anzahl 2 19 21
gion befallen % der Erkrankten 50,0% 95,0% 87,5%
Anzahl 2 1 3
% der Erkrankten 50,0% 5,0% 12,5%
Gesamt Anzahl 4 20 24
% der Erkrankten 100,0% 100,0% 100,0%
Tabelle 10: Kreuztabelle zur Darstellung des Befalls der Aryknorpelregion.
Vordere Kommissur befallen
Krankheitsbild
juvenile Form adulte Form Gesamt
Vordere Kom-  nein Anzahl 2 13 15
misur befallen % der Erkrankten 50,0% 65,0% 62,5%
Anzahl 2 7 9
% der Erkrankten 50,0% 35,0% 37,5%
Gesamt Anzahl 4 20 24
% der Erkrankten 100,0% 100,0% 100,0%

Tabelle 11: Kreuztabelle zur Darstellung des Befalls der vorderen Kommisur.
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Hintere Kommissur befallen

Krankheitsbild

juvenile Form adulte Form Gesamt
Hintere Kom- nein Anzahl 4 19 23
misur befallen % der Erkrankten 100,0% 95,0% 95,8%
Anzahl 0 1 1
% der Erkrankten 0,0% 5,0% 4,2%
Gesamt Anzahl 4 20 24
% der Erkrankten 100,0% 100,0% 100,0%

Tabelle 12: Kreuztabelle zur Darstellung des Befalls der hinteren Kommisur.

Taschenfalte rechts befallen

Krankheitsbild

juvenile Form adulte Form Gesamt
Taschenfalte nein Anzahl 2 19 21
rechts befallen % der Erkrankten 50,0% 95,0% 87,5%
ja Anzahl 2 1 3
% der Erkrankten 50,0% 5,0% 12,5%
Gesamt Anzahl 4 20 24
% der Erkrankten 100,0% 100,0% 100,0%

Tabelle 13: Kreuztabelle zur Darstellung des Befalls der rechten Taschenfalte.

28



Ergebnisse

Taschenfalte links befallen

Krankheitsbild

juvenile Form adulte Form Gesamt
Taschenfalte nein Anzahl 3 18 21
links befallen % der Erkrankten 75,0% 90,0% 87,5%
Anzahl 1 2 3
% der Erkrankten 25,0% 10,0% 12,5%
Gesamt Anzahl 4 20 24
% der Erkrankten 100,0% 100,0% 100,0%
Tabelle 14: Kreuztabelle zur Darstellung des Befalls der linken Taschenfalte.
Trachea befallen
Krankheitsbild
juvenile Form adulte Form Gesamt
Trachea befal- nein Anzahl 3 19 22
len % der Erkrankten 75,0% 95,0% 91,7%
Anzahl 1 1 2
% der Erkrankten 25,0% 5,0% 8,3%
Gesamt Anzahl 4 20 24
% der Erkrankten 100,0% 100,0% 100,0%

Tabelle 15: Kreuztabelle zur Darstellung des Befalls der Trachea.
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Andere Lokalisationen blieben bei der Beobachtung des 1. Rezidives verschont (Ta-

belle 15). Im Verlauf entwickelten sich jedoch bei einer Patientin Papillome im

Epipharynx (Weichgaumen). Ein anderer Patient erlitt eine generalisierte Streuung

der Erkrankung mit ausgedehntem Lungenbefall, HPV Viramie im Blut und mit Befall

des Endokards.

Andere Lokalisation

Krankheitsbild

juvenile Form adulte Form Gesamt
Andere Lokali- kein Befall Anzahl 4 20 24
sation % der Erkrankten 100,0% 100,0% 100,0%
Gesamt Anzahl 4 20 24
% der Erkrankten 100,0% 100,0% 100,0%
Tabelle 16: Kreuztabelle zur Darstellung des Befalls anderer Lokalisationen.
Epiglottis Plica vocalis

Trachea

Tuberculum comiculatum

Abb. 5

Darstellung der Lokalisationen des 1. Rezidives im Larynx.
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3.1.4 Verteilung der HPV Typen
Die Tabellen 17 und 18 listen die Haufigkeiten der unterschiedlichen Typen der Hu-

manen Papillomaviren in unserem Patientenkollektiv auf.

Impfung

nein ja Gesamt
Gesamt Virustyp HPV-Typ 6 Anzahl 6 5 11
% der Immunisierten 54,5% 38,5% 45,8%
HPV-Typ 11 Anzahl 1 4 5
% der Immunisierten 9,1% 30,8% 20,8%
HPV-Typ 16 Anzahl 0 2 2
% der Immunisierten 0,0% 15,4% 8,3%
HPV-Typ 6/11  Anzahl 3 0 3
% der Immunisierten 27,3% 0,0% 12,5%
HPV-Typ 6/16  Anzahl 0 1 1
% der Immunisierten 0,0% 7.7% 4.2%
HPV-Typ 6/52  Anzahl 1 0 1
% der Immunisierten 9,1% 0,0% 4.2%
HPV-Typ 16/18 Anzahl 0 1 1
% der Immunisierten 0,0% 7.7% 4.2%
Gesamt Anzahl 11 13 24
% der Immunisierten 100,0% 100,0% 100,0%

Tabelle 17: Nachgewiesene HPV Typen im Gesamtkollektiv.
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Impfung

Krankheitsbild nein ja Gesamt
juvenile  Virustyp HPV-Typ 6 Anzahl 0 1 1
Form % der Immunisierten 0,0% 33,3% 25,0%
HPV-Typ 11 Anzanhl 0 1 1
% der Immunisierten 0,0% 33,3% 25,0%
HPV-Typ 6/11  Anzahl 1 0 1
% der Immunisierten 100,0% 0,0% 25,0%
HPV-Typ 6/16  Anzahl 0 1 1
% der Immunisierten 0,0% 33,3% 25,0%
Gesamt Anzahl 1 3 4
% der Immunisierten 100,0% 100,0% 100,0%
adulte Virustyp HPV-Typ 6 Anzahl 6 4 10
Form % der Immunisierten 60,0% 40,0% 50,0%
HPV-Typ 11 Anzanhl 1 3 4
% der Immunisierten 10,0% 30,0% 20,0%
HPV-Typ 16 Anzanhl 0 2 2
% der Immunisierten 0,0% 20,0% 10,0%
HPV-Typ 6/11  Anzahl 2 0 2
% der Immunisierten 20,0% 0,0% 10,0%
HPV-Typ 6/52  Anzahl 1 0 1
% der Immunisierten 10,0% 0,0% 5,0%
HPV-Typ 16/18 Anzahl 0 1 1
% der Immunisierten 0,0% 10,0% 5,0%
Gesamt Anzahl 10 10 20
% der Immunisierten 100,0% 100,0% 100,0%

Tabelle 18: Nachgewiesene HPV Typen. Die juvenile und adulte Form der RRP sind getrennt abgebil-

det.
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3.2 Therapie der laryngealen Papillomatose

3.2.1 Anzahl operativer Eingriffe
Die Tabellen 19 und 20 geben die Anzahl der operativen Eingriffe an, die auf Grund

wiederkehrender Rezidive notwenig waren.

Perzentile
50.
N Mittelwert Standardabweichung Minimum Maximum 25. (Median)  75.
Anzahl 24 6,54 6,757 1 27 2,00 450 7,00
OP
Tabelle 19: Anzahl der operativen Eingriffe des Gesamtkollektives.
Perzentile
Standard- 50.
Krankheitsbild N Mittelwert ~ abweichung Minimum Maximum 25 (Median) 75.
juvenile Anzahl 4 15,25 11,383 5 27 5,25 14,50 26,00
Form OoP
adulte  Anzahl 20 4,80 3,955 1 18 2,00 3,00 7,00
Form OoP

Tabelle 20: Anzahl der operativen Eingriffe. Die juvenile und adulte Form der RRP sind getrennt ab-
gebildet.

3.2.2. Kaplan-Maier Analyse des gesamten Patientenkollektives

Das maximale Follow-up betrug 86 Monaten. 2 Patienten sind bereits innerhalb von
einem Monat aus der weiteren Analyse ausgeschieden. 12 zensierte Patienten ha-
ben Uber den gesamten Beobachtungszeitraum, den sie zur Verflugung standen kein
Rezidiv entwickelt. Sie sind dann aufgrund fehlender weiterer Nachbeobachtung
ausschieden. In Tabelle 21 sind diese Ereignisse unter der Spalte Status mit ,nein®
gekennzeichnet. In der Spalte Zeit steht die Anzahl der Monate, die diese Patienten

in die Beobachtung und damit in die Berechnung eingingen.
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Uberlebenstabelle

Kumulierter Anteil Uberleben-

Anzahl der Anzahl der
der zum Zeitpunkt kumulativen verbliebenen

Fall Zeit Status Schatzer Standardfehler Ereignisse Falle

1 0,000 ja ,958 ,041 1 23
2 0,000 nein 1 22
3 1,000 ja 2 21
4 1,000 ja 3 20
5 1,000 ja 4 19
6 1,000 ja 5 18
7 1,000 ja 741 ,091 6 17
8 1,000 nein 6 16
9 2,000 ja ,694 ,097 7 15
10 3,000 ja ,648 ,101 8 14
11 6,000 nein 8 13
12 9,000 nein 8 12
13 11,000 nein 8 11
14 12,000 nein 8 10
15 14,000 nein 8 9
16 19,000 nein 8 8
17 22,000 ja ,567 ,116 9 7
18 26,000 ja ,486 ,125 10 6
19 26,000 nein 10 5
20 30,000 ja ,389 ,132 11 4
21 52,000 nein 11 3
22 59,000 nein 11 2
23 71,000 nein 11 1
24 86,000 ja 0,000 0,000 12 0

Tabelle 21: Uberlebenstabelle des gesamten Patientenkollektives.

Aus der Tabelle 21 wird ersichtlich, dass nach einem Monat 74,1% aller 24 Patienten

rezidivfrei waren. Nach 3 Monaten waren es noch 64,8%. Anders ausgedruckt ent-

wickelten 35,2% innerhalb von 3 Monaten ein Rezidiv der RRP und mussten erneut

operiert werden. Die Kaplan-Maier Kurve in Abbildung 6 veranschaulicht dieses Er-

gebnis.
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Kum. rezidivfrei
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Abb. 6

Kaplan-Maier Analyse des gesamten Patientenkollektives zur Darstellung der rezidivireien Zeit.

3.2.3 Kaplan-Maier Analyse der geimpften und nicht geimpften Patienten

Die rezidivfreie Zeit wurde getrennt fur die geimpften und nicht geimpften Patienten

aufgelistet und mit einer Kaplan-Maier Kurve dargestellt (Abbildung 7).

Zusammenfassung der Fallverarbeitung

Anzahl der Zensiert
Impfung vor Rezidiv Gesamtzahl Ereignisse Prozent
nein 11 10 1 9,1%
ja 13 2 11 84,6%
Gesamt 24 12 12 50,0%

Tabelle 22: Ergebnisse der Immunisierung mit Gardasil® bei RRP.

Ein Rezidiv der RRP entwickelten nach erfolgter Immunisierung mit Gardasil® nur 2

von 13 Patienten (Tabelle 22). Eine dieser Patientinnen war alio loco geimpft worden.

Die zweite Patientin entwickelte Papillome am Weichgaumen. Der Larynx blieb von
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einem Rezidiv verschont. In der Gruppe der nicht geimpften Patienten entwickelten in

einem Zeitraum von 86 Monaten alle Patienten ein Rezidiv (Tabelle 22).
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Abb. 7
Kaplan-Maier Analyse der rezidivfreien Zeit. Mit Gardasil® geimpfte Patienten und nicht geimpfte Pa-

tienten kommen getrennt zur Darstellung.

Mittelwerte und Mediane fiir die Uberlebenszeit

Mittelwert Median
95%-

Konfidenzintervall 95%-Konfidenzintervall
Impfung
vor Untere Obere Untere Obere
Rezidiv Schatzer Standardfehler Grenze  Grenze  Schéatzer Standardfehler  Grenze Grenze
nein 12,323 8,631 0,000 29,241 1,000 ,308 ,397 1,603
ja 54,292 9,459 35,751 72,832
Gesamt 40,688 9,718 21,641 59,735 26,000 5,596 15,032 36,968

Tabelle 23: Statistische Ergebnisse im Uberblick. Die Schatzung ist auf die langste Uberlebenszeit
begrenzt, wenn sie zensiert ist. Der Median-Wert lag bei 26 Monaten. Die Halfte aller Patienten hat zu

dieser Zeit ein Rezidiv entwickelt.
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Die mittlere Zeit bis zum 1. Rezidiv betrug fur alle unsere Patienten 40,688 Monate
(Standardfehler 9,718 Monate). Nicht geimpfte Patienten entwickelten schon nach
12,323 Monaten ein Rezidiv. Bei einer Impfung mit Gardasil® verlangerte sich diese
Zeit statistisch deutlich auf 54,292 Monate (Tabelle 23).

Uberlebenstabelle

Kumulierter Anteil Uberleben-
der zum Zeitpunkt

Anzahl der Anzahl der
Impfung kumulativen verbliebenen
vor Rezidiv Zeit Status Schatzer Standardfehler Ereignisse Falle
nein 1 0,000 ja ,909 ,087

0,000 nein

1,000 ja

1,000 ja

1,000 ja

1,000 ja

1,000 ja ,404 ,155

2,000 ja ,303 ,146

3,000 ja ,202 127

26,000 ja ,101 ,096

86,000 ja 0,000 0,000 1
1,000 nein

6,000 nein

9,000 nein

11,000 nein

12,000 nein

14,000 nein

19,000 nein

22,000 ja ,833 ,152

9 26,000 nein

10 30,000 ja ,625 213

1 52,000 nein

12 59,000 nein

13 71,000 nein
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Tabelle 24: Die beiden Kollektive sind getrennt dargestellt. In der 2. Spalte stehen die 11 nicht geimpf-
ten und 13 geimpften Patienten. Nach 86 Monaten haben alle nicht geimpften Patienten ein Rezidiv
entwickelt.
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3.2.4 Gesamtvergleich der geimpften und nicht geimpften Patienten
Die Zeit bis zum Auftreten eines Rezidives ist bei den nicht geimpften Patienten si-

gnifikant kirzer als bei den geimpften Patienten (Log-Rag-Test, p<0,001).

Chi-Quadrat Freiheitsgrade Signifikanz
Log Rank (Mantel-Cox) 13,266 1 P<0,001

Tabelle 25: Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilungen fiir die verschiedenen Stufen.
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Diskussion

Die rezidivierende laryngeale Papillomatose ist eine seltene und chronisch verlau-
fende Erkrankung des Larynx. Die haufigen Rezidive und die damit verbundenen
chirurgischen Interventionen fihren zu einer hohen Einbul3e an Lebensqualitat fur
die Patienten. Die oftmals unbefriedigenden Ergebnisse nach einer Operation treiben
die Suche nach neuen Therapieoptionen voran. Adjuvant-medikamentose Therapie-
regime dieser Erkrankung fassten Gallagher et al. (2009) und Chadha et al. (2007) in
kurzlich erschienen Artikeln zusammen. Die Nachteile liegen in der ausgepragten
Toxizitat der verwendeten Medikamente und in den limitierten Effekten.

Da eine reduzierte humorale Immunabwehr HPV Reinfektionen begunstigt, stellten
wir in der HNO Universitatsklinik Tubingen die These auf, dass einem Rezidiv der
RRP durch eine aktive Immunisierung vorgebeugt werden konnte. Diese Arbeit pra-
sentiert die klinische Ergebnisse in der Behandlung mit Microdebrider, intralasionaler
Cidofovir-Injektion und Impfung mit Gardasil®.
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4.1 Diskussion der Patientencharakteristika

Unsere Patientengruppe ging mit einem kleinen Plus zugunsten des mannlichen Ge-
schlechts einher (11 weibliche und 13 mannliche Patienten). Bei der adulten Form
der RRP kommt diese Differenz mit 8 weiblichen und 12 mannlichen Patienten deut-
licher zum Vorschein. Lindberg et al. (1989) veroffentlichten eine Studie mit 231 Pa-
tienten. Im Ergebnis verteilte sich die juvenile Form gleichmafig auf weibliche und
mannliche Kinder. In Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen liberwogen bei Lin-
deberg et al. (1989) im Erwachsenenalter die mannlichen Patienten (bei einem Ver-
haltnis von 2:1 bis 4:1).

Da sie zum Zeitpunkt der Erstdiagnose junger als 12 Jahre waren sprechen wir bei 4
unserer Patienten (16,67%) von einer juvenilen Form der RRP. Dabei verlauft die
Erkrankung bei einem Beginn im Kindesalter (insbesondere vor dem 3. Lebensjahr)
aggressiver als bei einer Erstmanifestation im Erwachsenenalter (Reeves et al. 2003,
Wiatrak et al. 2003 und 2004, Derkay et al. 2008 und Buchinsky et al. 2008).

Der alteste bekannte Patient war bei der Erstdiagnose 84 Jahre alt. Der jungste Pati-
ent ist ein Neugeborenes (Derkay 1995). In unserem Patientenkollektiv lag das mitt-
lere Alter zum Zeitpunkt der Erstdiagnose bei 40,79 Jahren + 23,75 Jahren. Dabei
reicht die Spannweite des Alters unserer Patienten vom 2. bis zum 74. Lebensjahr.

Die Ausbreitung der Papillome im oberen Aerodigestivtrakt wie sie bei einigen Pati-
enten auftritt stellt ein gro3es Problem dar. Die Predilektionsstellen sind dabei die
Grenzen zwischen Flimmerepithel und Plattenepithel (Kashima et al. 1993). Die Au-
toren nennen den Ventrikel des Larynx, die nasopharyngeale Oberflache des Weich-
gaumens, den mittleren Bereich der laryngealen Epiglottisoberfache, die Unterflache
der Stimmbander und die Carina der Trachea als Orte, wo diese histologische Gren-
ze der beiden Epithelgewebe auftritt. Wir ordneten die Lokalisationen der Rezidive
nach dem Schema von Coltrera-Derkay (Abbildung 9) (Derkay et al. 1998). Dabei
fanden sich 75% der Rezidive an der linken Stimmlippe, 54% an der rechten Stimm-

lippe und 38% im Bereich der anterioren Kommisur.
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STAGING ASSESSMENT FOR RECURRENT LARYNGEAL PAPILLOMATOSIS

PATIENT INITIALS: DATE OF SURGERY: SURGEON:

PATIENT ID #: INSTITUTION:

1. How long since the last papilloma surgery? days, weeks, months, years,
don't know, Ist surgery

2. Counting today's surgery, how many papilloma surgeries in the past 12 months?

3. Describe the patient's voice today: aphonic, abnormal, normal , other

4. Describe the patient's stridor today: absent, present with activity, present at rest,
don't know

5. Describe the urgency of today's intervention: scheduled, urgent, emergent

FOR EACH SITE, SCORE AS: 0 =none, 1 =surface lesion, 2 = raised lesion, 3 = bulky lesion

LARYNX
Epiglottis
Lingual surface Laryngeal surface
Aryepiglottic folds: Right_  Left_

False vocal cords: Right Left_
True vocal cords: Right __  Left___

Arytenoids: Right___ Left
Anterior commisure Posterior commisure
Subglottis

TRACHEA:

Upper one-third
Middle one-third
Lower one-third
Bronchi: Right Left
Tracheotomy stoma______

OTHER:
Nose
Palate
Pharynx
Esophagus
Lungs
Other

TOTAL SCORE ALL SITES:

Abb. 9
Schema nach Coltrera-Derkay zur Beurteilung des Schwergrades der RRP (Derkay et al. 1998).
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4.2 Diskussion des Tubinger Therapieregims der RRP

Die Grundlage der Therapie der RRP bildet die chirurgische Entfernung der Papillo-
me. Insbesondere gilt dies im Hinblick auf die Sicherung der Atemwege der Patien-
ten. Eine Vielzahl an Lasertechniken kommen dabei zum Einsatz: CO,-Laser, Argon-
Laser, Flash-pump-Farbstofflaser, 585-nm-Pulsed-dye-Lasers, Nd:YAG-Laser und
der KTP-Laser). In der Behandlung unserer Patienten sind wir von der Lasertechnik
abgekommen. Wir verwenden zum Abtragen der Papillome einen Microdebrider im
Rahmen einer Mikrolarynkospopie.

Diese Technik hat in unseren Augen zwei entscheidende Vorteile: Zum einen wird
das erkrankte Gewebe direkt abgesaugt und so aus dem Korper des Patienten ent-
fernt. Zum anderen erlaubt der gebogene Aufbau des Instrumentes ein prazises Ar-
beiten in unter sich gehenden Regionen. Gesundes Gewebe wird dadurch geschont.
Bedenkt man, dass nach Armstrong et al. (1999) die Patienten mit einer RRP alleine
im ersten Jahr nach der Diagnosestellung durchschnittlich 4,1-4,4 mal operiert wer-
den, so erhalt die Tatsache der schonenden Abtragung eine enorme Wichtigkeit.

Uloza et al. (2000) kommen zu einer Rezidivrate von 71,9% bei der juvenilen Papil-
lomatose und von 22,8% bei der adulten Form. Das Intervall zwischen den Rezidiven
betragt 1-10 Monate bei der juvenilen Form und 1-5 Monate bei den Erwachsenen.
In unseren Ergebnissen waren nach einem Monat 74,1% aller 24 Patienten rezidiv-
frei. Nach drei Monaten waren es noch 64,8%.

Unsere Patienten mussten im Mittel 6,54 mal operiert werden. Fur Kinder ermittelten
wir einen Mittelwert von 15,25 Operationen. Nach Armstrong et al. (1999) sind bei
Kindern bis zu 20 Eingriffe keine Seltenheit. Alleine in den ersten Krankheitsjahren
sind durchschnittlich 4 Operationen pro Jahr erforderlich (Armstrong et al. 1999).

Die Verwendung adjuvante Pharmaka wie zum Beispiel Interferon o oder das von
uns verwendete Cidofovir ist fur die Behandlung der RRP von grof3em Interesse.

Cidofovir ist dabei eines der am haufigsten verwendete Medikamente (Schraff et al.
2004). Es handelt sich um ein Cytosinanalogon und blockiert die DNA-Replikation
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der Viren.

Wir applizierten das Medikament nach der Abtragung der Papillome wahrend einer
mikrolaryngoskopischen Operation in intralasionaler Form. In der Literatur existieren
zudem einige Darstellungen, die von einer erfolgreichen inhalativen Cidofovir Kur
berichten (Ksiazek et al. 2011).

Der therapeutische Nutzen in der Behandlung der RRP mittels intralasionaler Injekti-
on ist in vielen Studien belegt (Pransky et al. 2003, Mandell et al. 2004 und Co et al.
2004). Chadha et al. (2007) fassten die Literatur uber die Behandlung der RRP mit
Cidofovir zusammen und kamen zu dem Ergebnis, dass es bei mehr als 80% der
Patienten entweder zur kompletten oder doch zumindest zur partiellen Ausheilung
kommt.

Ein groBer Vorteil der intralasionalen Injektion besteht darin, dass lokal hohe Wirk-
spiegel erreicht werden, ohne dass der Plasmaspiegel des Medikamentes wesentlich
ansteigt (Naiman et al. 2003). In der Verwendung dieses Medikamentes missen die
unerwinschten Wirkungen wie die Nephrotoxizitat, Schadigung des Knochenmarks,
Iritis und Uveitis immer im Blick behalten werden. Im Rahmen einer Cidofovirbehand-
lung sind Dysplasien beschrieben worden, bei denen es aber nicht klar ist, ob die
Cidofovirbehandlung ursachlich ist, oder ob sie auf dem Boden der Papillomatose
entstanden sind. An In-vitro-Versuchen mit Zelllinien konnte gezeigt werden, dass
durch Cidofovir eine genetische Instabilitat hervorgerufen wird, die eine maligne Pro-
gression fordern konnte (Donne et al. 2009). In diesem Zusammenhang ist es aber
auch wichtig zu erwahnen, dass sich bei der RRP ohne eine Behandlung ebenfalls
Dysplasien nachweisen lassen.

Gegenwartig findet sich noch keine Studie, die die beschriebenen positiven Thera-
pieergebnisse einer Cidofovir-Behandlung bei RRP statistisch in signifikanter Weise
belegt. Die chirurgische Papillomabtragung mit intralasionaler Cidofovir-Injektion auf
der einen Seite und die chirurgische Papillomabtragung mit der Injektion eines Pla-
zebos auf der anderen Seite konnte die Grundlage eines solchen Studienprotokolls

sein.
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4.3 Die Verteilung der HPV Typen im untersuchten Kollektiv

Die RRP wird am haufigsten durch die Subtypen 6 und 11 verursacht. Auch in unse-
rem Patientenkollektiv dominierten der HPV Typ 6 mit 11 Patienten (45,8%) und HPV
Typ 11 mit 5 Fallen (20,8%). Die Verteilung der HPV Typen in unserer Studie ent-
spricht den Ergebnissen der meisten Arbeitsgruppen, die HPV Typ 6 und 11 Isolatio-
nen in 50-100% nachweisen (Seedat et al. 2010, Obchinnikov et al. 2004, Gissmann
et al. 1982, Mounts et al. 1982, Gabbott et al. 1997, Pou et al. 1995, Duggan et al.
1990 und Major et al. 2005). In der Haufigkeitsverteilung an zweiter Stelle stehen die
Typen 16 und 18 (Corbitt et al. 1988, Smith et al. 1993 und Arndt et al. 1997).

Etwa 90% der anogenitalen Kondylome werden durch die HPV Typen 6 und 11 her-
vorgerufen, welche zu den low risk Viren gerechtet werden. In der Pravalenz von
HPV DNA bei Plattenepithelkarzinomen an der Zervix dominiert HPV Typ 16 mit 46-
63%, gefolgt von HPV Typ 18 mit 10-14% (Clifford et al. 2003). Orale HPV-
Infektionen kommen bei Frauen seltener vor als Infektionen an der Zervix. Man findet
man sie aber gehauft bei Frauen, die gleichzeitig auch eine HPV-Infektion an der
Zervix haben. Bei Frauen, die an einer simultanen Infektion leiden konnte in signifi-
kanter Weise an beiden Lokalisationen der gleiche HPV Typ nachgewiesen werden.
Dies impliziert, dass die Reservoire fur beide Infektionen eine gemeinsame Schnitt-
menge aufweisen (Fakhry et al. 2006). Diese Tatsache ist besonders vor dem Hin-
tergrund interessant, dass manche Autoren HPV assoziierte Plattenepithelkarzinome
des Kopf-Hals-Bereichs als sexuell Ubertragbare Erkrankung bezeichnen (Klussmann
et al. 2009).

Eine Infektion mit HPV Typ 11 zeigt klinisch einen aggressiveren Verlauf als eine In-
fektion mit HPV Typ 6 (Wiatrak et al. 2004). Patienten mit einer HPV Typ 11 Infektion
haben hohere Zahlen an chirurgischen Interventionen, gehauft Infektionen der Tra-
chea sowie der Lunge und bendtigen haufiger adjuvant-medikamentose Therapien.
Gerein et al. (2005) listen die Daten von 38 Patienten auf und weisen in 17 Fallen
(44,7%) HPV Typ 6 und in 14 Fallen (36,8%) HPV Typ 11 nach. In dieser Untersu-

chung kommen die Autoren zu dem Schuss, dass die Patienten nach einer Infektion
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mit HPV Typ 11 hohere Inzidenzen an Tracheotomien, malignen Transformationen
und auch eine hohere Mortalitat haben.

In unserem Patientenkollektiv beobachteten wir bei 3 Patienten Papillome im Bereich
der Trachea. HPV Typ 11 bedingte in Ubereinstimmung mit der Literatur mit 2 Fallen
die Mehrzahl dieser komplizierten Krankheitsverlaufe. Die Patienten wurden im Ver-
lauf der Erkrankung alio loco tracheotomiert. Bei einem Patienten konnten wir an der

Vorderwand der Trachea den HPV Typ 6 nachweisen.

4 Patienten (16,7%) waren mit einen high risk HPV Typ 16 infiziert. Davon hatten 2
Patienten eine Koinfektion mit HPV Typ 16: je einmal kombiniert mit HPV Typ 6 und
HPV Typ 18. Im HNO-Bereich ist der HPV Typ 16 bei HPV-assoziierten Neoplasien
der dominante Typ und wurde in 90% der Falle nachgewiesen (Kreimer et al. 2005).
Mit diesem Wissen nahmen wir die Patienten mit high risk HPV-Infektionen in ein
engmaschiges Nachsorgeprogramm auf.
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4.4 Immunisierung mit Gardasil® bei RRP

Die Entdeckung des Zusammenhangs zwischen einer HPV-Infektion und der Karzi-
nogenese von zervikalen intraepithelialen Neoplasien sowie des Zervixkarzinoms
fuhrte zur Entwicklung hocheffektiver primarprophylaktischer HPV Impfstoffe. Mit
dem Ziel die Inzidenz HPV-assoziierter Erkrankungen zu senken nahm die Standige
Impfkommission des Robert-Koch-Instituts (STIKO) die HPV Impfung in ihre Impf-
empfehlungen auf.

Zur Zeit sind zwei HPV Impfstoffe auf dem Markt: Cervarix® (Firma: Glaxo-Smith-
Kline) ist ein bivalenter Impfstoff, der sich gegen das L1 Protein des Kapsids von
HPV Typ 16 und 18 richtet. Die HPV Typen 16 und 18 sind die haufigsten Viren, die
ein Zervixkarzinom verursachen konnen. Von diesem Impfstoff werden aber die HPV
Typen 6 und 11 nicht erfasst.

Der von uns verwendete Impfstoff quadrivalente Gardasil® (Firma: Sanofi Pasteur-
MSD/Merck) basiert auf leeren Kapsiden, sogenannten virus-like particles (VLP), die
aus dem nativ gefalteten HPV-Hauptstrukturprotein L1 von vier verschiedenen Viren
bestehen und so eine Immunitat gegen die HPV Typen 6, 11, 16 und 18 bedingt.
Zahlreiche klinische Studien zeigten, dass dieser Impfstoff sicher ist und spezifische
Antikorper gegen die Kapside der im Impfstoff enthaltenen HPV-Typen induziert.

Aaltonen et al. (2001) wiesen nach, dass die Patienten mit einer adulten Form der
Larynxpapillomatose eine schlechte Anti-HPV-Antikorperbildung haben. Einige Be-
richte deuten auch fur die juveniler RRP auf eine immunologische HPV-spezifische
Hyporeaktivitat als Co-Faktor hin. Kinder mit RRP haben haufig keine nachweisbaren
Antikorper gegen die HPV Typen 6 und/oder 11 (Maloney et al. 2006). Auch Stenley
(2010) beschreibt diese zentrale Rolle der antikorperbildenden CD4 T-Zellen in der
Immunantwort des Korpers auf eine HPV-Infektion. Im Blut gesunder Personen wur-
den signifikant haufiger spezifische CD4 Gedachtniszellen nachgewiesen, die gegen
die HPV-Proteine E2 und E6 gerichtet sind, als bei Erkrankten. Gardasil® induziert
im Organismus eine starke humorale Immunantwort, die bis zu 100-fach starker als

nach einer naturlichen Infektion. Vor allem die Ergebnisse gynakologischer Arbeits-
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gruppen legen nahe, dass durch die praventive HPV Impfung hohe Titer neutralisie-
render Antikorper auch in Individuen erreicht werden, die nur eine geringe naturliche

Antikorperbildung auf die Infektion zeigen.

a Immunisierung | J Antikorper- N Hohe Antikorpertitier schiitzen
mittels Vakzine produktion mukosale Oberflachen
b Antikérperummanteltes HPV-Virion ] v C

Infektion durch HPV ~
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Abb. 10

Prinzip der prophylaktischen HPV Immunisierung (modifiziert nach Albers et al. 2010).

a Die Impfung fiihrt zur humoralen Immunantwort. Es werden HPV Kapsid-spezifische Antikérper ge-
bildet.

b Die Antikdrper binden an das Viruskapsid. Das Virion kann nicht mehr in die Wirtszelle eindringen
und die Infektion wird unterbunden.

¢ Ohne Virusneutralisation kommt es zur HPV-Infektion der Zelle.

Bei Frauen, die zu Beginn der Impfung nicht infiziert waren konnten genitale Neuin-
fektionen und genitale Lasionen, die durch eine persistierende Infektion dieser Virus-
typen induziert werden, in nahezu 100% der Falle verhindert werden (Villa et al.
2005).
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Die zellulare Immunantwort beruht auf unterschiedlichen Zelltypen. Hierzu gehdren
die natirlichen Killerzellen und die zytotoxischen T-Zellen. Diese beiden Zelltypen
sind in der Lage Antigene von viralen Peptiden oder mutierte Genprodukte zu erken-
nen und so eine virusinfizierte oder virustransformierte Zellen identifizieren. Derzeit
wird davon ausgegangen, dass die zytotoxischen T-Zellen die wichtigste Verteidi-
gung des Korpers gegen Tumorzellen und virusinfizierte Zellen sind. Therapeutische
Vakzine zielen auf die Induktion und Vermehrung dieser Zellen.

Eine gynakologische Studie von Garland et al. (2007) zeigte jedoch, dass der Impf-
stoff nicht in der Lage ist, praexistente Infektionen und Lasionen zu beeinflussen.
Dies konnte darauf hinweisen, dass die durch den Impfstoff induzierte Immunantwort
gegen neu infizierende Virionen wirksam ist und der Impfschutz héchstwahrschein-
lich durch neutralisierende Antikorper vermittelt wird und nicht durch eine zytotoxi-
sche Immunantwort gegen bereits infizierte Zellen. Dies ist jedoch gegenwartig auch

nicht auszuschlief3en.

Im Gegensatz zu den durch die HPV Typen 16 und 18 bedingten intraepithelialen
Neoplasien im Anogenitalbereich findet in RRP-Gewebe der komplette virale Replika-
tionszyklus statt. So wiesen Gissmann et al. (1982) in Papillomen des Larynx die Ex-
pression viraler Kapsidproteine, die Anwesenheit replizierter episomaler HPV DNA
sowie auch elektronenmikroskopisch sichtbare Viruspartikel nach.

Gegenwartig ist es noch unklar, ob die haufigen Rezidive der respiratorischen Papil-
lomatose durch Ausbreitung von residualen HPV transformierten Zellen entstehen
oder durch eine Neuinfektion mit Virionen, die aus den bestehenden Lasionen freige-

setzt werden.

Aufgrund unserer Untersuchungen stellen wir die These auf, dass durch die Garda-
sil® induzierten neutralisierenden HPV Antikorper gegen die HPV Typen 6 und 11,
die auf der genitalen Mukosa-Oberflache einen Schutzeffekt vermitteln, auch auf der
Mukosa der Mundhohle und anderen Lokalisationen des Aerodigestivtraktes vorhan-
den sind und auch dort Neuinfektionen oder Rezidive verhindern konnten.

Betrachtet man unsere klinischen Ergebnisse, so ist die Zeit bis zum Auftreten eines
Rezidives ist bei den nicht geimpften Patienten signifikant kurzer als bei den geimpf-
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ten Patienten. Wahrend nicht geimpfte Patienten schon nach 12,323 Monaten ein
Rezidiv entwickelten, konnten wir durch eine Impfung mit Gardasil® diese Zeit deut-
lich auf 54,292 Monate verlangern. Die Grundlage dieser Statistik muss bei der Inter-
pretation beachtet werden: Bei den nicht mit Gardasil® geimpften Patienten wurde
die Zeit bis zu 1. Rezidiv nach einer Operation betrachtet, bei den geimpften Patien-
ten wurde das 1. Rezidiv nach abgeschlossener Immunisierung gewertet. Weiter be-
tragt das untersuchte Kollektiv nur 13 geimpfte Patienten.

Obwohl die Zahl der aufgearbeiten Krankheitsverlaufe nicht sehr grof} ist, so ist unse-
re Studie in der heutigen Literatur unerreicht. Meist finden sich nur Aufarbeitungen
von Therapeversuchen von RRP-Patienten:

Forster et al. (2008) verodffentlichten eine der ersten Kasuistiken: Im Alter von 15 Mo-
naten erkrankte ein Junge an einer RRP. In der Lasion wurde DNA der HPV Typen 6
oder 11 nachgewiesen. In den Krankheitsmonaten 0, 7, 13, und 17 erfolgten operati-
ve Interventionen, in den Monaten 12, 13 und 19 wurde mit Gardasil® geimpft. 4 Mo-
nate nach Impfbeginn (d.h. 3 Monate nach der 2. Impfung) zeigte sich eine ausge-
pragte Immunantwort gegen die L1 Antigene der 4 HPV Typen der Impfung. Nach
abgeschlossener Immunisierung mit drei Injektionen stabilisierte sich der Krankheits-

verlauf.

Mudry et al. (2011) konnten bei einem funf Jahre alten Madchen eine RRP (HPV Typ
11) erfolgreich therapieren. Die Erstdiagnose wurde im Alter von zwei Jahren gestellt.
Nach chirurgischer Laserabtragung und sechs Rezidiven erzielten die Autoren eine
komplette Remission der Erkrankung durch eine Impfung mit Gardasil®. Die Nach-
beobachtung betrug 17 Monate. Die Autoren sehen in der HPV Impfung eine neue
und vielversprechende Behandlungsoption der RRP.

Derkay et al. (2005) erzielten in einer klinischen Phase Il Studie mit einer therapeuti-
schen Impfung bei Patienten mit juveniler Larynxpapillomatose eine signifikante Ver-
besserung des klinischen Krankheitsverlaufs. Nach Abtragung der Papillome wurde
bei den Probanden 3 mal innerhalb von 60 Tagen mit einem rekombiananten Fusi-
onsprotein (HspE7) aus Hsp65 (,heat shock protein 65%) und HPV E7 geimpft. Das
Patientenkollektiv bestand aus 27 Patienten zwischen 2 und 18 Jahren. Der End-
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punkt der Studie war die Lange des Intervalls von der Operation vor der ersten Imp-
fung bis zur ersten Operation nach Impfung. Als MafR3stab wurde der durchschnittliche
Zeitraum zwischen den letzten 4 Operationen vor der Impfstudie gewahlt. Das durch-
schnittliche Intervall zwischen 2 Operationen konnte von 55 Tagen vor Impfung auf
106 Tage nach Impfung verlangert werden. Die unerwlinschten Wirkungen nach der
subkutanen Impfung waren mild bis moderat und auf die Injektionsstelle begrenzt.

Eine Immunisierung vor einer ablativen Operation konnte im Optimalfall eine Ausbrei-
tung der Erkrankung vorzubeugen. Nach Impfung scheint die Rezidiv-Frequenz er-
niedrigt. Angesichts der gro3en Variabilitat des Krankheitsverlaufes bei RRP ist es
trotz sorgfaltiger Aufarbeitung von 13 Patientenfallen sehr schwer zu beurteilen, ob
eine HPV Vakzinierung einen positiven Effekt auf den Verlauf der RRP hat.

Die RRP konnte eine Indikation fur eine HPV Impfung sein. Unsere Erfahrungen soll-
ten die Bemuhungen unterstutzen, eine in der Patientenzahl groRere, kontrollierte
und multizentrische klinische Studie aufzubauen, um die potenzielle Wirksamkeit der

HPV Vakzinierung bei RRP weiter zu prufen.
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4.5 Tracheobronchiale Ausbreitung der RRP

Eine HPV Erkrankung der Trachea sahen im Verlauf der RRP wir bei 3 unserer Pati-
enten. Zwei davon waren aufgrund der laryngealen Papillome im Verlauf der Erkran-
kung alio loco tracheotomiert werden. Wir beobachteten, dass es in der Folgezeit zur
peritracheostomalen und trachealen Streuung der Papillome kam. Wir glauben, dass
die Durchfuhrung einer Tracheotomie, sowie der Einsatz der Jet-Ventilation mit einer
erhohten Frequenz distaler Krankheitsmanifestationen einher geht. Eine Erklarung
hierfir konnte eine Verschleppung HPV transformierter Zellen in die Trachea bzw.
die Bronchien sein, vergleichbar mit Trokarmetastasen, die in der Gynakologie beo-
bachtet wurden (Vinokurova er al. 2005).

Bei einer unserer Patientinnen konnte das Tracheostoma nach vier Mikrolaryngosko-
pien mit Shaver-Abtragungen und Cidofovir-Injektionen sowie nach abgeschlossener

Immunisierung mit Gardasil® wieder verschlossen werden.

Soldatski et al. (2005) werteten den Krankheitsverlauf von 448 Kindern aus. Bei 40
Kindern (8,9%) waren die unteren Atemwege befallen. Als Ursache dieses Krank-
heitsprogresses sehen die Autoren in 92,5% der Falle die Durchfuhrung einer Tra-
cheotomie. Weiter kommen Soldatski et al. (2005) zu dem Schluss, dass die Erkran-
kung der unteren Atemwege im Vergleich zur laryngealen Papillomatose aggressiver
verlauft und das Ansprechen der Therapie sehr viel geringer sind.

Auch Reeves et al. (2003) zeigten bei 603 Kindern, dass die kleinen Patienten in
Folge einer Tracheotomie in signifikanter Weise zu einem Progress der Erkrankung
neigten.

Blackledge et al. (2000) beschreiben ihre Erfahrungen in der Behandlung von 52 Pa-
tienten mit laryngealer Papillomatose. 15 Patienten (28,8%) entwickelten eine tra-
cheobronchiale und vier Patienten (7,6%) eine pulmonale Ausbreitung der Erkran-
kung. 80,0% (12 Patienten) waren zuvor tracheotomiert worden.
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Bosten et al. (2006) fuhrten in diesem Zusammenhang eine Studie mit der Fragestel-
lung durch, ob Kinder mit einer RRP ein erhohtes Komplikationsrisiko nach der Re-
konstruktion ihrer Luftwege haben. Bei sechs Kindern wurde das Tracheostoma chir-
urgisch verschlossen. Bei weiteren funf Kindern wurde die Trachealkanulle entfernt
und der Tracheostomaverschluss geplant. Von diesen insgesamt 11 Kindern hatten 5
eine aktive Papillomatose des Larynx, die sich in der Folge nicht verschlimmerte. Bei
2 Kindern kam es sogar zum rezidivfreien Abheilen der Papillome. Die Autoren
schlussfolgern, dass eine Wiederherstellung der Atemwege bei Kindern mit einer la-
ryngealen Papillomatose ohne erhdohte Gefahr fur den Patienten durchgefuhrt wer-

den kann.

Zur chirurgischen Therapie der RRP gehort auch die Tracheotomie. Diese Option
sollte aber nur bei Patienten mit aggressivem Krankheitsverlauf und drohendem Ver-
schluss der Luftwege gezogen werden. Obwohl die Tracheotomie die Luftwege si-
chern kann, bahnt sie auch den Weg fur eine weitere Krankheitsausbreitung in die
distalen Atemwege. Mit tracheobronchialen Papillomen in Folge einer Tracheotomie

muss bei deutlich mehr als der Halfte der Falle gerechnet werden (Cole et al. 1989).

Heute ist es Therapiestandard die Tracheotomie nur bei Patienten durchzufihren,
bei denen mehrere tumorreduzierende Eingriffe fehlschlugen und deren Luftwege
akut gefahrdet sind. Wenn eine Tracheotomie unvermeidbar ist, so sollte die Tra-
chealkanule wieder entfernt werden, sobald die Krankheit unter Kontrolle ist.
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Schlussfolgerung und Zusammenfassung

Die Rekurrierende Respiratorische Papillomatose (RRP) ist eine seltene Erkrankung,
die Kinder, aber auch Erwachsene betrifft. Sie ist charakterisiert durch eine Prolifera-
tion benigner Plattenepithel-Papillome innerhalb des Aerodigestiv-Traktes mit dem
Larynx als Pradilektionsstelle. Hervorgerufen wird die RRP durch eine orale Infektion
mit Humanen Papillomviren (HPV) der Typen 6 oder 11. Bei aggressiven Verlaufs-
formen, die eine Vielzahl von Papillomabtragungen im Abstand von wenigen Mona-
ten oder gar Wochen erfordern, sind bleibende Stimm- und Atemstérungen nahezu
unvermeidbar. Um die Ausbreitung der Erkrankung in die unteren Atemwege zu ver-
hindern bleibt die Tracheotomie sehr aggressiven Krankheitsverlaufen mit Einengung

der Luftwege vorbehalten.

Adjuvante Therapiemallinahmen helfen die Rezidivrate der RRP zu senken. In der
HNO Universitatsklinik Tubingen wird hierfur die intralasionale Cidofovir Injektion an-

gewendet.

Der kurzlich entwickelte tetravalente HPV Impfstoff Gardasil® induziert neutralisie-
rende Antikorper gegen Kapsid-Antigene sowohl der HPV Typen 16 und 18, als auch
der HPV Typen 6 und 11. Der Impfstoff hat sich als sicher und hoch immunogen er-
wiesen und kann Infektionen durch einen der vier HPV Typen sowie die dadurch her-
vorgerufenen epithelialen Lasionen erfolgreich verhindern.

Wir stellen die Hypothese auf, dass die HPV Vakzinierung bei RRP durch die Verhin-
derung neuer Papillome einen positiven therapeutischen Effekt hat. Unsere klini-
schen Ergebnisse nach einer Immunisierung von 13 Patienten belegen einen positi-

ven Effekt auf den Verlauf der Erkrankung.
Angesichts des geringen Risikos dieser adjuvanten Behandlung schlagen wir die

Durchflhrung einer groReren, kontrollierten und multizentrischen Studie zur weiteren

Uberprifung der Ergebnisse einer Gardasil® Immunisierung bei RRP vor.
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Neben der RRP gilt inzwischen auch der kausale Zusammenhang zwischen Infektio-
nen mit Humanen Papillomviren und Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals Bereichs
als gesichert. Durch die Einfuhrung prophylaktischer HPV Vakzine gegen die haufig-
sten Hochrisikotypen kann kiinftig auch von einer Anderung der Préavalenz von ma-

lignen Neoplasien im Kopf-Hals Bereich ausgegangen werden.
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Summary

Recurrent respiratory papillomatosis (RRP) is a rare, benign disease in children and
adults. It is characterized by proliferation of benign squamous cell papillomas within
the respiratory-digestive tract, predominantly the larynx. The juvenile oral recurrent
respiratory papillomatosis is the most common paediatric neoplasm to be found in the
larynx. Generally, the papillomas appear in the larynx of children younger than five
years.

RRP is caused by infection of the upper aerodigestive tract with the human papillo-
mavirus (HPV). More than 200 types of HPV have been identified. RRP is caused by
oral infection with HPV types 6 or 11.

Clinical presentation of initial symptoms of RRP may be subtle, including hoarseness,
dyspnea, chronic cough, or recurrent upper respiratory infections. RRP course
ranges from aggressive with pulmonary involvement to isolated laryngeal disease
with spontaneous remission. In aggressive disease, which within few months or even
weeks requires multiple surgical interventions to remove papillomas, residual impair-
ment of voice and breathing is almost inevitable. Current management focuses on
surgical debulking with microdebrider of papillomatous lesions with or without concur-

rent adjuvant therapy, e.g. cidofovir.

The recently developed tetravalent HPV vaccine Gardasil® induces neutralizing anti-

bodies against capsid antigens of the HPV types 16 and 18 as well as against types
6 and 11. The vaccine emerged to be safe and highly immunogenic. It can effica-
ciously prevent new infections by one of the four vaccine types as well as the epithe-
lial lesions induced by them.

Infection with the human papilloma virus has been identified of a subgroup of
squamous cell carcinomas of the head and neck. A change in prevalence of these
lesions, especially for oropharyngeal carcinoma, can be expected as a consequence
of the introduction of prophylactic HPV vaccines, targeting the most frequent high-
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and low-risk HPV types.

We propose the hypothesis that HPV vaccination could have a therapeutic effect in
RRP by preventing new papilloma. The outcome of our 13 vaccinated patients and
the review of latest case reports on Gardasil® vaccination in juvenile as well as adult

onset RRP has proven the Gardasil vaccination to be highly effective.

In view of the low risk of this adjuvant immunotherapy a larger controlled multi-centric

trial is proposed to verify this hypothesis.
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