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1 Einleitung

1 Einleitung

Das Vulvakarzinom macht 4% aller weiblichen Genitalmalignome aus (Coulter and Glee-
son, 2003).

Therapie der Wahl ist die Operation. Sie ist allerdings mit hoher Morbiditét belastet. Des-
wegen beschéftigt sich diese Arbeit mit histologischen und immunhistologischen Parame-
tern, die Aussage iiber den wahrscheinlichen Verlauf der Krankheit erlauben und damit zur
individualisierten, tumoradaptierten Therapie herangezogen werden konnten.

Die laminin-5-gamma-2 Kette wird bei verschiedenen Tumoren, wie dem Plattenepithel-
karzinom der Zervix oder des Mundes, an der Tumorinvasionsfront exprimiert. Ziel der
Arbeit war es zu untersuchen, ob mit der immunhistologischen Anfarbung der laminin-5-
gamma-2 Kette an der Invasionsfront die frithe Invasivitit des Vulvakarzinoms markiert
und dargestellt werden kann. Weiterhin wurde die klinische Wertigkeit von laminin-5-
gamma-2 als Prognosefaktor fiir Lymphknotenbefall, Rezidive und Gesamtiiberleben im
Vergleich zu klassischen histopathologischen Parametern analysiert.

Um ein komplettes Bild vom Vulvakarzinom und seinen Vorstufen zu bekommen, werden
im folgenden Abschnitt allgemeine Fakten liber das Krankheitsgeschehen zusammenge-

fasst.

1.1 Praneoplasien und Neoplasien der Vulva

Bei den bosartigen Erkrankungen der Vulva werden Préneoplasien und maligne Neopla-
sien unterschieden. Unter einer Praneoplasie versteht man eine Gewebeverdnderung, die
mit einem statistisch erhdhten Entartungsrisiko behaftet ist. Als histologische Gewebever-
dnderungen treten zellulire Atypien auf, die zuerst nur intraepithelial zu finden sind.
Kommt es zum Einbruch in das subepitheliale Stroma entstehen maligne Neoplasien, unter
denen im Bereich der Vulva das Plattenepithelkarzinom zahlenméBig am héufigsten vor-

kommt.



1 Einleitung

1.1.1  Vulvare intraepitheliale Neoplasie

Zu den Prineoplasien der Vulva zdhlen zum einen der vom Plattenepithel ausgehende
squamose Typ, die vulvdre intraepitheliale Neoplasie und zum anderen die nicht-
plattenepithelialen Lésionen, als nicht-squamdser Typ bezeichnet, der Morbus Paget und
das Melanoma in situ. Die vulvére intraepitheliale Neoplasie ist prozentual gesehen am
hiufigsten vertreten und wird im folgenden Abschnitt ndher erldutert. (Kiippers und Ben-

der, 2001)

1.1.1.1 Epidemiologie

Das mittlere Erkrankungsalter fiir Patientinnen, die an vulvérer intraepithelialer Neoplasie
erkranken, betridgt 46 Jahre (Seters et al., 2005). Die Inzidenz nimmt vor allem bei Frauen
unter 50 Jahren zu (Preti et al., 2005), was zum einem an verdnderten sexuellen Gewohn-
heiten mit erhdhtem Risiko der Ubertragung von humanen Papillomaviren (HPV) zum

anderen auch an verbesserter Diagnostik liegen kdnnte (Gastrell und McConnell, 2001).

1.1.1.2 Atiologie

Eine entscheidende Rolle in der Atiologie einer vulviren intraepithelialen Neoplasie spielt
vermutlich eine Infektion mit humanen Papillomaviren (HPV). Den unterschiedlichen Stu-
dien zu folge ergibt sich eine Pridvalenz eines HPV-DNA-Nachweises bei VIN zwischen
40-90% (Kagie et al., 1997). Es wurden vor allem die HPV-Typen nachgewiesen, denen
ein hohes onkogenes Risiko zugeschrieben wird, wie HPV 16, 18, 33 und 45, wobei der
Nachweis von HPV 16 am héaufigsten gelang (van Beurden et al., 1998; Engelmann et al.,
2003).

Andere Risikofaktoren fiir die Erkrankung an einer vulvéren intraepithelialen Neoplasie
sind der Zigarettenkonsum, sexuell iibertragbare Krankheiten mit HIV oder Herpes sim-
plex Virus 2 und immunsuppressive Therapie (van Beurden et al., 1998; Jones et al., 2005;

Preti et al., 2005).

1.1.1.3 Klinik

Die Symptome der vulviren intraepithelialen Neoplasie sind nicht spezifisch und fehlen in
ungefahr der Hélfte der Falle vollig. Dadurch kommt es hdufig durch nicht Bemerken bzw.
Ignorieren des Befundes seitens der Patientinnen oder durch Fehlinterpretation des behan-

delten Arztes zu einem Verschleppen der Erkrankung.



1 Einleitung

Als unspezifische Symptome werden Pruritus vulvae, unklare Schmerzen und Wundgefiihl
mit Brennen, Stechen oder Ndssen angegeben. (van Seters et al., 2005)

Bei der Inspektion der Vulva imponieren hiufig Verdnderung der Hautfarbe und des Ober-
flichenreliefs. An Pigmentanomalien findet man von rétlicher {iber schwérzliche Hautfarbe
bis hin zu Leukoplakien alles. Bei der Betrachtung der Oberfliche konnen sich schuppige,
psoriasis-dhnliche Hautverdnderungen, oberflachliche Erosionen oder exophytire Wuche-

rungen zeigen. (Preti et al., 2005)

Abb. 1-1 VIN III — multifokales Auftreten (1) (Singer und Monaghan, 2000).

Multifokales Auftreten, das bedeutet mehrere Stellen der Vulva sind betroffen, 14sst sich
bei1 49% aller vulviéren intraepithelialen Neoplasien nachweisen (van Seters et al., 2005).

In 32% der Fille finden sich Neoplasien an mehreren Organen, das heif3t sie treten multi-
zentrisch auf (van Seters et al., 2005). Sie sind meist mit Zervix- oder Vaginalkarzinomen

und ihren Vorstufen vergesellschaftet.
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1.1.1.4 Histologie

Die Nomenklatur fiir die Klassifikation vulvirer intraepithelialer Neoplasien basiert auf
einem Vorschlag der ,International Society for the Study of Vulvovaginal Disease

(ISSVD)*“. In Tab. 1-1 sind die verschiedenen Formen aufgelistet.

Tab. 1-1 ISSVD-Klassifikation der vulviren intraepithelialen Neoplasie (Sideri et al., 2005).

VIN — gewohnlicher Typ

a. VIN, warty Typ

b. VIN, basaloider Typ

c. VIN, gemischter (warty/ basaloide) Typ
VIN — differenzierter Typ

Abb. 1-2 VIN — basaloider Typ, atypische Zellen in der gesamten Dicke des Epithels (von 1 bis 3),
subdermale Hyalinisierung (2) (Singer und Monaghan, 2000).

1.1.1.5 Diagnose

Bei jeder gynékologischen Vorsorgeuntersuchung sollte die Vulva genau inspiziert wer-
den. Bei auffilligen Arealen kann die Untersuchung durch die Kolposkopie und unter Um-
stinden mit der Toluidinblau-(2%)-Probe (Collins-Test), die allerdings sehr unspezifisch
ist, oder dem Essigsduretest ergénzt werden. (Kagie und Ansink, 2000)
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Da wie oben beschrieben die Dysplasien meist multizentrisch auftreten, ist eine sorgfaltige
Untersuchung des gesamten Anogenitaltraktes unerldsslich (Preti et al., 2005).

Palpatorisch kdnnen Verhértungen, Verdichtungen und Niveaudifferenzen festgestellt wer-
den.

Verdéchtige makroskopisch oder kolposkopisch inspizierte Bezirke sollten durch eine Bi-
opsie einer repriasentativen Stelle abgeklédrt werden, da eine Abstrichzytologie alleine keine
zuverldssige Aussage ermoglicht. Die Gewebeentnahme kann entweder durch eine Stanz-
biopsie oder eine Exzisionsbiopsie erfolgen. Bei multifokalen Lisionen sollte an mehreren

Stellen eine Biopsie entnommen werden. (Gastrell und McConnell, 2001; Preti et al., 2005)

1.1.1.6 Therapie

Bei der Behandlung von préneoplastischen Vulvaldsionen haben sich verschiedene Thera-
piekonzepte in Abhéngigkeit von der Histologie, der Ausdehnung, der Lokalisation der
Erkrankung und dem Alter der Patientin etabliert (Preti et al., 2005).

Eine Therapiemoglichkeit ist die operative Entfernung der Lésion. Dabei werden die lokale
Exzision, die Skinning-Vulvektomie und einfache Vulvektomie unterschieden. Die lokale
Exzision wird vorzugsweise bei kleineren genau lokalisierten, aber auch bei mulitzentri-
schen Lésionen mit mehreren Ausschneidungen durchgefiihrt. Falls von der Lokalisation
durchfiihrbar, sollte das Exzidat mindestens einen Randsaum von 5 mm beinhalten (Cardo-
si et al.,, 2001). Bei sehr groBen oder multizentrischen Befunden ist eine Skinning-
Vulvektomie erforderlich. Dabei wird die Epithel- und obere Koriumschicht der Haut in
einer Tiefe von 3-5 mm abgetragen. Das subkutane Gewebe und damit die Form der Vulva
bleiben erhalten. Je nach Ausdehnung wird der Defekt eventuell durch Hauttransplantate
ersetzt. (Monaghan, 1999) Eine einfache Vulvektomie, bei der die gesamte Haut und ein
Teil des subkutanen Gewebes entfernt wird, filhrt man hauptsichlich bei dlteren Patientin-
nen durch, bei denen das Risiko fiir die Entwicklung eines invasiven Karzinoms erhoht ist
(Cardosi et al., 2001).

Eine andere Therapiemoglichkeit ist die Lasertherapie. Die Evaporisierung mit dem Laser
erzielt gute kosmetische Ergebnisse und ist besonders bei klitorisnahen und perinalen La-
sionen empfehlenswert. Der Nachteil dieser Methode ist allerdings, dass anschlieBend das
Gewebe histologisch nicht beurteilt werden kann. Bei der Laserexzision hingegen bleibt

die ausgeschnittene Verdnderung erhalten und kann histologisch aufgearbeitet werden.

(Sideri et al., 1999)
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In manchen Fillen ist es sinnvoll die lokale Exzision mit der Laserbehandlung zu kombi-
nieren (Preti et al., 2005).

Alternative Behandlungskonzepte sind zum einen die photodynamische Therapie oder die
medikamentdse Therapie mit Imiquimod, wobei beide als experimentell gelten (Preti et al.,

2005).

1.1.1.7 Prognose

Behandelte vulvire intraepitheliale Neoplasien sind mit einer hohen Rezidivrate behaftet,
die unabhéngig von der angewendeten Behandlungsmethode bei 18-23% liegt (van Seters
et al., 2005). Deswegen sollten engmaschige Nachsorgekontrollen durchgefiihrt werden.

Die Haufigkeit von Lokalrezidiven ist mit der Entfernung des Tumors vom Absetzungs-
rand, der Multifokalitdt der Primérldsion und persistierenden Condylomata acuminata mit
latenten humanen Papillomaviren assoziiert (Kiippers et al., 1997; Modesitt et al., 1998;

van Seters et al., 2005).
1.1.2 Vulvakarzinom

1.1.2.1 Epidemiologie

Das Vulvakarzinom gehort zu den seltenen Tumorerkrankungen der Frau und macht 3-5%
aller gynékologischen Malignome aus (Coulter und Gleeson, 2003).

Die Gesamtinzidenz belduft sich auf 1,5-3 / 100.000 Frauen pro Jahr.

Mit einer Inzidenz von 25 pro 100.000 Frauen kommt es gehduft in der Altersgruppe der
tiber 75-jahrigen vor. So erkranken 80% im Alter zwischen 50 und 84 Jahren, 24% sind
jinger als 60 Jahre (Engel et al., 2001). Das mittlere Erkrankungsalter betrdgt 67 Jahre.
(www.krebsinfo.de/ki/epidaten/pdf/inz2001.pdf)

1.1.2.2 Atiologie

Die Karzinogenese des Vulvakarzinoms ist bis heute noch nicht in ihrer ganzen Komplexi-
tét geklart. Spezifische Ursachen fiir die Entstehung sind nicht bekannt. Somit wird wie bei
der vulviren intraepithelialen Neoplasie eine multifaktorielle Genese angenommen.

Die Privalenz eines HPV-DNA-Nachweises bei Vulvakarzinomen wird je nach Studie mit

13-48% angegeben und ist damit niedriger als bei den vulviren intraepithelialen Neopla-
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sien. Nachgewiesene HPV-Typen sind vor allem HPV 16 und 18. (Koyamatsu et al., 2003;
Ngan et al., 1999)

Auf Grund des gehduften Auftretens von HPV bei jiingeren Frauen wird angenommen,
dass &tiologisch zwei verschiedene Tumorentitdten vorliegen. Einmal das Vulvakarzinom
der jiingeren Patientin mit positivem HPV-Nachweis und einer Histologie vom undifferen-
zierten, sprich basaloiden oder kondylomatdsen Typ. Zum anderen das hochdifferenzierte
Plattenepithelkarzinom der dlteren Frauen, das selten mit einer HPV-Infektion vergesell-
schaftet ist. Bislang ist noch nicht abschlieBend geklért, ob wirklich zwei Entititen vonein-
ander unterschieden werden kdnnen. (Hillemanns und Kimmig, 2001)

Andere Risikofaktoren sind der Zigarettenkonsum oder immunsuppressive Therapie.
Chronische Genitalentziindungen, Genitalwarzen oder Lichen sclerosus kommen oft bei
Patientinnen mit Vulvakarzinom vor. (Tyring, 2003)

Bei Patientinnen mit VIN III muss in 9% ohne Behandlung und in 3,3% mit Behandlung

mit einem Ubergang in ein invasives Karzinom gerechnet werden. (van Seters et al., 2005)

1.1.2.3 Klinik

Symptome hohergradiger Dysplasien und frithinvasiver Vulvakarzinome unterscheiden
sich hdufig nicht voneinander. Wie schon bei den vulvdren intraepithelialen Neoplasien
erlautert, handelt es sich um unspezifische Symptome, wie Pruritus vulvae, unklare
Schmerzen, Wundgefiihl mit Brennen, Stechen oder Néssen und Dyspareunie. Bei fortge-
schrittenen Karzinomen kommen leichte Blutungen, Ausfluss und Dys- und Hématurie bei
Urethrabefall hinzu. (Tyring, 2003)

Das Aussehen des Tumors ist vielfiltig. Bei der Inspektion der Vulva treten minimal inva-
sive Karzinome wie vulvire intraepitheliale Neoplasien als rdtliche bis weiliche Lasionen
in Erscheinung. Fortgeschrittene Malignome imponieren als exophytisch wachsende Tu-
moren mit blumenkohlartiger Wucherung oder als endophytisch wachsende Ulzerationen

mit induriertem Randwall. (Schniirch, 2004)
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Abb. 1-3 Vulvakarzinom ( Nauth, 2002)

a) exophytisch wachsender Tumor an der Innenseite der linken kleinen Labie

b) Ulkus an der linken groBen Labie mit Ubergreifen auf die kleine Labie in Form einer Leukoplakie.

Die groBite Zahl der Tumoren ist im Bereich der Labien (80%), vor allem der Labia majora
lokalisiert. Seltener entstehen Vulvakarzinome im Klitorisbereich (10%) und an der hinte-
ren Kommissur, bzw. dem Perineum (10%) (Schniirch, 2004).

Bei der Tumorausbreitung unterscheidet man drei Wege. Einmal die kontinuierliche Aus-
dehnung, bei der in Abhingigkeit von der Lokalisation des Primirtumors ein Befall von
Urethra, Vagina, Perineum und Anus moglich ist. Zum zweiten die lymphogene Metasta-
sierung, die als Folge der auBBerordentlich reichen lymphatischen Versorgungen der Vulva
frithzeitig erfolgt. Sie breitet sich entlang des anatomischen Lymphabflussgebietes von
oberflachlichen und tiefen inguinalen, subinguinalen und femoralen Lymphknoten {iber
iliakale Lymphknoten des kleinen Beckens zu den paraaortalen Lymphknoten aus. In Ab-
hiangigkeit von Grofle, Lokalisation und Aggressivitdt des Karzinoms, ist die Metastasie-
rung primdr ipsilateral oder bilateral moglich. Der dritte Weg der Tumorausbreitung, die
himatogene Metastasierung, ist hingegen ausgesprochen selten und tritt meistens erst nach

lymphatischer Streuung auf. (Hopkins und Nemunaitis-Keller, 2001)

1.1.2.4 Histologie

Bei den malignen Neoplasien der Vulva werden verschiedene histologische Typen unter-
schieden (siche Tab. 1-2). Die weitaus groBite Gruppe bilden die Plattenepithelkarzinome

mit ungefdahr 90%. Sie werden in folgende Subtypen unterteilt: verhornendes, meist besser
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differenziertes und unverhornendes Plattenepithelkarzinom, basaloides Karzinom, kondy-
lomatdses oder warty type Karzinom und verrukdses Karzinom.

Das zweithdufigste Vulvamalignom ist das maligne Melanom. Es macht 2-5% aller bosar-
tigen Vulvatumoren aus.

Selten treten Basaliome und glanduldre Lésionen, zu denen Karzinome der Bartholinischen
Driisen oder Schweilldriisenkarzinome gehoren, auf. ZahlenmifBig spielen die malignen
Weichgewebstumoren, die in verschiedene Sarkomtypen unterteilt werden, nahezu keine

Rolle. (Diebold und Mayr, 2001; Rollason, 2000)

Tab. 1-2 Histologische Typen der malignen Vulvatumoren.
Plattenepitheliale Tumoren
Plattenepithelkarzinom
e verhornend
e unverhornend
basaloides Karzinom
kondylomatdses Karzinom
verrukoses Karzinom
malignes Melanom
Basaliom
Glanduldre Tumoren
Karzinom der Bartholinischen Driisen
Schweilldriisenkarzinom
Karzinom ausgehend von ektopischem Mammakarzinom
Adenokarzinom anderer Typen

maligne Weichgewebstumoren

Der histologische Differenzierungsgrad, auch Grading genannt, wird in drei Grade einge-
teilt: G1: hochdifferenziert, G2: méaBig differenziert und G3: gering differenziert (Benedet
et al., 2000). Je weniger differenziert ein Tumor ist, umso hoher ist der Malignitétsgrad.

Beim infiltrativen Wachstum kdnnen Tumoren in Lymphgefdfle (Lymphangiosis carcino-

matosa) und Blutgefdfle (Hidmangiosis carcinomatosa) einbrechen.
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Abb. 1-4 Vulvakarzinom

a) hochdifferenziertes Plattenepithelkarzinom mit Infiltration des subepithelialen Bindegewebes
(Kimmig und Kiirzl, 2001)
b) verhorntes Plattenepithelkarzinom; — undifferenzierter Anteil unverhornter Zellen, = hochdiffe-

renzierter Anteil verhornter Zellen (Nauth, 2002).

Die Stadieneinteilung des Vulvakarzinoms erfolgt unter Beriicksichtigung der klinischen
und histologischen Befunde. Bei der Aufarbeitung des Tumors werden die Grof3e des Pri-
mértumors und die Invasionstiefe beurteilt. Weiterhin flieBen die Lokalisation befallener
Lymphknoten und die Fernmetastasen in die Einteilung mit ein. An Hand dieser Kriterien
erfolgt dann die Klassifikation in TNM- und FIGO-Stadien (sieche Tab. 1-3). (Benedet et
al., 2000)

10
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Tab. 1-3 Stadieneinteilung des Vulvakarzinoms.

FIGO-Stadium TNM- Kriterien
Klassifikation
0 Tis Carcinoma in situ
IA Tla NO MO Tumor begrenzt auf Vulva und Perineum,
Durchmesser < 2 c¢cm, Infiltrationstiefe < 1 mm
IB T1b NO MO Tumor begrenzt auf Vulva und Perineum,

Durchmesser < 2 c¢cm, Infiltrationstiefe > 1 mm

II T2 NO MO Tumor begrenzt auf Vulva und Perineum,
Durchmesser > 2 cm

III T3 NO/1 MO Tumor mit Ubergang auf Urethra, Vagina,
Damm oder Anus
oder
T1/2 N1 MO Tumor begrenzt auf Vulva und Perineum, ein-

seitiger Lymphknotenbefall

IVA T4 NO-2 MO Tumor mit Infiltration der Schleimhaut von
Blase, Urethra oder Rektum oder mit Fixation
am Knochen

und / oder
T1-3 N2 MO beidseitiger Lymphknotenbefall
IVB T1-4 N1-2 M1 Fernmetastasen

1.1.25 Diagnose

Makroskopisch lassen sich frithinvasive Karzinome nicht von vulvédren intraepithelialen
Neoplasien unterscheiden. Daher kommen die gleichen diagnostischen Maflnahmen in
Frage.

Wie schon bei der Diagnose der vulvéren intraepithelialen Neoplasien erwihnt, ist die gy-
ndkologische Untersuchung mit Inspektion, Palpation und Kolposkopie eventuell mit Es-
sigsiure-Test wichtig. Dabei ist besonders darauf zu achten, ob ein Ubergreifen auf Vagi-
na, Perineum oder Anus besteht. Die klinische Diagnose des Vulvakarzinoms ist durch

Stanzbiopsie histologisch zu bestitigen. (Kiirzl, 2001; Leitlinien der DGGG, 2004)

11
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Bei makroskopischem Befall des Anus ist eine Rektoskopie, bei Befall der Urethramiin-
dung bzw. Ubergreifen auf die vordere Vaginalwand eine Zystoskopie angezeigt (Kiirzl,

2001; Leitlinien der DGGG, 2004).

1.1.2.6 Therapie

Das Prinzip der Therapie des Vulvakarzinoms besteht heute aus einer stadienadaptierten,
individuell ausgerichteten therapeutischen Strategie. An erster Stelle steht, wenn mdglich
immer der operative Eingriff mittels lokaler radikaler Exzision, Hemivulvektomie oder
radikaler Vulvektomie gegebenenfalls mit vorderer und/oder hinterer Exenteration. Je nach
Lokalisation und Ausdehnung des Tumors wird entweder eine ipsilaterale oder bilaterale
Lymphonodektomie durchgefiihrt. Dabei kommt die Dreischnitt-Technik mit einem sepa-
raten inguinalen Schnitt zu Entfernung inguinaler Lymphknoten, die die friihere En-Bloc-

Resektion ersetzt hat, zur Anwendung. (Dhar und Woolas, 2003) (siche Abb. 1-5)

Abb. 1-5 Radikaloperation der Vulva — unterschiedliche Umschneidungsfiguren (Kiippers und Bender,
2003)
a) radikale Vulvektomie mit separater beidseitiger inguino-femoraler Lymphonodektomie
A = quere Inzision knapp unterhalb des Leistenbandes
B = Lingsinzision
b) ,,En-bloc-Resektion“

¢) klassische ,,En-bloc-Resektion“ nach Way.
12
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Bei Befall der inguinalen Lymphknoten erfolgt neben lokaler Radiatio die pelvine
Lymphonodektomie oder die perkutane Bestrahlung des pelvinen Lymphabflussgebietes
(van der Velden, 2000).

Da inguinale Lymphonodektomie eine deutlich erhohte Morbiditét zeigt, wird die Sentinel-
Lymphonodektomie diskutiert. Diese ist Gegenstand laufende Studien, kann jedoch noch
nicht als Routineverfahren empfohlen werden. (Hantschmann, 2006)

Die Strahlentherapie kommt bei Resektionen, die nicht im Gesunden erfolgt sind, oder bei
nachgewiesenem Lymphknotenbefall zum Einsatz (Jhingran und Eifel, 2000). Inoperable
Fiélle oder Lokalrezidive kdnnen primér strahlentherapeutisch behandelt werden (Blake,
2003).

Komplikationen der Operation betreffen zum einen die Vulvektomiewunde mit Wundhei-
lungsstorungen in bis zu 50% der Fille. Zum anderen kann durch die Lymphonodektomie
in der Leiste Lymphodeme in den Beinen, Serom- oder Lymphozelenbildung in der Leiste,
Pardsthesien im Innervationsgebiet des Nervus femoralis und Thromboembolien entstehen
(Gaarenstroom et al., 2003; Lavie et al., 1999; Leminen et al., 2000). Bei der radikalen
Vulvektomie kann es durch Schrumpfung von Introitus bzw. Vagina zur Stérung der sexu-
ellen Funktionalitdt mit Einschrankung der Kohabitationsfahigkeit kommen (Green et al.,

2000).

1.1.2.7 Prognose

Bei etwa jeder dritten Patientin ist mit einem Rezidiv der Erkrankung zu rechnen. 80% der
Rezidive treten in den ersten 2 Jahren nach Operation auf und sind in der Mehrzahl Lokal-
rezidive im Bereich der Vulva. (Coulter und Gleeson, 2003)

Die Haufigkeit von Lokalrezidiven korreliert mit der Tumorgréfe, der Infiltrationstiefe,
der Hamangiosis carcinomatosa, dem FIGO-Stadium und den metastatisch befallenen
Lymphknoten (Maggino et al., 2000).

Die Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patientinnen mit Vulvakarzinom zeigt eine deut-

liche Abhéngigkeit vom Stadium (siche Abb. 1-6).

13
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Abb. 1-6 Gesamtiiberleben in Abhéngigkeit vom Stadium (Engel et al., 2001).

Von entscheidendem Einfluss auf die Uberlebensprognose ist der Nodalstatus der inguina-
len Lymphknoten (Bosquet et al., 2005; Burger et al., 1995; Kiirzl und Messerer, 1989;
Rouzier et al., 2001). Pradiktiv fiir das Auftreten von Metastasen sind die Invasionstiefe,
die Tumordicke, das histologische Grading, Lymphangiosis und Himangiosis carcinoma-
tosa (Bjerregaard et al., 1993).

Andere prognostische Faktoren sind die Infiltrationstiefe, der histologische Differenzie-
rungsgrad und das Tumorstaging (Hoffmann et al., 1999; Hopkins et al., 1991; Rouzier et
al., 2001).

Wie bei jeder Tumorerkrankung sollte in regelmifigen Abstinden Nachsorgeuntersuchun-
gen mit sorgféltiger klinischer Kontrolle durchgefiihrt werden (fiir 3 Jahre alle 3 Monate,
dann fiir 2 Jahre alle 6 Monate und ab dem 6. Jahr einmal jahrlich) (Schniirch, 2004).

1.2 Tumorcharakterisierung

1.2.1  Tumorentstehung

Bei malignen Tumoren kommt es zu geweblichen Neubildungen in Form eines spontanen,
autonomen und irreversiblen Uberschusswachstums von kérpereigenem Gewebe, das von

Regulations- und Regenerationsmechanismen des Korpers abgekoppelt ist. Nach dem Mo-

14
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dell der Mehrschrittkarzinogenese ist dies das Resultat eines in mehreren Schritten verlau-
fenden Prozesses.

Die Tumorentstehung ist besonders gut beim kolorektalen Karzinom als Adenom-
Karzinom-Sequenz untersucht. Hierbei wird angenommen, dass auf dem Weg von norma-
len Epithelzellen tiber Zwischenstufen bis zur malignen Entartung eine Vielzahl geneti-
scher Verdnderungen mit Mutation oder Verlust von Genen akkumulieren. (Ilyas et al.,
1999; Sedivy et al., 2000)

Fiir andere Tumoren ist kein so enger Zusammenhang bei der Tumorentstehung bekannt.
Auf molekularer Ebene sind viele Faktoren dafiir verantwortlich, dass letztlich ein malig-
ner Tumor entsteht.

Eine entscheidende Rolle spielt die erhdhte oder unkontrollierte Proliferation durch Um-
wandlung von Protoonkogenen, welche physiologischerweise mit Hilfe von intrazelluldrer
Signaltransduktion Zellwachstum und Differenzierung steuern, zu Onkogenen durch Muta-
tion, Genamplifikation oder Uberexpression. Die vermehrte Expression von Wachstums-
faktoren oder Wachstumsfaktor-Rezeptoren und der Verlust oder die Inaktivierung in
wachstumshemmenden Genen (Tumorsupressorgenen) sind ebenfalls am iiberschieBenden
Zellwachstum beteiligt.

Ein weiterer entscheidender Schritt auf dem Wege der Tumorgenese sind die Differenzie-
rungsstorungen von Tumorzellen. Dabei verlieren einzelne Zellen ihre Differenzierungs-
merkmale. Damit einhergehend bricht auch die Zell-Zell-Kommunikation ab. Fehlende
oder funktionslose Adhdsionsmolekiile fithren somit zu einer von Nachbarzellen unbeein-
flussbaren Zellteilung und zu einem Ausbruch der Zellen aus dem Zellverband. (Riede et
al., 2004)

Andere Faktoren, die auf die Entstehung von Tumoren Einfluss nehmen konnen, sind
Hormone, Viren, immunologische Defektzustdnde und Karzinogene wie Chemikalien oder
Strahlen. (Riede et al., 2004)

Tumorzellen unterscheiden sich von normalen Zellen in vielerlei Hinsicht. Sie wachsen
schnell, invasiv und destruktiv, sind entdifferenziert und kénnen in Lymph- und Blutge-
faBe einbrechen. Morphologisch verlieren die Tumorzellen mit zunehmender Entdifferen-
zierung den Aufbau und die Anordnung ihres Zytoskeletts und exprimieren unvollstindige

oder andere extrazellulire Makromolekiile (Riede et al., 2004).
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1.2.2 Immunhistologische Prognosefaktoren

Bei einigen Tumoren haben verschiedene Faktoren, die das Auftreten oder das Fortschrei-
ten maligner Tumoren auf molekularer Ebene beeinflussen, entscheidend zum Krankheits-
verstdndnis und zur Planung einer tumoradaptierten Therapie beigetragen. In letzter Zeit
beschiftigten sich verschiedene Studien mit der Rolle dieser tumorcharakterisierenden
Faktoren an der Entstehung und Fortschreitung maligner Vulvatumoren und deren Rele-
vanz fiir die Uberlebensprognose der Tumorerkrankten. Sie lassen sich mit Hilfe der Im-
munhistochemie darstellen. Im Folgenden werden sie ndher beschrieben.

Eine Mutation im Gen p53 und damit einhergehendem Verlust der suppressiven Wirkung
auf die Zellproliferation stellt eine der hdufigsten genetischen Verdnderungen in malignen
Tumoren dar (Scheistroen et al., 1999). Die Funktion des p53 Proteins kann auch durch
Bindung an virale Onkoproteine, wie HPV E6, beeintrachtigt werden (Rosenthal et al.,
2003). Das mutierte p53-Protein hat eine lingere Halbwertszeit und kann mit immunhisto-
chemischen Methoden nachgewiesen werden. Verschiedene Studien untersuchten die Be-
deutung der p53-Proteiniiberexpression in Vulvakarzinomen, die in 46% bis 61% der Vul-
vakarzinome nachgewiesen wurde (Koyamatsu et al., 2003; Ngan et al., 1999). Einige Un-
tersuchungen beobachteten eine frithe pS3 Mutation in der Kanzerogenese des Vulvakarzi-
noms (Hantschmann et al., 2005) und eine kiirzere Uberlebenszeit bei erhdhtem p53 Nach-
weis (Kohlberger et al., 1996; Scheistroen et al., 1999). Bei anderen Studien hingegen
ergab sich dafiir kein signifikanter Zusammenhang (Koyamatsu et al., 2003; Lerma et al.
1999). Manche Wissenschaftler vertreten die Theorie, dass der fehlende Nachweis von
p53-Protein in Tumoren eventuell mit der Prisenz von HP-Viren in Zusammenhang steht
(Koyamatsu et al., 2003).

Das Ki-67 Antigen spielt vermutlich eine Rolle in der Regulation der Zellproliferation und
kann immunhistochemisch mit dem monoklonalen Antikérper MIB-1 nachgewiesen wer-
de. Es zeigt sich bei einigen Tumoren eine Korrelation zwischen Ki-67 Aktivitit und histo-
logischen Parametern oder der Prognose (Hantschmann et al., 2000). Beim Vulvakarzinom
scheint die Verteilung der immunhistochemischen Fiarbung im Sinne eines Férbemusters
und nicht der Anteil der gefarbten Zellen eine prognostische Relevanz zu besitzen.
(Hantschmann et al., 2000; Hendricks et al., 1994; Modesitt et al., 2000)

Das Genprodukt des nm23-Gen unterdriickt die Metastasierungspotenz einer Zelle. Durch

Alleldeletion kann es im spéteren Verlauf einer Tumorerkrankung aufler Kraft gesetzt wer-
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den. Expression von nm-23 Protein ist folglich mit einem weniger aggressiven Verhalten
des Tumors assoziiert. Beim Vulvakarzinom scheinen Tumoren mit Rezidiven, die vor
allem in der Leiste und in anderen Organen auftreten, mit einer niedrigen Expression und
einem inhomogenen Verteilungsmuster des nm23-H1 Proteins assoziiert zu sein.
(Hantschmann et al., 2004)

Die Apoptose wird durch eine Vielzahl von Genen kontrolliert, so zum Beispiel durch das
Gen Bcl-2, das die Apoptose verhindert, oder das Bax-Gen, das den programmierten Zell-
tod induziert. Proteasen der ICE-Familie, wie die ICH-1-L, spalten wéhrend der Apoptose
Proteine der Zelle. Im Vulvakarzinom wird hohe Bcl-2 Expression vor allem in Karzino-
men mit hohem malignen Potential beziiglich des invasiven Wachstums und Metastasie-
rung aufgefunden. Bax hingegen scheint im Unterschied zu anderen Neoplasien, wie dem
Brustkrebs, beim Vulvakarzinom keine Rolle als Prognosefaktor zu spielen. Die Expres-
sion der Protease ICH-1-L ist signifikant mit einer niedrigeren Gesamtiiberlebensrate asso-
ziiert. Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Inhibition der Apoptose im Vulvakarzi-
nom mit einem aggressiveren Phénotyp vergesellschaftet ist. (Hantschmann und Kiirzl,
2000)

Kathepsine sind ubiquitir vorhandene lysosomale Endopeptidasen. Zwei Vertreter sind
Kathepsin D und das Vorlduferprotein des Kathepsin L, das Pro-Kathepsin-L. Beide haben
eine verstirkte Aktivitdt in malignen Zellen und sind dort bei der Auflosung der Basal-
membran und der extrazelluldren Matrix beteiligt (Allgayer et al., 1997). Im Vulvakarzi-
nom ist die Verteilung der immunhistochemischen Fiarbung dieser Proteasen mit dem
Lymphknotenstatus und der Entwicklung von Rezidiven assoziiert. Beim Pro-Kathepsin L
korreliert dariiber hinaus noch der Anteil der gefarbten Zellen mit der Rezidivhaufigkeit.
(Hantschmann et al. 1998)

Einen neuen Ansatz in der Kliarung der Karzinogenese des Vulvakarzinoms stellt die lami-
nin-5-gamma-2 Kette dar. Sie wird mit dhnlicher Methodik wie die bereits beschriebenen
tumorassoziierter Marker immunhistochemisch dargestellt und analysiert. Dabei soll aber
mit der immunhistochemischen Farbung die frithe Invasivitit des Vulvakarzinoms markiert
und die Tumorinvasionsfront sichtbar gemacht werden. Im néchsten Abschnitt wird auf

diese laminin-5-gamma-2 Kette néher eingegangen.
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1.2.3 Laminin-5-gamma-2

Laminin ist ein Glykoprotein der extrazelluldren Matrix, das aus drei liber Disulfidbriicken
verbundenen Polypeptidketten zusammengesetzt ist, einer schweren Kette a und zwei
leichten Ketten  und y. 11 verschiedene Untertypen sind zurzeit bekannt, die sich aus ver-
schiedenen Kombinationen von fiinf a-Ketten, drei f-Ketten und zwei y-Ketten ergeben
(Katayama et al., 2003). Eine Unterform, laminin-5 besteht aus a3-, B3- und y2-Ketten, die
jeweils von einem anderen Gen, LAMA3 (18q 11.2), LAMB3 (1q 32) und LAMC2 (1q 25-
31) genannt, codiert werden. (Lenander et al., 2003)

a3
O
O O
B3 v2
N
N

Abb. 1-7 Laminin-5.

Laminin-5 wurde morphologisch zuerst in der epithelialen Basalmembran beobachtet und
spielt dort eine wichtige Rolle in der Verankerung des Epithels mit der Basalmembran
(Mizushima et al., 1998). Es ist eng mit der Gewebeerneuerung, Steuerung von Zellwachs-
tum und Differenzierung der Zellen assoziiert. So zeigten die eingewanderten Keratinozy-
ten bei der Wundheilung eine vermehrte laminin-5 Expression (Mizushima et al., 1998). Es
erfillt aber auch andere Aufgaben, wie Zelladhdsion und Migration von Zellen unter-
schiedlichen Gewebes. Wird laminin auf epitheliale Zellkulturen appliziert, so wird die

Streuung der Zellen deutlich gesteigert (Katoh et al., 2002).
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Die Untereinheit laminin-5-gamma-2 wird von invasiv wachsenden Zellen verschiedener
Gewebe im Zytoplasma exprimiert. Es markiert vor allem die Invasionsfront an der Stro-
ma-Tumor-Grenze, wo Tumorzellen mit dem aggressivsten Potential aufzufinden sind
(Yamamoto et al., 2001). Verschiedene Studien haben die Rolle von laminin-5-gamma-2 in
malignen Tumoren, wie dem Adenokarzinom des Kolorektaltrakts, des Magens, des Pank-
reas und der Brust oder dem Plattenepithelkarzinom des Uterus, der Zervix oder des Mun-
des untersucht (Niki et al., 2002). Dabei zeigte sich ein Zusammenhang zwischen einer
Uberexprimierung der y2-Kette mit geringer Gewebsdifferenzierung, groBerer Tiefeninfilt-
ration, Auftreten von Metastasen und einer schlechteren Uberlebensprognose (Giannelli et

al., 2003; Katoh et al., 2002; Koshikawa et al., 1999).

1.3 Zielsetzung der Arbeit

Es sollten folgende Fragestellungen beurteilt werden:

bei vulvéren intraepithelialen Neoplasien:

1. Sind die bekannten histologischen Parameter mit dem Auftreten von Rezidiven assozi-
iert?

2. Ist der immunhistologische Marker laminin-5-gamma-2 mit den bekannten histologi-
schen Parametern assoziiert?

3. Ist der immunhistologische Marker laminin-5-gamma-2 mit dem Auftreten von Rezidi-
ven assoziiert?

4. Kann mit der immunhistologischen Anfarbung der laminin-5-gamma-2 Kette die friihe

Invasivitdt nachgewiesen werden?

bei Vulvakarzinomen:

1. Sind die bekannten histologischen Parameter mit dem Lymphknotenbefall, dem Auftre-
ten von Rezidiven und dem Gesamtiiberleben assoziiert?

2. Ist der immunhistologische Marker laminin-5-gamma-2 mit den bekannten histologi-
schen Parametern assoziiert?

3. Ist der immunhistologische Marker laminin-5-gamma-2 mit dem Lymphknotenbefall,

dem Auftreten von Rezidiven und dem Gesamtiiberleben assoziiert?
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2 Material und Methoden

2.1 Patientinnenkollektiv

Die Untersuchung schloss zwei unterschiedliche Patientinnenkollektive ein.

Die eine Gruppe setzte sich aus Patientinnen zusammen, die zwischen 1987 und 2002 in
der 1. Universititsfrauenklinik (I. UFK) wegen eines Plattenepithelkarzinoms der Vulva
operiert wurden. Dabei wurde auf eine bereits bestehende Datenbank von 1987 bis 1994
zuriickgegriffen und diese mit neuen Krankheitsféllen bis 2002 ergénzt.

Die andere Gruppe waren Frauen, die im Zeitraum von 1991 bis 2002 in der I. UFK wegen

einer vulviren intraepithelialen Neoplasie Grad III behandelt wurden.

2.1.1 Erhebung klinischer und makropathologischer Befunde

Aus den archivierten Krankenbléttern wurden die klinischen und makropathologischen
Befunde erfasst und in zwei Datenbanken, fiir jeweils ein Patientenkollektiv, festgehalten.

Evaluiert wurde zum Zeitpunkt der Behandlungsmafinahme:

Bei Patientinnen mit vulvirer intraepithelialer Neoplasie:
e Alter bei Diagnosestellung

e Symptome

e VIN-Lokalisation

e Behandlung
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Bei Patientinnen mit Vulvakarzinom:
e Alter bei Diagnosestellung

e Menarche und Menopause

e Paritit

o Komorbiditét

e Symptome

e Tumorlokalisation

e Untersuchungsbefund der Vulva
e préoperative Histologie

e Lymphknotenstatus klinisch

¢ Behandlung lokal und regional

2.1.2 Follow-up

Um Auskunft iiber das Auftreten von Rezidiven und die Uberlebenszeit zu erhalten, wurde
ein Follow-up bis zum Tode oder bis zum Ende der Studie im Januar 2003 bei den Patien-
tinnen durchgefiihrt.

Von den Patientinnen, die regelmiBig zur Nachsorge in die I. UFK kamen, wurden die
Follow-up Daten aus den Krankenjournalen entnommen. Um die Daten der anderen Frauen
zu erhalten, wurden zunéchst die Hausérzte telefonisch oder schriftlich kontaktiert und um
Auskunft gebeten. Konnten auf diesem Weg die entsprechenden Daten nicht erhoben wer-
den, so wurde mit den Patientinnen direkt Kontakt aufgenommen und diese gebeten, liber
thren weiteren Krankheitsverlauf zu berichten.

Informationen iiber Patientinnen, die verzogen oder verstorben waren, wurden von den
Einwohnermeldedmtern eingeholt.

Beim rezidivfreien Uberleben wurde der Beobachtungszeitraum vom Erstdatum der Dia-
gnosestellung bis zum Auftreten von Rezidiven oder bis zum letzten Kontakt zu Patientin-
nen ohne Rezidive berechnet. Dabei wurden lokale, regionale und distante Tumoren als
Rezidiv erfasst.

Fiir das Gesamtiiberleben wurde das Erstdatum der Diagnosestellung als Beobachtungsbe-
ginn definiert, das Beobachtungsende war entweder der letzte Kontakt zu den Patientinnen

oder der Todeszeitpunkt der Patientinnen.
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2.2 Aufbereitung der Vulvapréaparate

Fiir die histologische und immunhistologische Untersuchung wurden Operationspraparate
der Vulva aufgespannt, fiir mindestens 24 Stunden in 4% gepuffertem Formalin eingelegt,
in standardisierter Weise zugeschnitten und danach in Paraffin eingebettet.

Fiir die Histologie wurden Paraffinschnitte von allen Praparatblocken angefertigt und mit
Hamatoxylin-Eosin (HE) angeférbt.

An Hand dieser HE-Schnitte wurde fiir die Immunhistochemie der am besten geeignete
Préparatblock fiir jede Patientin herausgesucht. Dieser sollte gut erhalten sein und einen
ausreichend groflen Tumoranteil mit einer guten Tumor-Stroma-Grenze aufweisen. Aus
diesem Paraffinblock wurden 2-3 pm diinne Schnitte hergestellt und auf Super Frost Plus
Objekttrager (R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland), welche eine spezielle Be-

schichtung fiir die Immunhistochemie besitzen, aufgezogen.

2.3 Histologie

Der histologische Befund wurde von einem erfahrenen Untersucher, dem die immunhisto-
logischen Farbeergebnisse unbekannt waren, anhand der HE-Schnitte unter dem Lichtmik-

roskop erhoben.

2.3.1 Histologische Beurteilung der vulvaren intraepithelialen

Neoplasien

Folgende histologische Kriterien wurden bei den vulvéren intraepithelialen Neoplasien

erfasst:

VIN - Typ kondylomatds
basaloid
Mischtyp
differenziert

Entziindung keine
wenig
méBig
stark
sehr stark
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Mitosen wenig  0-3/10 hpf
maBig  4-5/10 hpf
viele >5/10 hpf

Mitosenzahl pro 10 Gesichtsfelder bei 400 facher VergroBerung (high power fields)

Entfernung in sano in sano
non in sano

2.3.2 Histologische Beurteilung der Vulvakarzinome

Der histologische Befund des Vulvakarzinoms erfasste folgende Daten:

Tumortyp verhornend

nicht verhornend

basaloid

kondylomatos
Epithelverinderungen am keine
Karzinomrand VIN III vom undifferenzierten Typ

VIN III vom differenzierten Typ
Lichen sclerosus
squamose Hyperplasie

Infiltrationstiefe in mm

maximale Infiltrationstiefe in mm, gemessen von der Basalmembran der oberflachlichsten

epidermalen Papille zum tiefsten Punkt der Infiltration (Wilkinson, 2000)
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Abb. 2-1 Die Messmethode der Infiltrationstiefe des Plattenepithelkarzinoms der Vulva entsprechend

der Anweisung im TNM-Atlas (Wittekind, Klimpfinger und Sobin, 2005).

Entziindung

Mitosen

keine
wenig
méBig
stark

sehr stark

wenig  0-3/10 hpf
maBig  4-5/10 hpf
viele >5/10 hpf

Mitosenzahl pro 10 Gesichtsfelder bei 400 facher VergroBerung (high power fields)

Nekrosen

keine
mittel
ausgedehnt
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Grading G1 = hochdifferenziert
G2 = méBig differenziert
G3 = gering differenziert

Lymphangiosis carcinomatosa  keine
vorhanden

Lymphangiosis carcinomatosa (Tumorzellen im Lumen eines Erythrozyten freien Gefif3es)

Himangiosis carcinomatosa keine
vorhanden

Héamangiosis carcinomatosa (Tumorzellen im Lumen eines Erythrozyten enthaltenden Ge-

falles)

Lymphknotenmetastasen ipsilateral
bilateral
lokales Tumorstadium pT- Klassifikation
Entfernung in sano in sano
non in sano
2.4 Immunhistologie

2.4.1 Methodik der Immunhistologie

Die Immunbhistologie dient der Darstellung antigener Strukturen, wie Peptiden und Protei-
nen auf oder in Zellen bzw. Geweben. Dazu stehen verschiedene Techniken zur Verfii-
gung, die alle auf demselben Prinzip beruhen. Ein spezifischer Antikorper bindet an das
darzustellende Antigen und wird anschlieBenden sichtbar gemacht. Dafiir ist an den Anti-
korper selbst eine fluoreszierende Substanz bzw. ein Markerenzym gebunden (direkte Me-
thode) oder der Antikorper wird in einem zweiten Reaktionsschritt mit einem weiteren
Antikorper, der mit einem Fluorochrom oder Markerenzym konjugiert ist, nachgewiesen
(indirekte Methode). Bei der indirekten Methode konnen verschiedene Verfahren, wie ein

dritter Antikorper, die Nachweisempfindlichkeit weiter steigern.
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Fiir die Darstellung der laminin-5-gamma-2 Kette wurde die indirekte Methode verwendet.
Dabei kamen die Avidin-Biotin-Komplex-Methode (ABC) (siehe Abb. 2-2), die eine Drei-
stufenfarbung ist, und 3,3-Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB) als Chromogen zum
Einsatz.

Im Einzelnen liuft die Farbung nach folgendem Prinzip ab: als erstes wird ein monoklona-
ler, wie in unserem Fall, oder polyklonaler unkonjugierter Primdrantikdrper zur Detektion
des Antigens auf die Probe gebracht. Im zweiten Schritt wird der Sekunddrantikdrper ande-
rer Tierspezies im Uberschuss dazugegeben, der spezifisch an den Primérantikorper bindet.
An diesem Sekundérantikorper ist das Molekiil Biotin kovalent gekoppelt. Bei Biotin han-
delt es sich um ein wasserlosliches Vitamin, das als Verbindung zum nun im dritten Schritt
zugegebenen Avidin-Biotin-Komplex dient. Das Glykoprotein Avidin besitzt vier Bin-
dungsstellen fiir das Biotin und bindet mit einer hohen Affinitét an dieses. An den Avidin-
Biotin-Komplex ist iiber Biotin eine Peroxidase gekoppelt. Die Peroxidase fungiert als
Enzym und iibertragt von DAB Elektronen auf das zugegebene Substrat Wasserstoffper-

oxid (H,0,), das so zu Wasser reduziert wird. DAB fillt zu einem unl&slichen, braunlichen

Produkt aus.
14— Peroxidase
biotinylierter \ X<_ Avidin
Sekundérantikorper ~—— Biotin
Primérantikrper

/N
/ ntigen
|

Abb. 2-2 Schematische Darstellung der Avidin-Biotin-Komplex-Methode.
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Die Labormethode im Einzelnen (siehe Tab. 2-1) (http://pri.dakocytomation.com/laminin-
5 brochure.pdf; www.dakocytomation.dk/prod downloadpackageinsert.pdf?objectid=106
496001):

In jeder Férbeserie wurde eine positive Kontrolle mitgefiihrt. Es handelte sich dabei um ein
invasives Zervixkarzinom, das aus instituteigenem Material stammte, so dass die gleichen
Bedingungen wéhrend der Fixierung und Einbettung gewéhrleistet waren.

Fiir die Vorbehandlung und Féarbung der Priparate wurde das etablierte Protokoll dieses
Antikorpers verwendet. Verdiinnung, Verdiinnungsmedium, Inkubationszeit und -
temperatur wurden durch vorherige Probefarbungen so angepasst, dass die bestmdglichen
Féarbeergebnisse unter den Laborbedingungen entstanden.

Zur Vorbehandlung wurden die Schnitte zunédchst 10 Minuten im Intermedium Xylol depa-
raffiniert, da Paraffin in Alkohol nicht 16slich ist. Danach wurden sie schrittweise in ab-
steigender Alkoholreihe jeweils zweimal von 100% iiber 96% zu 70%igem Ethylalkohol
bis zum destillierten Wasser hydriert. AnschlieBend wurden die Schnitte in einem handels-
tiblichen Dampfdruckkochtopf in 1 Liter 10 mmol/l Trispuffer (Sigma, Steinheim,
Deutschland) und 1 mmol/l Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) (Roth, Karlsruhe,
Deutschland), pH 9, fiir 5 Minuten sprudelnd gekocht. Diese hitzeinduzierte Antigende-
maskierung bewirkte eine Freilegung der antigenen Determinante, die durch fixationsbe-
dingte Quervernetzungen unzuginglich geworden war, und damit deren Erkennungsmog-
lichkeit durch den im weiteren Farbevorgang zugegebenen Antikorper.

Nach Offnen des Topfes lieB man langsam 1 Minute kaltes Leitungswasser zur Abkiihlung
zulaufen. Darauf folgte eine zweimalige Spililung der Objekttrager in Aqua dest.

Im néchsten Schritt erfolgte die Blockierung der endogenen Peroxidase, um spéter deren
Mitreaktion mit DAB und damit entstehende falsch positive Ergebnisse zu vermeiden. Da-
fiir wurden die Objekttrager bei Raumtemperatur in 3%iger Wasserstoffperoxidlosung
(H203), hergestellt aus 30% H»O, (Apotheke, Klinikum Innenstadt) und Methanol (Merck,
Darmstadt, Deutschland), fiir 20 Minuten gestellt und anschlieBend zweimal fiir 2 Minuten
in phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS), zusammengesetzt aus Natriumchlorid (Flu-
ka, Buchs, Schweiz), di-Natriumhydrogenphosphat (Merck) und Kaliumdihydrogen-
phosphat (Merck), pH 7,4, gewaschen. Die Restfliissigkeit wurde mit Zellstoff abgetupft
und die Objekttriger in eine feuchte Farbekammer gelegt.

Um unspezifisch Hintergrundsfarbung zu verhindern wurden ein mit 1,5:100 in PBS (Bio-

chrom AG, Berlin, Deutschland) verdiinntes Normalserum (aus dem Vectastain Elite ABC
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Kit / Mouse IgG, Vector Laboratories, Burlingame, USA) (Blockierserum) mit Pipette auf-
getragen und die Priparate fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Das Normalse-
rum diente zur Abséttigung von elektrostatischen Ladungen der Proteine, so dass der im
nachfolgenden zugegebene Primérantikdrper moglichst spezifische Bindungen mit dem
nachzuweisenden Antigen eingehen konnte.

Nach Abschiitten des Normalserums wurde die restliche Losung vorsichtig mit Zellstoff
vom Objekttrager gewischt, um eine Weiterverdiinnung des Primérantikorpers zu verhin-
dern. Der mit 1:25 in einem Antikorper-Verdiinnungsmedium mit Hintergrund reduzieren-
den Bestandteilen (DakoCytomation, Glostrup, Dinemark) verdiinnte Primérantikorper
(laminin-5-gamma-2 Antikorper, DakoCytomation) wurde mit einer Pipette aufgetragen
und in einer feuchten Kammer fiir 16 Stunden tiber Nacht im Kiihlschrank bei +4°C inku-
biert. Am néichsten Tag wurde der {iberstindige Antikdrper mit PBS zweimal 2 Minuten
abgewaschen.

Zur Detektion des Primérantikorpers wurden die wieder mit Zellstoff getrockneten Objekt-
triger mit einem mit Biotin konjugierten und 1:200 mit Verdiinnungsmedium (DakoCyto-
mation) verdiinnten Sekundérantikorper (aus o.g. ABC-Kit) fiir 30 Minuten bei Raumtem-
peratur in der feuchten Kammer inkubiert.

Wihrenddessen wurde der Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (aus o.g. ABC-Kit) gemalf
der Gebrauchsanweisung angesetzt. Nachdem die Schnitte zweimal 2 Minuten in PBS ge-
waschen wurden, wurden sie fiir weitere 30 Minuten in der feuchten Kammer mit dem
Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex inkubiert.

AnschlieBend erfolgte wieder zweimaliges Waschen in PBS fiir 2 Minuten.

Zur  Sichtbarmachung der gebundenen Antikérper wurde Chromogen 3,3-
Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB) (Dyna Chrome DAB, Beckman Coulter, Mar-
seille, Frankreich) verwendet. Dieses wurde nach Gebrauchsanweisung in einem Puffer
(aus o.g. Dyna Chrome DAB) gelost, um bei der Reaktion den pH-Wert zu stabilisieren,
und 12 Minuten unter genauer Beobachtung auf den Schnitten belassen.

Nach zweimaligen Waschen fiir 2 Minuten in destilliertem Wasser erfolgte die Gegenfir-
bung flir 5 Minuten in saurer Himalaunlosung nach P. Mayer (Apotheke Klinikum Innen-
stadt) und anschliefender Wésserung in lauwarmem Leitungswasser fiir 10 Minuten. Zur
Dehydrierung wurden die Schnitte in einer Alkoholreihe aufsteigender Konzentration von

70% iiber 96% zu zweimal 100%igem Ethanol geschwenkt und danach fiir 5 Minuten in
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Xylol belassen. Der letzte Schritt war die Eindeckelung der Préparate mit einem Tropfen

Vitro-Clud (R. Langenbrinck) und einem Deckglas.

Tab. 2-1 Protokoll fiir immunhistologische Firbung.

1

2
3
4
5
6
7
8

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19

2.4.2

Paraffinschnitte auf Objekttrager; positive Kontrolle: Zervixkarzinom
Deparaffinieren in Xylol (10 min) und absteigende Alkoholreihe bis Aqua dest.
5 min kochen in 10 mmol/l Trispuffer und 1 mmol/l EDTA

1 min abkiihlen mit kaltem Leitungswasser; 2x spiilen in Aqua dest.
Blockierung der endogenen Peroxidase in 3%iger H>O,-Losung fiir 20 min
2x2 min waschen in PBS-Puffer

Inkubation mit Blockierserum fiir 20 min in der feuchten Kammer

Inkubation mit Primérantikorper fiir 16 h in der feuchten Kammer im Kiihl-
schrank

2x2 min waschen in PBS-Puffer

Inkubation mit Sekundérantikorper fiir 30 min in der feuchten Kammer

2x2 min waschen in PBS-Puffer

Inkubation mit Avidin-Biotin-Komplex fiir 30 min in der feuchten Kammer
2x2 min waschen in PBS-Puffer

Féarbung mit DAB fiir 12 min

2x2 min waschen in Aqua dest.

Gegenfarbung mit Himalaunlsung fiir 5 min

10 min wissern in Leitungswasser

aufsteigende Alkoholreihe und Xylol (5 min)

Eindeckeln

Auswertung der immunhistologischen Praparate

Die Auswertung der immunhistochemischen Fiarbung erfolgte von zwei Untersuchern un-

abhingig voneinander. Beiden waren die dazugehorigen klinischen und pathologischen

Befunde unbekannt.

Die Objekttrager wurden mit einem Standardlichtmikroskop betrachtet. Zunédchst wurde

das Priparat bei 50-facher VergroBerung in Ubersicht qualitativ beurteilt und unbrauchbare
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Exemplare aufgrund von Materialschidden, die beim immunhistochemischen Féarbedurch-
gang entstanden waren, verworfen und die Féarbung wiederholt.

Bei der Auswertung wurde der gefdarbte Anteil des Tumorgewebes in Prozent geschétzt.
Der verwendete monoklonale Maus-Antikorper war im Zytoplasma derjenigen Tumorzel-
len, die die laminin-5-gamma-2 Kette exprimierten, aufzufinden.

Aus Griinden der Auswertbarkeit und der besseren Ubersicht wurde der Anteil des gefirb-
ten Tumorgewebes in vier Kategorien eingeteilt. Das folgende Schema wurde sowohl fiir
die Auswertung der VIN III Préparate als auch der Vulvakarzinome angewendet (siche

Tab. 2-2).

Tab. 2-2 Auswertungsschema der immunhistologischen Firbung.

Wert  Anteil des gefdrbten Tumorgewebes

0 negativ

1 fokal positiv

2 kleiner gleich 50% positiv
3 mehr als 50% positiv

Um mogliche Fehler zu iiberpriifen, erfolgte in der Auswertung eines Untersuchers eine
stichprobenartige Wiederholung der Beurteilung zu einem spiteren Zeitpunkt. Ergaben
sich Differenzen in der Beurteilung der beiden Untersucher, so wurden die fraglichen Pré-

parate von beiden nochmals gemeinsam angeschaut und ausgewertet.

2.5 Statistik

Die erhobenen klinischen und pathologisch-makroskopischen Befunde wurden in zwei
Datenbanken, fiir jeweils ein Patientenkollektiv, die in Access (Microsoft, Redmond, USA)
erstellt wurden, festgehalten und ausgewertet.

Die statistische Auswertung der histologischen und immunhistologischen Parameter er-
folgte mit dem y>-Test. Waren die Voraussetzungen fiir den y>-Test nicht erfiillt (n > 50
und e; > 5), so wurde der exakte Test nach Fisher angewendet. Alle statistischen Analysen
waren zweiseitig. Als signifikant wurde ein Unterschied ab p < 0,05 bewertet.

Das rezidivfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben wurden nach der Methode von Kap-
lan-Meier ausgewertet. Patientinnen, die ab einem bestimmten Datum nicht mehr beobach-

tet werden konnten (lost to Follow-up), wurden zu diesem Zeitpunkt zensiert.
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2 Material und Methoden

Fiir die Auswertung des rezidivfreien Intervalls waren Patientinnen, die nach Behandlung
nicht tumorfrei waren nicht geeignet. Sie wurden aus der Auswertung herausgenommen.
Patientinnen ohne Rezidive, die tumorunabhingig verstorben waren, wurden als zensiert
betrachtet.

Fiir das Gesamtiiberleben wurden Todesfélle, deren Todesursachen nicht Vulvakarzinom
abhédngig waren, als zensiert betrachtet. Patientinnen mit unklarer Todesursache wurden
einmal als zensiert und einmal als nicht zensiert betrachtet. Ergaben sich hierbei Unter-
schiede sind diese im Ergebnisteil gesondert besprochen.

Die statistische Signifikanz der Uberlebenskurven wurde mit dem Log-Rank Test errech-
net.

Bei Mittelwerten wurde die Standardabweichung (+) immer in Klammern zusitzlich ange-
geben.

Die Prozentangaben wurden gerundet, weshalb das Addieren der Zahlen manchmal von

100% abweicht.
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3 Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Vulvare intraepitheliale Neoplasie

3.1.1 Patientinnenkollektiv

Das Patientinnenkollektiv bestand aus 88 Frauen, die im Zeitraum von 1991 bis 2002 an
der 1. Universitétsfrauenklinik (I. UFK) wegen einer vulvéren intraepithelialen Neoplasie
therapiert wurden: 73 Patientinnen wurden primér in der I. UFK behandelt, 15 Patientinnen
kamen erst mit einem Rezidiv zur Therapie.

Zusétzlich hatten von den 73 Patientinnen der Primértherapie 13 ein Rezidiv, somit entwi-
ckelten insgesamt 28 Frauen Rezidive.

Aus technischen Griinden war bei 4 Rezidivfillen eine immunhistologische Farbung nicht
moglich, so dass insgesamt nur 24 (15 + 9) Rezidive immunhistologisch ausgewertet wer-
den konnten.

Bei vier der 73 primidr behandelten Frauen konnten keine weiteren Daten mehr erhoben
werden. Sie wurden bei der klinischen, histologischen und immunhistologischen Auswer-

tung mit einbezogen, nicht jedoch bei der Berechnung des rezidivfreien Intervalls.

3.1.2 Klinik und makropathologische Befunde

Alter:

Von den 88 Patientinnen, die wegen einer vulvéren intraepithelialen Neoplasie behandelt
wurden, betrug das mittlere Erkrankungsalter 51 Jahre (£ 15), die jlingste Patientin war 19
Jahre, die dlteste 92 Jahre alt (siche Abb. 3-1). 67% erkrankten zwischen dem 30. und 59.
Lebensjahr.
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Abb. 3-1 Altersverteilung der VIN-Patientinnen bei Diagnosestellung (np,gentinnen = 88)-

Symptome:

43 Patientinnen waren symptomlos. Die restlichen 45 Frauen gaben an, Symptome wie

Pruritus vulvae, Fremdkorpergefiihl, Brennen, Schmerzen und Blutungen gehabt zu haben.

Die Verteilung ist in Abb. 3-2 dargestellt.

30%
25% -
= 20% -
)
2
= 15% -
3
T 10% A
5%
0% I = .
Juckreiz Fremdkor- Brennen Schmerzen Blutungen sonstige
pergefiihl
Symptome

Abb. 3-2 Symptome bei VIN (Mehrfachnennung) (npatientinnen = 45)-
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3 Ergebnisse

VIN-Lokalisation:

Zur Lokalisation lagen bei 86 der 88 Patientinnen Angaben vor.

Die Verteilung ist in Abb. 3-3 enthalten. Am hiufigsten waren die Labien betroffen, we-

sentlich seltener trat die vulvire intraepitheliale Neoplasie im Bereich der vorderen Kom-

missur und der Klitoris auf.

Klitoris

vordere Kommissur

Labien: rechts
links
beide

hintere Kommissur

1%
1%
22%

21%
26%

29%

Abb. 3-3 Lokalisation der VIN (Npatientinnen = 86).

Behandlung:

Die vulvére intraepitheliale Neoplasie wurde durch lokale Exzision, Laser oder einer

Kombinationsbehandlung mit lokaler Exzision und Laser therapiert (siche Tab. 3-1).

Tab. 3-1 Ersttherapie der VIN (0patientinnen = 38)-

Ersttherapie Anzahl Prozent
lokale Exzision 77 88%
Laser 4 5%
Exzision + Laser 8%
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3 Ergebnisse

3.1.3 Follow-up

Das Follow-up wurde bis mindestens Januar 2003 durchgefiihrt.
Der Nachbeobachtungszeitraum betrug im Durchschnitt 70 Monate (range: 2 Monate bis

276 Monate).

Rezidive:

Bei 28 Patientinnen (33%) entwickelte sich ein Rezidiv: 27 davon waren wieder vulvére
intraepitheliale Neoplasien III, eines jetzt eine invasive Neoplasie, d.h. ein Vulvakarzinom.
Dieses wurde 9 Monate nach der vulviren intraepithelialen Neoplasie im Stadium pTla
diagnostiziert.

Bei zwei weiteren Patientinnen war das zweite Rezidiv ein Vulvakarzinom. Das eine
(Stadium pT1b, pN1) trat 6 Jahre nach dem ersten Rezidiv und das andere (Stadium pT1a)
2 Jahre nach dem ersten Rezidiv auf.

Das mittlere rezidivfreie Intervall der Patientinnen belief sich auf 53 Monate. Die kiirzeste
Zeitspanne betrug 5 Monate, die ldngste 244 Monate. Ein Drittel der Rezidive war inner-

halb von zwei Jahren aufgetreten.

Uberleben:
Insgesamt verstarben 9 Patientinnen, eine an dem invasiven Rezidiv, dass wie oben be-
schrieben im Stadium pT1b, pN1 diagnostiziert wurde. Die iibrigen verstarben unabhingig

von der VIN Erkrankung.
3.1.4 Histologie

3.1.4.1 Ergebnisse der histologischen Beurteilung

Die 73 Préparate, die nach Ersttherapie gewonnen wurden, sind getrennt von den 24 vor-

handenen Rezidivpriparaten ausgewertet worden.
Ersttherapie:

In Tab. 3-2 sind der histologische VIN-Typ, die Entziindungsreaktionen, die Mitosenzahl

und Entfernung der VIN in sano aufgelistet.
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3 Ergebnisse

Tab. 3-2 Ergebnisse der histologischen Beurteilung der VIN (nyy = 73).

Anzahl
VIN - Typ
kondylomatos 22
basaloid 25
Mischtyp 23
differenziert 3
Entziindung
keine 0
wenig 28
mafig 32
stark 10
sehr stark 3
Mitosen
wenig 31
méBig 28
viele 14
Entfernung in sano
in sano 41
non in sano 32

Das mittlere Alter der Patientinnen bezogen auf die verschiedenen VIN-Typen ist in

Tab. 3-3 dargestellt.

Tab. 3-3 Alter bezogen auf verschiedenen VIN-Typen.

VIN-Typ Alter +
kondylomatds 49 11
basaloid 58 19
Mischtyp 46 14
differenziert 66 6
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Rezidive:

Die Verteilung der histologischen Ergebnisse von VIN-Rezidiven ist in Tab. 3-4 enthalten.

Tab. 3-4 Ergebnisse der histologischen Beurteilung der VIN-Rezidive (nyy = 24).

Anzahl
VIN - Typ
kondylomatos 10
basaloid 7
Mischtyp 6
differenziert 1
Entziindung
keine 0
wenig 6
maBig 11
stark 7
sehr stark 0
Mitosen
wenig 6
maBig 17
viele 1
Entfernung in sano
in sano 15
non in sano 9

3.1.4.2 Rezidiventwicklung in Abhéngigkeit von den histologischen Para-

metern

Histologische Parameter, wie der VIN-Typ, die Entziindungsreaktion des Stromas, die An-
zahl der Mitosen und die Entfernung in sano bzw. non in sano zeigten keine Assoziation

zum Auftreten von Rezidiven (siehe Tab. 3-5).
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3 Ergebnisse

Tab. 3-5 Rezidiventwicklung in Abhingigkeit von den histologischen Parametern (nyy = 69).

n.s. = nicht signifikant

Anzahl Rezidive X2-Test
VIN - Typ
kondylomatds 20 4
basaloid 25 3 n.s.
Mischtyp 21 5
differenziert 3 1
Entziindung
keine 0 0
wenig 25 4
maBig 31 7 n.s.
stark 10 2
sehr stark 3 0
Mitosen
wenig 31 7
maBig 25 5 n.s.
viele 13 1
Entfernung in sano
in sano 39 4 n.s.
non in sano 30 9

Beim rezidivfreien Intervall fanden sich statistisch signifikante Unterschiede nur bei der
VIN-Entfernung in sano bzw. non in sano. Dabei nahm das rezidivfreie Intervall bei vulva-
ren intraepithelialen Neoplasien, die nicht im Gesunden entfernt worden sind, ab (p =

0,004, Log-Rank Test) (siche Tab. 3-6).

Tab. 3-6 Rezidivfreies Intervall in Abhingigkeit von der VIN-Entfernung in sano (nyy = 69).

rezidivfreies Inter-

Entfernung in sano Anzahl vall (Monate)
in sano 39 134 (= 9)
non in sano 30 80 (= 13)
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3 Ergebnisse

3.1.5 Immunhistologie

3.1.5.1 Farbeergebnisse von laminin-5-gamma-2

Eine Detektion der laminin-5-gamma-2 Kette erfolgte mit Hilfe eines monoklonalen Anti-
korpers, der spezifisch an das Antigen band. Dieser wurde mit der Avidin-Biotin-
Komplex-Methode und 3,3-Diaminobenzidintetrahydrochlorid als Chromogen sichtbar
gemacht. Die positive Farbung befand sich im Zytoplasma.

51 Préparate der Primirbehandlung waren komplett negativ, 22 waren positiv. Die Vertei-

lung ist in Tab. 3-7 aufgelistet.

Tab. 3-7 Farbeergebnisse von laminin-5-gamma-2 bei VIN (nyx = 73).

Férbeergebnis Anzahl Prozent
negativ 51 70%
fokal positiv 15 21%
< 50% positiv 6 8%
> 50% positiv 1 1%

Von 24 Rezidivpriaparaten waren 20 komplett negativ, vier waren positiv. Die Verteilung

ist in Tab. 3-8 dargestellt.

Tab. 3-8 Fiarbeergebnisse von laminin-5-gamma-2 bei VIN-Rezidiven (nyy = 24).

Férbeergebnis Anzahl Prozent
negativ 20 83%
fokal positiv 3 13%
< 50% positiv 1 4%
> 50% positiv 0 0%

In Abb. 3-4 und Abb. 3-5 sind Beispiele positiver Farbeergebnisse fotografiert.
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3 Ergebnisse

Abb. 3-4 Foto der laminin-5-gamma-2 Firbung in VIN:

Akkumulation der laminin-5-gamma-2 Kette an der Stroma-Tumor-Grenze.

Abb. 3-5 Foto der laminin-5-gamma-2 Firbung in VIN:

positive Farbung im Zytoplasma der Neoplasiezellen.
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3 Ergebnisse

3.1.5.2 Histologische Parameter in Abhangigkeit von den Farbeergebnis-

sen

Eine Assoziation der histologischen Parameter, wie dem VIN-Typ, der Entziindungsreak-
tion des Stromas und der Mitosenzahl mit den Firbeergebnissen konnte nicht nachgewie-

sen werden (siche Tab. 3-9).

Tab. 3-9 Fiarbeergebnisse von laminin-5-gamma-2 bei VIN in Abhéngigkeit von den histologischen

Parametern (ny;y = 73).

Féarbung

keine fokal <50% >50% X2-Test
VIN-Typ
kondylomatds 18 4 0 0
basaloid 16 6 3 0 n.s.
Mischtyp 16 3 3 1
differenziert 1 2 0 0
Entziindung
keine 0 0 0 0
wenig 19 7 2 0
méBig 23 5 3 1 n.s.
stark 6 3 1 0
sehr stark 3 0 0 0
Mitosen
wenig 22 7 2 0
méBig 21 3 3 1 n.s.
viele 5 1 0
sehr viele 0 0 0 0

3.1.5.3 Rezidiventwicklung in Abhangigkeit von den Farbeergebnissen

Fiir die Fiarbeergebnisse lief3 sich auch kein statistischer Zusammenhang mit der Entwick-

lung von Rezidiven herstellen (siehe Tab. 3-10).
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3 Ergebnisse

Tab. 3-10 Firbeergebnisse der VIN in Abhiingigkeit vom rezidivfreien Intervall (nyy = 69).

Féarbung
Rezidiv keine fokal <50% >50% X2-Test
kein 38 12 4 1 n.s.
vorhanden 9 2 2 0

Es ergab sich auch kein Unterschied im rezidivfreien Intervall in Abhédngigkeit vom Féarbe-
ergebnis (116 Monate bei negativen Firbeergebnis versus 111 bei positivem; p = 0,69,

Log-Rank Test).
3.2 Vulvakarzinom

3.2.1 Patientinnenkollektiv

In die vorliegende Untersuchung wurden insgesamt 155 Patientinnen aufgenommen, die
zwischen 1987 und 2002 in der I. UFK wegen eines Plattenepithelkarzinoms der Vulva
operiert wurden.

Fiir die Auswertung des Gesamtiiberleben stehen 146 Patientinnen zu Verfligung, da bei 9
Frauen keine weiteren Daten mehr nach Ersttherapie erhoben werden konnten.

Diese 146 Patientinnen reduzierten sich fiir die Besprechung des rezidivfreien Intervalls
auf 133 Patientinnen, da 13 Frauen nach der Behandlung nicht tumorfrei waren und somit

wegen Persistenz ausgeschlossen wurden.

3.2.2 Klinik und makropathologische Befunde

Alter:

Bei den 155 Patientinnen, die in der I. UFK wegen einem Plattenepithelkarzinom der Vul-
va behandelt wurden, betrug das mittlere Erkrankungsalter 67 Jahre (= 14). Die jiingste
Patientin war 33 Jahre und die élteste 90 Jahre alt bei Diagnosestellung (siche Abb. 3-6).
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Abb. 3-6 Altersverteilung der Vulvakarzinom-Patientinnen bei Diagnosestellung (npagientinnen = 155).

Menarche:
Der Altersmittelwert der Menarche von den zur Verfiigung stechenden Angaben (n = 138)
betrug 14 Jahre (+ 2). Die jiingste war dabei 11 und die dlteste 18 Jahre alt. Bei 73% trat

die Menarche zwischen dem 12. und vollendeten 15. Lebensjahr auf.

Menopause:
Bei 16% war die Menopause noch nicht eingetreten, 84% waren postmenopausal (n =

147). Das Durchschnittsalter der Menopause lag bei 50 Jahren (+ 5).

Paritiit:
124 Frauen (80%) hatten Kinder geboren. Davon hatten 64% ein oder zwei Kinder, 26%
drei oder vier und die restlichen 10% mehr als vier Kinder. Insgesamt waren 20% kinder-

los.
Komorbiditat:

Zusatzerkrankungen, wie Hypertonus, HerzgefaBerkrankungen, Diabetes mellitus und

pulmonale Erkrankungen, waren bei 59% der Frauen angegeben.
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Bei den Patientinnen, bei denen Angaben zur eigenen Malignomanamnese aufzufinden
waren (n = 148), hatten 23 zusétzlich zu dem Plattenepithelkarzinom der Vulva noch ein

Zweitmalignom. 74% davon waren gyndkologische Tumoren. (sieche Tab. 3-11)

Tab. 3-11 Zusitzliche Malignome bei Vulvakarzinom-Patientinnen (npygentinnen = 148).

Malignome Anzahl Prozent
keine 125 84%
Mamma Ca ) 3%
andere gyn. Ca 12 8%
Bronchial Ca 1 1%
sonstige 5 3%
Symptome:

Beim Vulvakarzinom berichteten 115 Patientinnen (74%) iiber Symptome, die restlichen
40 (26%) waren symptomlos. Dabei klagten die Patientinnen iiber Pruritus vulvae, Bren-
nen, Schmerzen, Fremdkorpergefiihl, Blutungen, Sekretion und sonstige Beschwerden

(siche Abb. 3-7).
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0% | [

Juckreiz Brennen  Schmerzen Fremdkor- Blutungen — Sekretion sonstige
pergefiihl

Haufigkeit

Symptome

Abb. 3-7 Symptome beim Vulvakarzinom (Mehrfachnennung) (npagentinnen = 115).
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Tumorlokalisation:

Bei 154 Patientinnen gab es Angaben zur Lokalisation. Die Héufigkeitsverteilung ist in

Abb. 3-8 dargestellt. Am hiufigsten war der Tumor an den kleinen und/oder gro3en Labien

zu finden.

Klitoris

vordere Kommissur

Labien: rechts
links
beide

hintere Kommissur

2%
11%
29%

29%
18%

11%

Abb. 3-8 Lokalisation der Vulvakarzinome (npagentinnen = 154).

Untersuchungsbefund der Vulva:

Bei der klinischen Untersuchung zeigte sich bei der Inspektion der Vulva am héiufigsten

ein Exophyt, gefolgt von einem Ulkus (siche Tab. 3-12).

Tab. 3-12 Untersuchungsbefund bei Inspektion der Vulva (Npagientinnen = 155).

Untersuchungsbefund Anzahl Prozent
Exophyt 80 52%
Ulkus 35 23%
Exophyt + Ulkus 14 9%
nicht karzinomverdachtig 26 17%
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Prioperative Histologie:
Die histologische Sicherung der Diagnose geschah préoperativ durch eine Biopsie bei 126

Frauen (81%): 30 auswirts, 96 in der I. UFK. Bei 19% erfolgte direkt die Primértherapie.

Lymphknotenstatus klinisch:
In 42% konnten inguinal, soweit Angaben vorlagen (n = 142), vergroflerte und suspekte

Lymphknoten getastet werden. In 58% zeigten sich klinisch unauffillige Lymphknoten.

Behandlung lokal:
Das Vulvakarzinom wurde in allen Fillen operativ versorgt, ggf. in Kombination mit Be-

strahlung. Die unterschiedlichen Operationsverfahren sind in Tab. 3-13 aufgelistet.

Tab. 3-13 Ersttherapie der Vulvakarzinome (npygentinnen = 155).

Ersttherapie Anzahl Prozent
radikale Vulvektomie 99 64%
Hemivulvektomie 6 4%
partielle Vulvektomie 18 12%
lokale Tumorexzision 32 21%

Behandlung regional:
Insgesamt wurden 71%, also 109 Fille, gleichzeitig inguinal lymphonodektomiert. Die
Verteilung ist in Tab. 3-14 aufgelistet. Bei 46 Patientinnen wurden die Lymphknoten nicht

entfernt.

Tab. 3-14 Lymphknotenentfernung in Abhingigkeit vom Operationsverfahren (npagientinnen = 155),
LE = Lymphonodektomie.

Ersttherapie bilaterale LE ipsilaterale LE Sampling keine Gesamt
radikale Vulvektomie 74 7 18 99
Hemivulvektomie 3 2 1 6
partielle Vulvektomie 6 3 1 8 18
lokale Tumorexzision 6 7 19 32
Gesamt 89 19 1 46 155
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Griinde fiir das teilweise eingeschrankt radikal operative Vorgehen waren zum einen das
hohe Alter der Patientinnen und die damit einhergehende Multimorbiditdt. Zum anderen
wurde bei minimal invasiven Karzinomen zum Teil wegen einer sehr geringen Infiltra-
tionstiefe (< 1 mm) auf die Lymphonodektomie verzichtet. In sechs Féllen war die Erkran-

kung so weit fortgeschritten, dass nur noch palliativ behandelt wurde.

3.2.3 Follow-up

Das Follow-up wurde bis mindestens Januar 2003 durchgefiihrt.
Bei 9 Patientinnen von insgesamt 155, konnten nach der ersten Operation keine Daten
mehr erhoben werden. Bei den anderen Frauen betrug die mittlere Beobachtungszeit 56

Monate (range: 1 Monat bis 199 Monate).

Rezidive:
Insgesamt traten bei 50 Patientinnen (34%) Rezidive auf (n = 146). Die Verteilung ist in
Tab. 3-15 dargestellt. Am hdufigsten fanden sich Lokalrezidive.

Tab. 3-15 Hiiufigkeitsverteilung der Rezidive bei Vulvakarzinomen (ngeigive = 50).

Rezidivlokalisation Anzahl Prozent
lokal 42 84%
inguinale Lymphknoten 6 12%
pelvine Lymphknoten 1 2%
Fernmetastasen 1 2%

Im Median betrug die rezidivfreie Zeit 17 Monate mit einer stark links-schiefen Verteilung
zwischen minimal 3 und maximal 150 Monaten (deshalb wird hier auf die Angabe der

mittleren rezidivfreien Zeit verzichtet).

Uberleben:
80 Patientinnen verstarben. 36 von diesen tumorabhéngig am Vulvakarzinom, bei 35 lag
eine andere Todesursache zu Grunde und bei 9 war die Todesursache unbekannt.

Die 5-Jahresiiberlebensrate der Patientinnen betrug 76%.
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3.2.4 Histologie

3.2.4.1 Ergebnisse der histologischen Beurteilung

Histologischer Tumortyp:

Die Haufigkeitsverteilungen der verschiedenen histologischen Typen sind in Tab. 3-16

aufgelistet. Am hiufigsten kam das verhornende Plattenepithelkarzinom vor.

Auch die Altersverteilung bezogen auf die verschiedenen histologischen Typen ist in

Tab. 3-16 dargestellt.

Tab. 3-16 Histologischer Typ der Vulvakarzinome und Altersmittelwert (nyyyakarzinome = 155).

Tumortyp Anzahl Prozent mittleres Alter (£)
verhornend 100 65% 70 (£ 12)
nicht verhornend 12 8% 68 (£ 11)
basaloid 26 17% 56 (£ 15)
kondylomatds 17 11% 64 (+ 16)

Epithelverinderungen am Karzinomrand:

28 Patientinnen zeigten keine das Karzinom umgebenden Epithelveranderungen und bei 11

war das angrenzende Epithel nicht beurteilbar.

Am héufigsten fand sich VIN III vom undifferenzierten Typ. Bei vier Patientinnen wurden

gleichzeitig zwei unterschiedliche Epithelverdnderungen beobachtet. (siche Tab. 3-17)

Tab. 3-17 Epithelverinderungen am Karzinomrand.

Epithelverdnderungen

am Karzinomrand

(Mehrfachnennung) Anzahl Prozent
keine 28 19%
VIN III undifferenziert 36 24%
VIN III differenziert 16 11%
Lichen sclerosus 27 18%
squamose Hyperplasie 41 28%
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Infiltrationstiefe:

Die kleinste Infiltrationstiefe betrug 1 mm, die grofite 25 mm. Die Héaufigkeitsverteilung ist

in Tab. 3-18 aufgelistet.

Tab. 3-18 Infiltrationstiefe der Vulvakarzinome (nyyvakarzinome = 154).

Infiltrationstiefe (mm) Anzahl Prozent
1 13 8%
2-3 35 23%
4-5 26 17%
6-10 50 32%
>10 30 20%

Entziindungsreaktion:

Das Tumorstroma war bis auf einen Fall mit Entziindungszellen infiltriert. Am héufigsten

war die Entziindungsreaktion méBig bis stark (siche Tab. 3-19).

Tab. 3-19 Entziindungsreaktion der Vulvakarzinome (nyyyaxarzinome = 155).

Entziindung Anzahl Prozent
keine 1 1%
wenig 32 21%
méBig 48 31%
stark 56 36%
sehr stark 18 12%
Mitosenzahl:

Knapp die Hélfte der Tumoren hatten wenig Mitosen. Die Héufigkeitsverteilung ist in
Tab. 3-20 dargestellt.
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Tab. 3-20 Mitosenzahl der Vulvakarzinome (nyywvakarzinome = 155).

Mitosen Anzahl Prozent
wenig 71 46%
maBig 49 32%
viel 35 23%
Nekrosen:

Nekrosen traten ungefahr in einem Drittel aller Karzinomen auf. Die Haufigkeitsverteilung

ist Tab. 3-21 zu entnehmen.

Tab. 3-21 Nekrosen der Vulvakarzinome (nyyyakarzinome = 135).

Nekrosen Anzahl Prozent
keine 111 72%
mittel 33 21%
ausgedehnt 11 7%

Differenzierungsgrad:
Die Halfte aller Plattenepithelkarzinome waren miBig differenziert (G2). Hochdifferen-

zierte (G1) und gering differenzierte (G3) Tumoren kamen seltener vor. (siche Tab. 3-22)

Tab. 3-22 Grading der Vulvakarzinome (yyakarzinome = 155).

Grading Anzahl Prozent
Gl 52 34%
G2 77 50%
G3 26 17%

Lymphangiosis carcinomatosa:

Ein Lymphangiosis carcinomatosa konnte bei der Hélfte aller Patientinnen nachgewiesen

werden (siehe Tab. 3-23).
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Tab. 3-23 Lymphangiosis carcinomatosa der Vulvakarzinome (nyyvakarzinome = 155).

Lymphangiosis carc. Anzahl Prozent
keine 75 48%
vorhanden 80 52%

Himangiosis carcinomatosa:
Ein Einbruch von Tumorzellen in die Blutgefdl3e (Hdmangiosis carcinomatosa) kam selten

vor (siche Tab. 3-24).

Tab. 3-24 Himangiosis carcinomatosa der Vulvakarzinome (nyyyakarzinome = 155).

Hémangiosis carc. Anzahl Prozent
keine 142 92%
vorhanden 13 8%
Lymphknotenbefall:

Bei 109 Patientinnen wurden die Lymphknoten entfernt. Die Haufigkeitsverteilung ist in
Tab. 3-25 aufgelistet. Von den Patientinnen bei denen Lymphknotenmetastasen auftraten,

waren 70% unilateral und 30% bilateral befallen.

Tab. 3-25 Lymphknotenbefall (nyymphonodektomierte = 109).

Lymphknotenbefall Anzahl Prozent
keiner 62 57%
vorhanden 47 43%

Lokales Tumorstadium:
Das lokale Tumorstadium pT2 kam am héufigsten vor, danach folgte das pT1 Stadium.
Das pT4 Stadium kam im Patientinnenkollektiv nicht vor. (siche Tab. 3-26)
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Tab. 3-26 pT-Stadium der Vulvakarzinome (nyyakarzinome = 135).

pT-Stadium Anzahl Prozent
pT1 67 43%
pT2 79 51%
pT3 9 6%

Entfernung in sano:
Bei 155 operierten Patientinnen wurde in 77% das Plattenepithelkarzinom in sano entfernt

(siehe Tab. 3-27).

Tab. 3-27 Entfernung in sano der Vulvakarzinome (nyyjyakarzinome = 155).

Entfernung in sano Anzahl Prozent
in sano 119 T7%
non in sano 36 23%

3.2.4.2 Lymphknotenbefall in Abhangigkeit von den histologischen Para-

metern

Histologische Parameter wie der histologische Tumortyp, die Epithelverdnderungen am
Karzinomrand, die Entziindungsreaktion, die Nekrosen oder die Himangiosis carcinomato-
sa zeigten keine Assoziation zum Lymphknotenbefall.

Im folgenden Abschnitt werden die histologischen Parameter besprochen, bei denen eine

Abhingigkeit zum Nodalstatus gefunden wurde.

Infiltrationstiefe:
Die Lymphknotenentfernung und der Lymphknotenbefall in Abhidngigkeit von der Infiltra-
tionstiefe ist in Tab. 3-28 dargestellt. Patientinnen mit einer Infiltrationstiefe iiber 5 mm

hatten signifikant mehr Lymphknotenmetastasen (p = 0,006, X>-Test).
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Tab. 3-28 Lymphknotenentfernung und Lymphknotenbefall in Abhéingigkeit von der Infiltrationstiefe

(nLymPhﬂnodektomierte = 108).

LE = Lymphonodektomie; LkMeta = Lymphknotenmetastase.

Infiltrationstiefe (mm) LE Lk Meta X2-Test
1 2 0
2-3 26 6
4-5 24 9 0,006
6-10 36 19
>10 20 12

Die Haiufigkeit an befallenen Lymphknoten nahm mit der Infiltrationstiefe zu (siche

Abb. 3-9).

Lymphknotenmetastasen

80%

60% -

40% A

20%

0%

2-3

4-5 6-10

Infiltrationstiefe (mm)

>10

Abb. 3-9 Hiufigkeit des Lymphknotenbefalls in Abhiingigkeit von der Infiltrationstiefe (nyympnonodekto-
mierte — 108)'
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Mitosenzahl:
Karzinome mit wenig Mitosen zeigten signifikant (p = 0,04, X*-Test) weniger Lymphkno-

tenmetastasen im Vergleich zu Karzinomen mit méBigen oder vielen Mitosen (siche

Tab. 3-29 und Abb. 3-10).

Tab. 3-29 Lymphknotenbefall in Abhiingigkeit von der Mitosenzahl (nyymphonodektomierte = 109).

Mitosen LE Lk Meta X2-Test
wenig 52 17
méaBig 34 16 0,04
viel 23 14
35%
= 30% A
2
g 25%
©
g 20% 1 O ohne Metastasen
é 15% | B mit Metastasen
z
10%
é‘ 0
—
5% -
0%
wenig mafBig viele
Mitosen

Abb. 3-10 Lymphknotenmetastasen in Abhiingigkeit von der Mitosenzahl (npymphonodektomierte = 109).
Bei Tumoren mit wenig Mitosen wurden seltener Lymphknotenmetastasen nachgewiesen (p = 0,04, X’-

Test).

Differenzierungsgrad:
G1 Tumoren zeigten statistisch signifikant weniger Lymphknotenmetastasen gegeniiber G2

und G3 Tumoren (p < 0,0001, X>-Test) (siche Tab. 3-30 und Abb. 3-11).
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Tab. 3-30 Lymphknotenbefall in Abhéingigkeit vom Grading (nyymphonodektomierte = 109).

Grading LE Lk Meta X?-Test
Gl 34 5
G2 56 30 p <0,0001
G3 19 12
30%
5 25% -
8
£ 20% A
O
é O ohne Metastasen
8 15% )
S B mit Metastasen
=
< 10%
g
e
0%
Gl G2 G3
Grading

Abb. 3-11 Lymphknotenmetastasen in Abhiingigkeit vom Grading (npymphonodektomierte = 109).

Bei G1 Tumoren wurden weniger Lymphknotenmetastasen nachgewiesen (p < 0,0001, X*-Test).

Lymphangiosis carcinomatosa:

Der Befall der Lymphgefdle war mit dem Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen

hoch signifikant assoziiert (p < 0,0001, X*-Test) (siche Tab. 3-31).

Tab. 3-31 Lymphknotenbefall in Abhéngigkeit von der Lymphangiosis carcinomatosa

(nLymphnnodektomierte = 109)'

Lymphangiosis carc. LE Lk Meta X2-Test
keine 50 10 p <0,0001
vorhanden 59 37
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Lokales Tumorstadium:

pT1 zeigte signifikant weniger Lymphknotenmetastasen als pT2 und pT3 (p = 0,002, X*-

Test) (siche Abb. 3-12). So war nur ein Viertel der Lymphknoten im pT1-Stadium befallen

(siehe Tab. 3-32).

Tab. 3-32 Lymphknotenbefall in Abhiingigkeit vom pT-Stadium (nyymphonodektomierte = 109).

pT-Stadium LE Lk Meta X?-Test
pT1 45 11
pT2 61 34 p=10,002
pT3 3 2
35%
= 30%
2
2 25%
38
£ 20%
g 20% O ohne Metastasen
Q
ED 15% B mit Metastasen
=
= 10%
2
5%
pTl pT2 pT3
pT-Stadium

Abb. 3-12 Lymphknotenmetastasen in Abhiingigkeit vom pT-Stadium (nyymphonodektomierte = 109).

Im pT1- Stadium sind signifikant weniger Lymphknotenmetastasen (p = 0,002, X*-Test).
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3.2.4.3 Rezidiventwicklung in Abhé&ngigkeit von den histologischen Para-

metern

Nicht assoziiert mit Rezidiven waren der histologische Tumortyp, die Epithelverdnderun-
gen am Karzinomrand, die Infiltrationstiefe, die Entziindungsreaktion, die Mitosenzahl, der
Differenzierungsgrad, die Nekrosen, die Lymphangiosis carcinomatosa und die Himangio-
sis carcinomatosa.

Im Folgenden werden die Parameter besprochen, bei denen eine Abhéngigkeit zur Rezidiv-

entwicklung gefunden wurde.

Lokales Tumorstadium:

Patientinnen mit Karzinomen im pT3-Stadium hatten im Vergleich zu pT1 und pT2 eine
signifikant hohere Rate an Rezidiven (100% versus 34%; p = 0,001, exakter Test nach Fi-
sher).

Tab. 3-33 Rezidiventwicklung in Abhéngigkeit vom pT-Stadium (nyyivakarzinome = 133)-

pT-Stadium Anzahl Rezidive Test
pT1 64 21
pT2 62 22 p=10,001
pT3 7 7

Entfernung in sano:
Patientinnen, deren Karzinome nicht im Gesunden entfernt wurden, entwickelten hiufiger

Rezidive (60% versus 31%; p = 0,004, X>-Test).

Tab. 3-34 Rezidiventwicklung in Abhéingigkeit von der Entfernung in sano (nyywakarzinome = 133).

Entfernung in sano Anzahl Rezidive X2-Test
in sano 103 32 p=0,004
non in sano 30 18

Wie in 3.2.1 bereits beschrieben, wurde das rezidivfreie Intervall mit Daten von 133 Pati-
entinnen berechnet.
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Fiir das mittlere rezidivfreie Intervall fanden sich keine statistisch signifikanten Unter-
schiede beim histologischen Tumortyp, den Epithelverdnderungen am Karzinomrand, der
Entziindungsreaktion, der Mitosenzahl, den Nekrosen, der Lymphangiosis carcinomatosa
und der Himangiosis carcinomatosa.

Im folgenden Abschnitt werden die histologischen Parameter beschrieben, bei denen eine

Abhingigkeit zum Nodalstatus gefunden wurde.

Infiltrationstiefe:
Die Infiltrationstiefen bis 9 mm unterschieden sich hinsichtlich des mittleren rezidivfreien
Intervalls kaum. Traten Infiltrationstiefen von liber 9 mm auf, so sank das rezidivfreie In-

tervall auf 78 Monate (p = 0,03, Log-Rank Test). (sieche Tab. 3-35)

Tab. 3-35 Rezidivfreies Intervall in Abhéingigkeit von der Infiltrationstiefe (nyyyakarzinome = 132).

rezidivireies Inter-

Infiltrationstiefe (mm) Anzahl vall (Monate)
1-4 60 113 (= 11)
5-9 41 111 (£ 14)
>9 31 78 (£ 17)
Lymphknotenbefall:

Waren Lymphknotenmetastasen vorhanden, trat das Rezidiv frither auf im Vergleich zu

metastasenfreien Patientinnen (p = 0,02, Log-Rank Test) (siche Tab. 3-36).

Tab. 3-36 Rezidivfreies Intervall in Abhéingigkeit vom Lymphknotenbefall (nyyyakarzinome = 94)-

rezidivfreies Inter-

Lymphknotenbefall Anzahl vall (Monate)
keiner 58 138 (£ 13)
vorhanden 36 92 (£ 16)

Lokales Tumorstadium:
Auch beim lokalen Tumorstadium unterschieden sich die ersten zwei Stadien pT1 und pT2
hinsichtlich ihrer mittleren rezidivfreien Zeit kaum. Hingegen verkiirzte sich im Stadium

pT3 das rezidivfreie Intervall auf 36 Monate (p = 0,002, Log-Rank Test). (siche Tab. 3-37)
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Tab. 3-37 Rezidivfreies Intervall in Abhéingigkeit vom pT-Stadium (nyyjyakarzinome = 133)-

rezidivireies Inter-

pT-Stadium Anzahl vall (Monate)
pTl1 64 111 (x11)
pT2 62 113 (= 13)
pT3 7 36 (= 19)

Entfernung in sano:
Rezidive entwickelten sich bei Karzinomen, die im Gesunden ausgeschnitten wurden, spé-
ter im Vergleich zu Karzinomen, die nicht im Gesunden entfernt wurden (p = 0,002, Log-

Rank Test) (sieche Tab. 3-38).

Tab. 3-38 Rezidivfreies Intervall in Abhéingigkeit von der Entfernung in sano (nyyyakarzinome = 133).

rezidivfreies Inter-

Entfernung in sano Anzahl vall (Monate)
in sano 103 116 (=9)
non in sano 30 72 (= 16)

3.2.4.4 Gesamtuberleben in Abhangigkeit von den histologischen Parame-

tern

Wie in 3.2.1 bereits beschrieben, wurde das Gesamtiiberleben mit Daten von 146 Patien-
tinnen berechnet.

Die verschiedenen histologischen Tumortypen, Epithelverdnderungen am Karzinomrand,
Entziindungsreaktionen, Mitosen, Nekrosen und Entfernung in sano zeigten keine statis-
tisch signifikanten Unterschiede in der Gesamtiiberlebenszeit.

Im Folgenden werden die Parameter besprochen, bei denen Unterschiede im Gesamtiiber-

leben gefunden wurde.
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Infiltrationstiefe:
Mit zunehmender Infiltrationstiefe sank die Uberlebenszeit statistisch signifikant (p <
0,0001, Log-Rank Test). Patientinnen mit einer Infiltrationstiefe > 9 mm hatten eine

5-Jahresiiberlebensrate von 49% (siche Tab. 3-39 und Abb. 3-13).

Tab. 3-39 5-Jahresiiberlebensrate in Abhiingigkeit von der Infiltrationstiefe (nvyakarzinome = 145).

5-Jahrestiiberlebens-

Infiltrationstiefe (mm) Anzahl rate (%)
1-4 61 96
5-9 46 68
>9 38 49
1,0
0,8
5
o
—= 0,67
D)
e
D Infiltrationstiefe
g 0,4- [11-4mm
N [15-9mm
J_| tiefer 9 mm
0,2 1 4 1-4 mm-zensiert
~+ 5 -9 mm-zensiert
—+ tiefer 9 mm-zensiert
0,0 T T T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144 168 192

Monate

Abb. 3-13 Gesamtiiberleben in Abhiingigkeit von der Infiltrationstiefe (nvyakarzinome = 145).
Signifikant kiirzeres Uberleben bei groferen Infiltrationstiefen (p < 0,0001, Log-Rank Test).
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Differenzierungsgrad:
Die Uberlebenszeit sank, je schlechter der Tumor differenziert war (p = 0,0001, Log-Rank
Test) (siche Tab. 3-40 und Abb. 3-14).

Tab. 3-40 5-Jahresiiberlebensrate in Abhiingigkeit vom Grading (nyyyakarzinome = 146).

5-Jahrestberlebens-

Grading Anzahl rate (%)
Gl 48 93
G2 73 74
G3 25 47
1,0
0,8
5
ey
‘i‘: 0,61 Grading
2 s [
ot 1t . a2
£ 0,4 a3
M ~+ Gl-zensiert
—~+ G2-zensiert
0,21 ~+ G3-zensiert
0,0 T T T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144 168 192
Monate

Abb. 3-14 Gesamtiiberleben in Abhéingigkeit vom Grading (nyyakarzinome = 146).
Signifikant kiirzeres Uberleben bei schlecht differenzierten Karzinomen (p = 0,0001, Log-Rank Test).
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Lymphangiosis carcinomatosa:

Trat im Karzinom eine Lymphangiosis carcinomatosa auf, so sank die Uberlebenszeit (p <

0,0001, Log-Rank Test) (siche Tab. 3-41 und Abb. 3-15).

Tab. 3-41 5-Jahresiiberlebensrate in Abhiingigkeit von der Lymphangiosis carcinomatosa

(nVulvakarzinnme = 146)'

5-Jahresuberlebens-

Lymphangiosis carc. Anzahl rate (%)
keine 70 93
vorhanden 76 61

=)
15)
)
2
5 Lymphangiosis carc.
:g J_| keine
E‘ 0.4- | ] vorhanden
_a ’ 4 ~+ keine-zensiert
~+ vorhanden-zensiert
0,2
0,0 T T T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144 168 192
Monate

Abb. 3-15 Gesamtiiberleben in Abhiingigkeit von der Lymphangiosis carcinomatosa (nyyiyakarzinome =
146).
Signifikant kiirzeres Uberleben bei Vorhandensein einer Lymphangiosis carcinomatosa (p < 0,0001,

Log-Rank Test).
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Himangiosis carcinomatosa:
Auch beim Vorhandensein einer Himangiosis carcinomatosa verkiirzte sich Uberlebenszeit

(p =0,01, Log-Rank Test) (siche Tab. 3-42 und Abb. 3-16).

Tab. 3-42 5-Jahresiiberlebensrate in Abhéingigkeit von der Hiimangiosis carcinomatosa (nyyyakarzinome =
146).

5-Jahresuberlebens-

Hémangiosis carc. Anzahl rate (%)
keine 133 79
vorhanden 13 49
1,0
0,8
o
Q
B
5 0,6
=§ 4 Hamangiosis carc.
, J_| keine
g 0,41 H | _[ 1vorhanden
M —~+ keine-zensiert
—+ vorhanden-zensiert
0,2
0,0 T T T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144 168 192
Monate

Abb. 3-16 Gesamtiiberleben in Abhiingigkeit von der Himangiosis carcinomatosa (Nvyakarzinome = 146).
Signifikant kiirzeres Uberleben bei Vorhandensein einer Himangiosis carcinomatosa (p = 0,01, Log-
Rank Test).
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Lymphknotenbefall:

Waren die inguinalen Lymphknoten metastatisch befallen, so sank die Uberlebenszeit (p <
0,0001, Log-Rank Test). Patientinnen mit Lymphknotenbefall hatten eine 5-Jahresiiber-
lebensrate von 57% (sieche Tab. 3-43 und Abb. 3-17).

Tab. 3-43 5-Jahresiiberlebensrate in Abhiingigkeit vom Lymphknotenbefall (nyyvakarzinome = 104).

5-Jahrestiiberlebens-

Lymphknotenbefall Anzahl rate (%)
keiner 58 98
vorhanden 46 57
1,0
0,8
5
o]
= 0,67
.g Lymphknotenbefall
D J_| keiner
g 0,4 | | vorhanden
b —~+ keiner-zensiert
—+ vorhanden-zensiert
0,2 —
0,0 T T T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144 168 192

Monate

Abb. 3-17 Gesamtiiberleben in Abhéingigkeit vom Lymphknotenbefall (nyyyakarzinome = 104).
Signifikant kiirzeres Uberleben bei Vorhandensein von ing. Metastasen (p < 0,0001, Log-Rank Test).
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Lokales Tumorstadium:
Die Uberlebenszeit sank mit fortschreitendem lokalem Tumorstadium (p < 0,0001, Log-

Rank Test). Im pT3-Stadium betrug die 5-Jahresiiberlebensrate 33% (siehe Tab. 3-44 und
Abb. 3-18).

Tab. 3-44 5-Jahresiiberlebensrate in Abhiingigkeit vom pT-Stadium (nvyakarzinome = 146).

5-Jahrestiiberlebens-

pT-Stadium Anzahl rate (%)
pT1 65 94
pT2 72 66
pT3 9 33
1,0
0,8
5
3 0,6
E ’ ; pT-Stadium
D [ TpT1
£ 0,4- Lpr2
Q } J_l pT3
—+ pTl-zensiert
0,2 —+ pT2-zensiert
—+ pT3-zensiert
0,0 T T T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144 168 192
Monate

Abb. 3-18 Gesamtiiberleben in Abhiingigkeit vom pT-Stadium (nyyyakarzinome = 146).
Signifikant kiirzeres Uberleben bei hoherem pT-Stadium (p < 0,0001, Log-Rank Test).
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Entfernung in sano:

Die Uberlebenszeit nahm ab, wenn das Karzinom nicht im Gesunden entfernt wurde (p =

0,002, Log-Rank Test) (siche Tab. 3-45 und Abb. 3-19).

Tab. 3-45 5-Jahresiiberlebensrate in Abhéingigkeit von der Entfernung in sano (nyyyakarzinome = 146).

5-Jahrestberlebens-

Entfernung in sano Anzahl rate (%)
in sano 111 84
non in sano 35 50

Entfernung in sano
J_| in sano
. J_| non in sano
| 4 in sano-zensiert
~+ non in sano-zensiert

Kum. Uberleben

=
[\
|

=
(e}

T T T T T T T T
24 48 72 9 120 144 168 192

Monate

(=]

Abb. 3-19 Gesamtiiberleben in Abhiingigkeit von der Entfernung in sano (nyyyakarzinome = 146).

Signifikant kiirzeres Uberleben, wenn das Karzinom nicht im Gesunden entfernt wurde (p = 0,002,
Log-Rank Test).
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3.2.5 Immunhistologie

3.2.5.1 Farbeergebnisse von laminin-5-gamma-2

Ein positives Farbeergebnis zeigte sich als zytoplasmatische Farbung vor allem an der

Invasionsfront.

43 Priparate waren negativ, 112 waren positiv. Die Verteilung ist in Tab. 3-46 aufgelistet.

Tab. 3-46 Firbeergebnisse von laminin-5-gamma-2 bei Vulvakarzinomen (nyyakarzinome = 155).

Férbeergebnis Anzahl Prozent
negativ 43 28%
fokal positiv 38 25%
< 50% positiv 49 32%
> 50% positiv 25 16%

In Abb. 3-20, Abb. 3-21 und Abb. 3-22 sind Beispiele positiver Fiarbergebnisse fotogra-
fiert.

Abb. 3-20 Foto der laminin-5-gamma-2 Firbung im Vulvakarzinom:

Akkumulation der laminin-5-gamma-2 Kette an der Stroma-Tumor-Grenze.
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Abb. 3-21 Foto der laminin-S-gamma-2 Firbung im Vulvakarzinom:

positive Farbung der Vulvakarzinomzellen, die das Stroma infiltrieren.

Abb. 3-22 Foto der laminin-5-gamma-2 Firbung im Vulvakarzinom:

positive Farbung im Zytoplasma der Vulvakarzinomzellen.
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3.2.5.2 Histologische Parameter in Abh&angigkeit von den Féarbeergebnis-

sen

Keine Assoziation zu den Firbeergebnissen war beim histologischen Tumortyp, der Epi-
thelverdnderung am Karzinomrand, der Entziindungsreaktion, der Mitosenzahl und den
inguinalen Lymphknotenmetastasen zu finden.

Im folgenden Abschnitt werden die histologischen Parameter aufgelistet, die eine Abhén-

gigkeit von den Férbeergebnissen zeigten.

Infiltrationstiefe:

Tumoren mit einer Infiltrationstiefe von 1 mm hatten signifikant weniger positive Féarbeer-
gebnisse im Vergleich zu allen anderen Infiltrationstiefen zusammen (p = 0,0002, exakter
Test nach Fisher) (siehe Tab. 3-47 und Abb. 3-23). Zur Schitzung des Anteils positiver

Zellen bestand keine Assoziation.

Tab. 3-47 Firbeergebnisse in Abhéingigkeit von der Infiltrationstiefe (nyyvakarzinome = 154).

Féarbung
Infiltrationstiefe (mm) keine fokal <50% >50% Test
1 10 1 1 1
2-3 13 8 10 4
4-5 7 6 8 5 p =0,0002
6-10 9 13 20 8
>10 4 10 9 7
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14%
12%
10%
= O negativ
5 _
= 8% O fokal
Z % | [ | W <50%
= 0>50%
4% -
2% +
0%
1 2-3 4-5 6-10 >10
Infiltrationstiefe (mm)

Abb. 3-23 Firbeergebnisse in Abhéingigkeit von der Infiltrationstiefe (nyyyakarzinome = 154).
Bei geringer Infiltrationstiefe waren weniger positive Firbeergebnisse vorhanden (p = 0,0002, exakter

Test nach Fisher).

Nekrosen:
Das Auftreten von Nekrosen korrelierte positiv mit dem Férbeergebnis (p = 0,04, X>-Test),
dabei bestand aber weder ein Unterschied zwischen dem Grad der Ausdehnung der Nekro-

sen noch zum prozentualen Anteil des positiven Tumorgewebes (siche Tab. 3-48).

Tab. 3-48 Firbeergebnisse in Abhéingigkeit von den Nekrosen (nyyyakarzinome = 155).

Farbung
Nekrosen keine fokal <50% >50% X2-Test
keine 36 24 33 18
mittel 4 11 14 4 p=0,04
ausgedehnt 3 3 2 3

Differenzierungsgrad:

Unter den gut differenzierten Karzinomen (G1) fanden sich im Vergleich zu miBig (G2)
und gering differenzierten (G3) signifikant mehr negative Féarbeergebnisse (p = 0,004, X>-
Test) (siche Tab. 3-49 und Abb. 3-24).
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Tumoren mit hohem Anteil laminin-5-gamma-2 exprimierenden Zellen (> 50%) hatten ein
signifikant schlechteres Grading (G3) im Vergleich zu fokal oder < 50% laminin-5-
gamma-2 positiven Tumoren (p = 0,004, X>-Test).

Tab. 3-49 Firbeergebnisse in Abhingigkeit vom Grading (nyyvakarzinome = 155).

Férbung
Grading keine fokal <50% >50% X2-Test
Gl 22 11 12 7
G2 17 21 31 8 p = 0,004
G3 4 6 6 10
25%
20% A
S 15% | @Gl
J’g" BG2
= 10% OG3
5% A
0%
negativ fokal <50% >50%
Féarbung

Abb. 3-24 Firbeergebnisse in Abhéingigkeit vom Grading (nyyyakarzinome = 155).
Signifikant hiufiger G1-Tumoren bei negativen Firbeergebnissen (p = 0,004, X-Test).

Lymphangiosis carcinomatosa:
Positive Farbungen fanden sich signifikant hdufiger in Tumoren mit Lymphangiosis carci-
nomatosa als in Tumoren ohne Lymphangiosis carcinomatosa (p = 0,0003, X?-Test) (siche

Tab. 3-50 und Abb. 3-25).
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Tab. 3-50 Firbeergebnisse in Abhéingigkeit von der Lymphangiosis carcinomatosa (nyyyakarzinome =

155).

Férbung
Lymphangiosis carc. keine fokal <50% >50% X2-Test
keine 31 16 21 7 p=0,0003
vorhanden 12 22 28 18
25%
20%
5 15%
% 0 Okeine L.c.
?&% 10% | B vorhanden L.c.
5% A
0%
negativ fokal <50% >50%
Farbung

Abb. 3-25 Firbeergebnisse in Abhéingigkeit von der Lymphangiosis carcinomatosa (nyyakarzinome =
155).
Signifikanter Zusammenhang zwischen positiv gefirbten Tumoren und Nachweis einer Lymphangiosis

carcinomatosa (p = 0,0003, X-Test).

Hiamangiosis carcinomatosa:
Karzinome mit Hadmangiosis carcinomatosa waren alle angefarbt und damit signifikant
hiufiger positiv als Tumoren ohne Hémangiosis carcinomatosa (p = 0,02, exakter Test

nach Fisher) (siehe Tab. 3-51).
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Tab. 3-51 Firbeergebnisse in Abhéingigkeit von der Himangiosis carcinomatosa (nyuvakarzinome = 155).

Farbung
Hémangiosis carc. keine fokal <50% >50% Test
keine 43 34 44 21 p=0,02
vorhanden 0 4 5 4

Lokales Tumorstadium:

pT1-Karzinome zeigten signifikant weniger positive Farbeergebnisse als pT2- und pT3-

Karzinome (p = 0,002, X*-Test) (siche Tab. 3-52 und Abb. 3-26).

Tab. 3-52 Firbeergebnisse in Abhéingigkeit vom pT-Stadium (nyyakarzinome = 155).

Férbung
pT-Stadium keine fokal <50% >50% X*-Test
pT1 27 15 18 7
pT2 16 18 29 16 p=0,002
pT3 0 5 2 2
20%
15% A
E OpT1
g 10% WpT2
= OpT3
5% A
0%
negativ fokal <50% >50%
Féarbung

Abb. 3-26 Firbeergebnisse in Abhéingigkeit vom pT-Stadium (nyyyakarzinome = 155).

Signifikant weniger positive Firbungen im pT1 Stadium (p = 0,002, X2-Test).
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3.2.5.3 Rezidiventwicklung in Abhéangigkeit von den Farbeergebnissen

Rezidive traten hiufiger bei Tumoren mit positivem Farbeergebnis auf (p = 0,01, X2-Test)

(siehe Tab. 3-53 und siehe Abb. 3-27).

Tab. 3-53 Firbeergebnisse in Abhiingigkeit von der Rezidiventwicklung (nyyyakarzinome = 133).

Férbung
Rezidiv keine fokal <50% >50% X2-Test
kein 31 20 21 11 p=10,01
vorhanden 8 13 16 13
25%
20%
B 15% o
+ B Rezidiv +
?é 10% | ORezidiv -
) ] i
0% -
negativ fokal <50% >50%
Féarbung

Abb. 3-27 Firbeergebnisse in Abhiingigkeit von der Rezidiventwicklung (nyyakarzinome = 133).

Signifikant weniger Rezidive unter den negativen Firbergebnissen (p = 0,01, X-Test).

Die mittlere rezidivfreie Zeit war bei positiven Farbeergebnissen statistisch signifikant

kiirzer (p = 0,01, Log-Rank Test) (siche Tab. 3-54).
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Tab. 3-54 Firbeergebnisse in Abhéingigkeit vom rezidivfreien Intervall (nyyyvakarzinome = 133)-

rezidivireies Inter-

Féarbung Anzahl vall (Monate)
negativ 39 106 (= 8)
positiv 94 96 (£ 10)

3.2.5.4 Gesamtuberleben in Abhangigkeit von den Farbeergebnissen

In der Gesamtiiberlebensanalyse ergab sich ein signifikanter Unterschied (p = 0,0005, Log-
Rank Test) zwischen negativen Farbeergebnissen und positiv gefarbten Karzinomen. Die
5-Jahresiiberlebensrate sank bei laminin-5-gamma-2 positiven Tumoren auf 68%. (siche

Tab. 3-55 und Abb. 3-28).

1,0
0,81
=]
o
S
5 0,6
:'5 Farbung
é = J_| negativ
Q 0.4 | Tpositiv
—+ negativ-zensiert
0.2 —- positiv-zensiert
0,0 T T T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144 168 192
Monate

Abb. 3-28 Firbeergebnisse in Abhéingigkeit vom Gesamtiiberleben (nvyvakarzinome = 146).
Signifikant kiirzeres Uberleben bei laminin-5-gamma-2 positiven Tumoren (p = 0,0005, Log-Rank

Test).
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Tab. 3-55 Firbeergebnisse in Abhéingigkeit vom Gesamtiiberleben (nyyyvakarzinome = 146).

5-Jahrestiiberlebens-

Féarbung Anzahl rate (%)
negativ 40 97
positiv 106 68
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4 Diskussion

4.1 Bedeutung der Arbeit

Da das Vulvakarzinom ein relativ seltenes Karzinom ist, wurde es in den letzten Jahren im
Vergleich zu anderen Karzinomen wenig histopathologisch und immunhistochemisch un-
tersucht. Bei anderen Tumoren, wie dem Mammakarzinom, haben neuere Prognosefakto-
ren bereits entscheidend zum Krankheitsverstindnis und zur Erstellung individueller Be-
handlungspléne beigetragen. So wire es auch beim Vulvakarzinom wiinschenswert, ver-
lassliche Parameter zu finden, die an Hand von Biopsien oder Operationspriparaten Patien-
tinnen in Risikogruppen einteilen lieBen und zur Planung einer tumoradaptierten Therapie
beitragen konnten.

Hierfiir wurden in der vorliegenden Arbeit vulvire intraepitheliale Neoplasien III und Vul-
vakarzinome histologisch und immunhistologisch untersucht.

Die laminin-5-gamma-2 Kette, der bereits bei anderen Tumoren prognostische Relevanz
zugesprochen wurde, wurde durch immunhistochemische Farbung dargestellt. Die Férbe-
ergebnisse wurden mit histopathologischen Parametern verglichen und die prognostische

Wertigkeit tiberpriift.

4.2 Diskussion lber die Ergebnisse der vulvaren

intraepithelialen Neoplasie

4.2.1 Histologie

Bei der Behandlung von vulvéren intraepithelialen Neoplasien gibt es zwei Hauptproble-
me. Zum einen die hohe Rezidivrate, die in dieser Untersuchung bei 33% liegt. Die Studie
von van Seters et al. wertete 1736 Patienten aus, die wegen VIN III behandelt wurden, und

fand bei 18-23% Rezidive (van Seters et al., 2005).
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Zum anderen handelt es sich bei der vulviren intraepithelialen Neoplasie um eine prama-
ligne Erkrankung, aus der sich ein Karzinom entwickeln kann. Aus diesen Griinden ist die
Behandlung der vulvéren intraepithelialen Neoplasie eine Herausforderung, bei der es auf
der einen Seite das Auftreten von Rezidiven und das Risiko einer spéteren Karzinoment-
stehung zu minimieren gilt, auf der anderen Seite eine mdglichst minimalinvasive Therapie
zu beriicksichtigen ist, um die Rate postoperativer Komplikationen und psychosexueller
Probleme so gering wie moglich zu halten.

In dieser Arbeit wurden die histologischen Parameter als mogliche Prognosefaktoren an
der Rezidiventwicklung gemessen. Dabei bestand aber keine Korrelation zwischen dem
Auftreten von Rezidiven bei vulvéren intraepithelialen Neoplasien und den histologischen
Parametern. In der Studie von Seters et al. sank die Rezidivrate hingegen von 47% auf
17% bei nicht befallenem Resektionsrand (van Seters et al., 2005). Auch Modesitt el al.
fanden in ihrer Untersuchung einen Zusammenhang zwischen dem Resektionsrand und
dem Auftreten von Rezidiven heraus (46% versus 17%) (Modesitt et al., 1998). In der Stu-
die von McNally wurde wie bei uns keine Assoziation des Resektionsrandes zur Rezidiv-
entwicklung gefunden (McNally et al., 2002).

In dieser Arbeit verkiirzte sich allerdings das rezidivfreie Intervall von 134 auf 80 Monate,
wenn die vulvére intraepitheliale Neoplasie nicht in sano entfernt wurde.

Die rezidivfreie Zeit sank, wenn vulvédre intraepitheliale Neoplasien nicht im Gesunden
exzisiert wurden. Somit stellt sich die Frage, ob bei befallenem Resektionsrand eine Nach-
behandlung entweder durch eine weitere Exzision oder durch Laserbehandlung sinnvoll
erscheint. Allerdings ist eine Regression moglich (1,2%) und Progression nach Therapie
gering (3,3%) (van Seters et al., 2005). Daraus resultiert die Moglichkeit der regelméBigen
Nachsorge und somit des frithzeitigen Erkennens des Lokalrezidivs.

Rezidive treten besonders hédufig in den ersten zwei Jahren auf. In dieser Studie zeigten
sich insgesamt ein Drittel der Rezidive innerhalb von zwei Jahren. Deswegen sollten sich
die Patientinnen besonders in diesem Zeitraum alle 3 Monate einer sorgfiltigen Nachsorge

unterziehen.

4.2.2 Immunhistologie

Ziel dieser Arbeit war es die laminin-5-gamma-2 Kette darzustellen und deren Bedeutung
zum einen als frithen Invasionsmarker und zum anderen als Prognosefaktor fiir Rezidive zu

analysieren.
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Die Expression der laminin-5-gamma-2 Kette wurde in 73 Préparaten von Patientinnen, die
das erste Mal wegen einer vulvéren intraepithelialen Neoplasie behandelt wurden, und in
24 Rezidivpriparaten untersucht.

Laminin-5-gamma-2 lieB sich als zytoplasmatische Farbung nachweisen. 22 der vulvéren
intraepithelialen Neoplasien der Primarbehandlung (30%) zeigten eine laminin-5-gamma-2
Expression: 15 exprimierten die laminin-5-gamma-2 Kette fokal, sechs in weniger als der
Halfte und ein Priparat in mehr als der Hélfte aller Neoplasiezellen. Von den 24 Rezi-
divprdparaten waren vier positiv.

Eine Studie von Nordstrém et al. untersuchten die laminin-5-gamma-2 Uberexpression an
Vorstufen des Vulvakarzinoms. Dabei beschrieben sie eine Zunahme der laminin-5-
gamma-2 Kette im Zytoplasma vom normalen Epithel liber vulvire intraepitheliale Neo-
plasien verschiedener Schweregrade bis zum invasiven Karzinom. (Nordstrom et al., 2002)
Ahnliche Zusammenhinge wurden auch in der Arbeit von Skyldberg et al. fiir das Zervix-
karzinom mit seinen Vorstufen gezeigt. Hier waren 22 von 23 CIN I und IT und 21 von 32
CIN III Préparaten negativ filir laminin-5-gamma-2. Hingegen waren alle mikroinvasiven
und invasiven Karzinome positiv (insgesamt 35). (Skyldberg et al., 1999)

Beide Untersuchungen hatten zum Ziel mit der Anfarbung der laminin-5-gamma-2 Kette
vulvére bzw. zervikale Dysplasien mit erh6htem invasivem Potential ausfindig zu machen.
Die laminin-5-gamma-2 Expression sollte einen sensitiven Marker fiir frithe Invasion dar-
stellen. Dies wiére von grolem Vorteil bei der Behandlung von vulviren intraepithelialen
Neoplasien bei jungen Frauen, die eine lange Krankheitsgeschichte aufweisen und bei de-
nen die histopathologische Beurteilung und die Therapiewahl oft Probleme bereiten
(Nordstrom et al., 2002) oder bei CIN III bzw. mikroinvasivem Zervixkarzinom, die
schwierig von einander zu unterscheiden sind und deswegen oft liber- bzw. unterversorgt
werden (Skyldberg et al., 1999).

Nordstrom et al. beobachteten an Hand einer kleinen Fallzahl (7 Patientinnen), dass
VIN III Veridnderungen, die mit dem Antikorper gegen laminin-5-gamma-2 reagieren, ein
erhhtes Risiko fiir den Ubergang in ein invasives Karzinom zeigen. Des Weiteren gab es
Unterschiede in der laminin-5-gamma-2 Expression zwischen pridkanzerdsen Lasionen, die
sich {iber Jahre hinweg entwickelten, und Dysplasien, deren Entwicklungszeit in invasive
Karzinome kurz war. So zeigten VIN I und II bei langen Krankheitsverldufen (10-30 Jahre)
am Anfang keine laminin-5-gamma-2 Expression. Beim Fortschreiten der Erkrankung in

ein Carcinoma in situ konnte die laminin-5-gamma-2 Kette nachgewiesen werden. Hinge-
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gen wurde bei kurzer Entwicklungszeit eines invasiven Karzinoms von Anfang an die la-
minin-5-gamma-2 Kette exprimiert. (Nordstrom et al., 2002)

In der vorliegenden Arbeit kam es bei drei Patientinnen mit vulvérer intraepithelialer Neo-
plasie zur Progression der Erkrankung mit Entwicklung eines Karzinoms. Zwei der voraus-
gegangenen VIN-Lésionen waren negativ fiir laminin-5-gamma-2, so dass die laminin-5-
gamma-2 Expression hier keinen frithen Invasionsmarker darstellte.

Ferner wurde die Assoziation des immunhistologischen Markers laminin-5-gamma-2 mit
den histologischen Parametern und der Rezidiventwicklung untersucht. Es lie3 sich jedoch
kein Zusammenhang zwischen der laminin-5-gamma-2 Expression und den bekannten

histologischen Parametern bzw. dem Auftreten von Rezidiven erkennen.

4.3 Diskussion Uber die Ergebnisse des Vulvakarzi-

noms

4.3.1 Histologie

Histologische Parameter sind an Hand von histologischen Paraffinschnitten eines Gewebes
gut zu bestimmen und deshalb etablierte Prognosefaktoren des Vulvakarzinoms.

In der vorliegenden Arbeit wurden die histologischen Parameter an Vulvakarzinomen be-
stimmt und hinsichtlich ihres Zusammenhangs mit dem Auftreten von inguinalen Lymph-
knotenmetastasen oder Rezidiven und Gesamtiiberlebenszeit untersucht.

Entscheidend fiir die Uberlebensprognose ist der Lymphknotenstatus. Diese Studie stellte
ebenso wie andere Untersuchungen am Vulvakarzinom (Bosquet et al., 2005; Burger et al.,
1995; Homesley et al., 1991; Rouzier et al., 2001; Smyczek-Gargya et al., 1997) einen sta-
tistisch signifikanten Abfall der 5-Jahresiiberlebensrate fest, wenn die Lymphknoten meta-
statisch befallen sind.

Von den 109 Lymphonodektomierten in dieser Arbeit hatten iiber die Halfte (57%) keine
Lymphknotenmetastasen. In der Studie von Burger et al. waren sogar 70% und in der Un-
tersuchung von Bosquet 65,8% der Lymphonodektomierten metastasenfrei (Bosquet et al.,
2005; Burger et al., 1995).

Im Weiteren werden histologische Parameter erldutert, die fiir die Abschétzung des Risikos

fiir positive Lymphknoten hilfreich sind.
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In dieser Arbeit zeigte sich ein Zusammenhang zwischen der Infiltrationstiefe, der Anzahl
der Mitosen, dem Differenzierungsgrad (Grading), dem Nachweis einer Lymphangiosis
carcinomatosa, dem lokalen Tumorstadium (pT) und inguinalen Lymphknotenmetastasen.
Preti et al. stellten in ihrer Studie bei univariater Analyse eine Abhdngigkeit des Lymph-
knotenbefalls vom Tumordurchmesser, Grading, GefaBinvasion und Infiltrationstiefe fest.
Dabei fanden sich keine Lymphknotenmetastasen bei einer Infiltrationstiefe <2 mm. (Preti
et al., 1993) In dieser Arbeit zeigten sich lediglich bei einer Infiltrationstiefe < 1 mm keine
Metastasen. Die Haufigkeit an befallenen Lymphknoten stieg mit zunehmender Infiltrati-
onstiefe. Zu vergleichbaren Ergebnissen kamen Homesley et al. (Homesley et al., 1993).
Sie verzeichneten eine sprunghaften Anstieg des Lymphknotenbefalls bei Infiltrationstie-
fen > 3 mm.

Rezidive traten bei 34% der Patientinnen auf. In anderen Studien lag die Zahl der Rezidive
zwischen 12-37% (Coulter und Gleeson, 2003).

Es wire von grolem Nutzen, Patientinnen mit Hilfe von Prognosefaktoren in Risikogrup-
pen einzuteilen und Patientinnen mit geringem Rezidivrisiko weniger aggressiv zu thera-
pieren, da dies mit einer geringeren Morbiditétsrate und geringeren psychosexuellen Pro-
blemen verbunden wire. Deswegen wurde in dieser Arbeit die prognostische Bedeutung
der histologischen Parameter beziiglich des Auftretens von Rezidiven untersucht. Dabei
lasst sich als Ergebnis konstatieren, dass nur das lokale Tumorstadium (pT) und die Tu-
morentfernung in sano mit der Rezidiventwicklung korreliert. Maggino et al. und Onnis et
al. fanden in ihren Arbeiten noch andere Faktoren, wie die Infiltrationstiefe, den Tumor-
durchmesser, die Himangiosis carcinomatosa, das FIGO-Stadium und den metastatischen
Lymphknotenbefall, die mit dem Risiko von Lokalrezidiven als auch anderen Rezidiven
assoziiert sind (Maggino et al., 2000; Onnis et al., 1992). Diese Befunde entsprechen frii-
heren Untersuchungsergebnissen von Heaps et al., die ebenfalls einen Zusammenhang der
Infiltrationstiefe, der Tumordicke und dartiiber hinaus noch der Lymphangiosis carcinoma-
tosa und des Wachstumsmusters mit der Rezidiventwicklung fanden. Die Tumorgréf3e und
das Grading hingegen waren in ihrer Studie nicht mit dem Auftreten von Rezidiven assozi-
iert. (Heaps et al., 1990)

Es wurde auch der Einfluss der histologischen Parameter auf das rezidivfreie Intervall un-
tersucht. Dabei lieB sich ein Zusammenhang zur Infiltrationstiefe, dem lokalen Tumorsta-
dium (pT), der Karzinomentfernung in sano bzw. non in sano und dem Lymphknotenbefall

feststellen. Zu den gleichen Ergebnissen kamen Preti et al. in ihrer Studie (Preti et al.,
81



4 Diskussion

2000). Auch Pinto et al. fanden in ihrer Untersuchung ein Abnahme der rezidivfreien Zeit-
spanne bei hoherem pT-Stadium heraus (Pinto et al., 2004).

Als wichtige prognostische Faktoren fiir die Gesamtiiberlebenszeit erwiesen sich in dieser
Studie die Infiltrationstiefe, der Differnezierungsgrad, der Nachweis einer Lymphangiosis
und Hamangiosis carcinomatosa, das lokale Tumorstadium (pT), die Karzinomentfernung
in sano bzw. non in sano und wie eingangs erwihnt das Vorhandensein von Lymphkno-
tenmetastasen.

Die 5-Jahresiiberlebensrate fiel um fast die Hilfte von 96% bei einer Infiltrationstiefe von
1 bis 4 mm auf 49% bei einer Infiltrationstiefe von iiber 9 mm. Rouzier et al. verdffentlich-
ten eine Studie mit dhnlichen Ergebnissen (Rouzier et al., 2001). Sie verglichen minimal
invasive Karzinome von einer Infiltrationstiefe < 1 mm mit den iibrigen und fanden dabei
einen signifikanten Abfall der 5-Jahresiiberlebensrate von 93% auf 46%.

Wurden die mittleren Uberlebenszeiten der einzelnen Differenzierungsgrade verglichen, so
zeigte sich eine deutliche Abhdngigkeit der Prognose vom Grading, d.h. je undifferenzier-
ter das Karzinom, desto kiirzer die mittlere Uberlebenszeit und desto schlechter die Pro-
gnose. Dieses Ergebnis stimmt mit drei anderen Studien iiberein, die ebenfalls eine signifi-
kante Abnahme der Uberlebenszeit mit zunehmender Entdifferenzierung des Tumors fan-
den (Hoffmann et al., 1999; Kouvaris et al., 2001; Smyczek-Gargya et al., 1997).

Beim Vergleich der 5-Jahresiiberlebensrate in Abhéngigkeit vom pT-Stadium wurde ein
deutlicher Riickgang von 94% bei pT1 auf 33% bei pT3 festgestellt. In der Studie von Pin-
to et al. fielen die Ergebnisse insgesamt besser aus, doch zeigt sich auch hier eine deutliche
Prognoseverschlechterung (5-Jahresiiberlebenswahrscheinlichkeit von 100% bei pT1 im
Vergleich zu 66% bei pT3) (Pinto et al., 2004).

Mit Hilfe dieser Untersuchung sollte die Rolle der histologischen Parameter aufgezeigt
werden. Zusammen mit der entsprechenden Klinik der Patientinnen kdnnen sie einen ent-

scheidenden Beitrag zur Individualisierung und tumoradaptierten Behandlung beitragen.

4.3.2 Immunhistologie

Die Bedeutung der Uberexpression von laminin-5-gamma-2 wurde schon in anderen Tu-
moren, wie dem Adenokarzinom des Kolorektaltrakts (Lenander et al., 2003), des Magens
(Koshikawa et al., 1999), des Pankreas (Soini et al., 1996), der Lunge (Moriya et al., 2001)
und der Prostata (Hao et al., 2001) sowie im Plattenepithelkarzinom des Mundes (Kainu-

lainen et al., 1997; Katoh et al., 2002; Ono et al., 1999) und des Osophagus (Yamamoto et
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al., 2001) dargestellt. An gynédkologischen Tumoren wurde laminin-5-gamma-2 bereits am
Vaginalkarzinom (Hellman et al., 2000) und am Zervixkarzinom (Skyldberg et al., 1999)
untersucht.

In den meisten Malignomen war laminin-5-gamma-2 an der Tumor-Stroma-Grenze aufzu-
finden. Die Griinde dafiir sind nicht bekannt. Yamamoto et al. diskutierten, dass es eine
Kommunikation zwischen Karzinomzellen und umliegenden Stromazellen gibt, die es dem
Tumor ermoglicht zu wachsen. Sie vermuteten, dass die laminin-5-gamma-2 Kette an der
Tumor-Stroma-Grenze daran beteiligt sein konnte und somit die Tumorinvasion unter-
stiitzt. (Yamamoto et al., 2001) Da laminin-5-gamma-2 bei Wundheilungsprozessen mit-
wirkt, stellte Moriya et al. die Theorie auf, dass invasiv wachsende Tumorzellen das gene-
tische Programm fiir Wundheilung der normalen Zellen benutzen, das bei ithnen im Gegen-
satz zu normalen Zellen aber nicht selbstlimitierend ist (Moriya et al., 2001).

In dieser Studie wurde die laminin-5-gamma-2 Kette im Zytoplasma nachgewiesen.

Wie schon einleitend erwdhnt befindet sich laminin-5 normalerweise extrazelluldr an der
Basalmembran, um Integrine wie a381 und a6p4 zu binden (Mizushima et al., 1998). Die
Rolle der Expression im Zytoplasma ist hingegen unklar. Yamamoto et al. und Koshikawa
et al. vermuteten, dass die laminin-5-gamma-2 Kette in Abwesenheit der beiden anderen
Untereinheiten, der a3 und B3 Kette, im Zytoplasma akkumuliert und nur ein Teil sezer-
niert wird (Koshikawa et al., 1999; Yamamoto et al., 2001). Dieses wiirde mit der Beob-
achtung zusammenpassen, dass in einigen Studien die laminin-5-gamma-2 Kette extrazel-
lular nachgewiesen wurde (Moriya et al., 2001). Moriya et al. fiihrten die Unterschiede im
Nachweis von laminin-5-gamma-2 im Zytoplasma und / oder extrazellular auf die unter-
schiedlichen Antikorper zuriick, die moglicherweise verschiedene Epitope der laminin-5-
gamma-2 Kette erkennen.

Die Bewertungsmethode fiir die laminin-5-gamma-2 Uberexpression ist uneinheitlich. In
einigen Studien wurden nur negative von positiven Farbeergebnissen unterschieden (Le-
nander et al., 2003; Yamamoto et al., 2001), in anderen wird die laminin-5-gamma-2 Ex-
pression hinsichtlich des Anteils der gefdrbten Zellen semiquantitativ in verschiedene Ka-
tegorien eingeteilt (Hellman et al., 2000; Moriya et al., 2001; Nordstrom et al., 2002).

In dieser Arbeit waren von 155 Vulvakarzinomen 112 Priparate (72%) positiv, die sich auf
folgende Kategorien verteilten: 38 Fillen (25%) exprimierten die laminin-5-gamma-2 Ket-
te fokal, 49 (32%) in weniger als der Hélfte aller Tumorzellen und 25 (16%) in mehr als

der Hilfte. 43 Karzinome (28%) waren komplett negativ.
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Der Vorteil der semiquantitativen Auswertung liegt darin, dass hinsichtlich der Prognose
genauer differenziert werden kann. So ergab sich zum Beispiel beim Auftreten von Rezidi-
ven ein signifikanter Unterschied in Abhédngigkeit davon, ob das Tumorgewebe fokal posi-
tiv oder iliber 50% positiv angefarbt war (39% versus 54%). Beim rezidivfreien Intervall
oder beim Gesamtiiberleben hingegen konnte kein statistisch signifikanter Unterschied in
den Subklassifikationen gefunden werden. Hier war nur die Differenzierung zwischen ne-
gativen und positiven Firbeergebnissen entscheidend.

Wie eingangs erwihnt, zeigte die laminin-5-gamma-2 Uberexpression in vielen Maligno-
men prognostische Bedeutung. In den hier untersuchten Vulvakarzinomen zeigten die Far-
beergebnisse zu vielen histologischen Parametern, wie der assoziierten Epithelverdnde-
rung, der Infiltrationstiefe, den Nekrosen, dem histologischen Differenzierungsgrad (Gra-
ding), der Lymphangiosis und Hdmangiosis carcinomatosa sowie dem lokalen Tumorsta-
dium eine Assoziation. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die Expression der lami-
nin-5-gamma-2 Kette Ausdruck einer schlechteren Prognose des Vulvakarzinoms ist.
Einige dieser Befunde decken sich mit fritheren Untersuchungsergebnissen an anderen
Tumoren.

So zeigten auch im Plattenepithelkarzinom des Osophagus die verschiedenen Infiltra-
tionstiefen eine Assoziation mit den Féarbeergebnissen (Yamamoto et al., 2001). Dabei war,
wie bei unseren Ergebnissen, der Unterschied nur fiir negative versus positive Farbungen
und nicht fiir die prozentual unterschiedlich angefiarbten Tumorgewebe nachweisbar. Im
Gegensatz zu einer Studie liber das Plattenepithelkarzinom der Zunge, bei der der Anteil
der gefarbten Zellen von Bedeutung war (Katoh et al., 2002).

In dieser Arbeit liber das Vulvakarzinom fanden sich bei méBig (G2) und gering differen-
zierten (G3) Karzinomen ein signifikant hoherer Anteil an laminin-5-gamma-2 Expression
im Vergleich zu gut differenzierten (G1). Entsprechende Ergebnisse brachte die oben er-
wéhnten Studie liber das Zungenkarzinom zu Tage (Katoh et al., 2002), in der ebenfalls
eine Assoziation des histologischen Differenzierungsgrades zur Héaufigkeit der Expression
von laminin-5-gamma-2 Ketten bestand.

In einer Arbeit iiber das Plattenepithel des Osophagus wiesen die Karzinome im pT1-
Stadium, wie in dieser Studie, signifikant weniger laminin-5-gamma-2 Ketten auf (Yama-
moto et al., 2001).

In dieser Untersuchung ergab sich kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen

Lymphknotenmetastasen und Expression der laminin-5-gamma-2 Kette. Dies entspricht
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anderen Untersuchungen von Moriya et al. iiber das Adenokarzinom der Lunge und von
Katoh et al. iiber das Plattenepithelkarzinom der Zunge, in denen Karzinome mit laminin-
5-gamma-2 Expression auch keine Assoziation zur lymphatischen Streuung aufwiesen
(Katoh et al., 2002; Moriya et al., 2001). Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass der
immunhistochemische Nachweis von laminin-5-gamma-2 Uberexpression unabhingig
vom Nodalstatus eine Bedeutung fiir die Prognose der Patientinnen besitzt. Diese Hypothe-
se miisste aber in einer multivariaten Analyse tiberpriift werden.

Rezidive traten hiufiger bei Vulvakarzinomen mit positiven Féarbeergebissen auf. Dabei
verkiirzte sich die mittlere rezidivfreie Zeit von 106 Monaten auf 96 Monaten, wenn lami-
nin-5-gamma-2 exprimiert wurde. Zum entsprechenden Ergebnis kamen Yamamoto et al.
in ihrer Arbeit iiber das Plattenepithelkarzinom des Osophagus (Yamamoto et al., 2001).

In der Uberlebensanalyse fand sich ein kiirzeres Gesamtiiberleben bei Nachweis von lami-
nin-5-gamma-2. So sank die 5-Jahresiiberlebensrate von 97% auf 68%. In anderen Karzi-
nomen, wie dem hepatozellulirem Karzinom (Giannelli et al., 2003), dem Adenokarzinom
der Lunge (Moriya et al., 2001) oder dem Plattenepithelkarzinom der Zunge (Katoh et al.,
2002) verkiirzte sich ebenfalls beim Nachweis der Uberexpression der laminin-5-gamma-2
Kette die Uberlebenszeit der Patienten.

Aufgrund der hier gemachten Beobachtungen iiber den Zusammenhang der laminin-5-
gamma-2 Expression mit der Rezidivhiufigkeit und dem Gesamtiiberleben erscheinen wei-
tere Untersuchungen am Vulvakarzinom sinnvoll. So erwies sich zum Beispiel in einer
multivariaten Analyse von Yamamoto et al. im Plattenepithelkarzinom des Osophagus der
Nachweis der laminin-5-gamma-2 Kette als unabhidngiger pradiktiver Faktor fiir das rezi-

divfreie Intervall und das Gesamtiiberleben (Yamamoto et al., 2001).

4.4 Schlussbetrachtung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Parameter in vulvéren intraepithelialen
Neoplasien und Vulvakarzinomen histologisch und immunhistologisch untersucht. Es
wurden interessante Zusammenhinge zwischen der laminin-5-gamma-2 Kette und den
histologischen Parametern sowie der Rezidiventwicklung und der Uberlebensprognose
herausgefunden.

Die Aussagefahigkeit der gezeigten Zusammenhinge wird dadurch eingeschrinkt, dass sie

nur univariat ermittelt wurden. Der Nachweis von laminin-5-gamma-2 war mit histologi-
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4 Diskussion

schen Parametern, wie Grading, Lymphangiosis und Himangiosis carcinomatosa assozi-
iert, die selber mit einer schlechteren Prognose korrelieren. Inwieweit dariiber hinaus eine
laminin-5-gamma-2 Expression einen unabhédngigen prognostischen Parameter darstellt,
muss sich in einer multivariaten Analyse zeigen.

Weitere immunhistologische Untersuchungen an groflen Patientenkollektiven, insbesonde-
re am Vulvakarzinom, das in dieser Studie interessante Ergebnisse gezeigt hat, sind sinn-
voll, um den priadiktiven Wert zu erhérten.

AuBerdem konnte eine immunhistologische Untersuchung mit einem Antikdrper gegen alle
drei Untereinheiten des laminin-5 durchgefiihrt werden, um so den Mechanismus der allei-
nigen Expression der laminin-5-gamma-2 Kette in Karzinomzellen besser zu verstehen.
Die immunbhistologische Analyse ist eine Technik, die im klinischen Alltag leicht durchge-
fiihrt werden kann. So konnen vielleicht in Zukunft die immunhistologische Farbung mit
laminin-5-gamma-2 Antikorper histologische Untersuchungen ergéinzen und eine genauere
Einschitzung der Prognose geben. Dies wiirde den Weg zu einer weiteren Individualisie-

rung der Therapie und tumoradaptierten Behandlung ebnen.
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5 Zusammenfassung

Das Vulvakarzinom und seine Vorstufen sind seltene Krankheitsbilder. Die operative The-
rapie ist Methode der Wahl beim Vulvakarzinom. Sie ist allerdings mit hohen postoperati-
ven Komplikationen und psychosexuellen Problemen belastet. Probleme bei der Behand-
lung von vulvéren intraepithelialen Neoplasien stellen vor allem die hohe Rezidivrate und
das Risiko einer Karzinomentstehung dar. So ist es sowohl fiir die Therapie des Vulvakar-
zinoms als auch seiner Vorstufen wiinschenswert, verldssliche Parameter zu finden, die
eine Aussage liber den wahrscheinlichen Verlauf der Krankheit erlauben und damit auch

eine individualisierte, risikoadaptierte Therapie ermoglichen konnen.

In der vorliegenden Arbeit sollten neben klinischen und histologischen Merkmalen insbe-
sondere der immunhistologische Nachweis der laminin-5-gamma-2 Kette im Hinblick auf
die Prognose der vulviren intraepithelialen Neoplasie (VIN III) und des Plattenepithelkar-
zinoms der Vulva untersucht werden. Der immunhistochemische Nachweis der laminin-5-
gamma-2 Kette wurde gewéhlt, da fiir diesen Marker bisher keine Ergebnisse an tumord-

sen Veranderungen der Vulva vorliegen.

Die laminin-5-gamma-2 Kette wird von invasiv wachsenden Zellen unterschiedlicher Tu-
moren im Zytoplasma exprimiert (Adenokarzinome des Dickdarms, des Magens und der
Brust sowie Plattenepithelkarzinome der Zervix und der Mundhohle). Dabei konnte ein
Zusammenhang zwischen einer Uberexprimierung der laminin-5-gamma-2 Kette und ge-
ringer Gewebedifferenzierung, groferer Tiefeninfiltration, dem Auftreten von Metastasen

und einer schlechteren Uberlebensprognose nachgewiesen werden.
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5 Zusammenfassung

Folgende Fragestellungen sollten bei den Patientinnen mit VIN beurteilt werden:

1. Sind die bekannten histologischen Parameter mit dem Auftreten von Rezidiven assozi-
iert?

2. Ist der immunhistologische Marker laminin-5-gamma-2 mit den bekannten histologi-
schen Parametern assoziiert?

3. Ist der immunbhistologische Marker laminin-5-gamma-2 mit dem Auftreten von Rezidi-
ven assoziiert?

4. Kann mit der immunhistologischen Anfarbung der laminin-5-gamma-2 Kette die frithe

Invasivitit nachgewiesen werden?

Folgende Fragestellungen sollten bei Patientinnen mit Plattenepithelkarzinom der Vulva

bearbeitet werden:

1. Sind die bekannten histologischen Parameter mit dem Lymphknotenbefall, dem Auftre-
ten von Rezidiven und dem Gesamtiiberleben assoziiert?

2. Ist der immunhistologische Marker laminin-5-gamma-2 mit den bekannten histologi-
schen Parametern assoziiert?

3. Ist der immunhistologische Marker laminin-5-gamma-2 mit dem Lymphknotenbefall,

dem Auftreten von Rezidiven und dem Gesamtiiberleben assoziiert?

Nach einem festgelegten Merkmalkatalog wurden die anamnestischen und therapeutischen
Daten aus den Krankenunteralgen der Patientinnen entnommen. Die histologischen Para-
meter wurden anhand von Hidmatoxylin-Eosin gefarbten GroBflichenschnitten erhoben.
Fiir den immunhistologischen Nachweis der laminin-5-gamma-2 Kette wurden die Gewe-
beblocke herausgesucht, um neue Schnitte anzufertigen, die mit Hilfe der Avidin-Biotin-
Komplex-Methode (ABC) und 3,3-Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB) gefarbt wur-
den. Die Auswertung erfolgte semiquantitativ mit Abschitzung des Anteils der gefarbten

Zellen an der Gesamtzahl der Tumorzellen in Prozent.

Die statistische Analyse erfolgte univariat durch Priifung auf Signifikanz mit dem y*-Tests
oder — wenn erforderlich — mit dem exakten Test nach Fisher. Die Uberlebenskurven (rezi-
divfreies Uberleben, Gesamtiiberleben) wurden nach der Kaplan-Meier-Methode errechnet
und mit dem Log-Rank-Test auf signifikante Unterschiede gepriift. Ein derartiger Unter-

schied wurde bei p-Werten kleiner 0,05 angenommen.
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5 Zusammenfassung

Die retrospektive Studie umfasste zwei Patientengruppen:

e 88 Patientinnen mit VIN aus der Zeit von 1991 bis 2002

e 155 Patientinnen mit Plattenepithelkarzinom der Vulva von 1987 bis 2002

Alle Patientinnen wurden im angegebenen Zeitraum an der 1. Frauenklinik der Universitét

Miinchen, Maistraf3e, behandelt.

Fiir die Patientinnen mit VIN zeigte nur das histologische Merkmal ,,Entfernung in sano /
non in sano“ einen statistisch auffillligen Unterschied im rezidivfreien Uberleben. Alle
anderen histologischen Merkmale, einschlieBlich des immunhistologischen Nachweises der
laminin-5-gamma-2 Expression, zeigten keinen Zusammenhang mit der Haufigkeit von

Rezidiven.

Bei den Patientinnen mit Plattenepithelkarzinom der Vulva korrelierten folgende histologi-
schen Merkmale statistisch auffillig mit Nachweis von inguinalen Lymphknotenmetasta-
sen: Infiltrationstiefe, Anzahl der Mitosen, Differenzierungsgrad, Lymphangiosis carcino-
matosa und lokales Tumorstadium (pT). Der immunhistologische Nachweis der laminin-5-

gamma-2 Kette zeigte hingegen keine Assoziation zur lymphatischen Metastasierung.

Das lokale Tumorstadium (pT) und die Entfernung in sano zeigten eine statistisch auffalli-
ge Korrelation mit der Rezidivhéufigkeit: 100% Rezidive bei pT3 versus 34% bei pT1 und
pT2. 60% Rezidive bei Entfernung non in sano versus 31% bei Entfernung in sano.

Neben diesen beiden Merkmalen zeigten auch die Infiltrationstiefe und der Nachweis von
inguinalen Metastasen einen statistisch auffilligen Unterschied im rezidivfreien Uberleben.
Karzinome, die laminin-5-gamma-2 exprimierten, zeigten sowohl haufiger Rezidive als

auch eine kiirzere mittlere rezidivireie Zeit.

Ein statistisch auffilliger Unterschied im Gesamtiiberleben lie sich in Abhdngigkeit von
folgenden histologischen Merkmalen nachweisen: Infiltrationstiefe, Grading, Lymphangio-
sis und Hamangiosis carcinomatosa, lokales Tumorstadium (pT), inguinaler Lymphknoten-
status sowie Karzinomentfernung im Gesunden.

Patientinnen, deren Karzinome laminin-5-gamma-2 exprimierten, hatten ein deutlich
schlechteres Gesamtiiberleben gegeniiber Patientinnen, deren Karzinome keine Expression

aufwiesen (5-Jahrestiberlebensrate 97% versus 68%).
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5 Zusammenfassung

Weiter konnten folgende Ergebnisse beobachtet werden:

Laminin-5-gamma-2 war vor allem in Tumorzellen an der Tumor-Stroma-Grenze positiv
nachweisbar.

Karzinome mit ungiinstigen histologischen Parametern (Infiltrationstiefe > 1mm, G2 oder
G3, Lymphangiosis und Hdmangiosis carcinomatosa) zeigten hiufiger positive Ergebnisse
fiir die laminin-5-gamma-2 Féarbung.

Rezidive traten hiufiger bei laminin-5-gamma-2 exprimierenden Tumoren auf.

Die Uberlebenszeit war kiirzer bei Patientinnen, deren Vulvakarzinom laminin-5-gamma-2

exprimieren.

Aus diesen zunichst univariat gewonnenen Ergebnissen lassen sich folgende vorldufige

Schliisse ziehen:

1. der Nachweis der laminin-5-gamma-2 Kette hat fiir die Prognose der vulvéren intra-
epithelialen Neoplasie keine Bedeutung.

2. Die Expression der laminin-5-gamma-2 Kette scheint mit einem aggressiveren Tumor-

typ und damit einer schlechteren Prognose des Vulvakarzinoms verbunden zu sein.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war zu iiberpriifen, welche Bedeutung die immunhistolo-
gische Darstellung der laminin-5-gamma-2 Kette in der Prognose der vulvdren intra-
epithelialen Neoplasie und des Vulvakarzinoms hat. Auf Grund der hier gewonnenen uni-
variaten Ergebnisse scheinen weitere Untersuchungen mit multivariater Analyse und an
grofleren Patientenkollektiven sicher sinnvoll. So konnte in Zukunft vielleicht die immun-
histologische Farbung mit dem laminin-5-gamma-2 Antikdrper zusammen mit histologi-
schen Untersuchungen eine genauere Einschétzung der Prognose erlauben und zur indivi-

duellen, tumoradaptierten Therapie beitragen.
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