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1. Einleitung

Von der Postulierung eines ,Krebsbacillus“ durch Rudolf Virchow im Jahr 1888 bis zu den
Erkenntnissen der Molekularpathologie und Immunologie des 21. Jahrhunderts hat die
Erforschung der Interaktion von Immunsystem und Tumor zahllose Fortschritte gemacht.
Dennoch ist die Tatsache, dass maligne Tumore nicht nur inmitten eines gegen sie
gerichteten Immuninfiltrats wachsen, sondern sich dieses sogar nutzbar machen konnen,

ein bisher immer noch nicht vollstandig verstandenes Paradoxon.

Die vorliegende Dissertation evaluiert den Einfluss bekannter histopathologischer und
neuer immunhistochemischer Faktoren auf die Prognose des Plattenepithelkarzinoms der
Vulva. Hierbei wird ein besonderes Augenmerk auf das den Tumor umgebende immun-

infiltrierte Mikromilieu gelegt.

1.1 Das Plattenepithelkarzinom der Vulva

1.1.1 Epidemiologie

Das Vulvakarzinom ist in Deutschland das vierthaufigste Genitalkarzinom der Frau (Jemal
et al., 2010; Robert Koch-Institut, 2010). Mit etwa 90 % macht das Plattenepithelkarzinom
den Groldteil der invasiven Vulvakarzinome aus (Dittmer et al., 2011; Tumorzentrum
Munchen, 2001). Insgesamt ist es mit einer Inzidenz von 2-7/100.000 Frauen jedoch ein
seltener bosartiger Tumor und in Deutschland fur deutlich unter 1 % der krebsbedingten
Sterbefalle verantwortlich (DGGG, 2008; Dittmer et al., 2011; Statistisches Bundesamt,
2010; Woelber et al., 2009; Zeppernick et al., 2013). Aufgrund seiner Seltenheit basieren
epidemiologische Daten daher teilweise auf Schatzungen. 2004 erkrankten in
Deutschland ca. 1600 Frauen und ca. 620 starben an einem Vulvakarzinom (DGGG,
2008; Tumorzentrum Munchen, 2001). Berechnungen des Krebsregisters Schleswig-
Holstein zufolge muss mittlerweile von einer jahrlichen Neuerkrankungsrate von 3400 -
4000 Frauen ausgegangen werden (Institut fur Krebsepidemiologie Lubeck, 2011).

In den letzten Jahrzehnten findet sich ein deutlicher Inzidenzanstieg, vor allem bedingt

durch eine haufigere Diagnosestellung bei jungeren Frauen. Wahrend der Altersgipfel bei
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Diagnosestellung friher zwischen 70 und 80 Jahren lag, findet sich mittlerweile eine
homogenere Verteilung Uber alle Altersklassen hinweg, mit einem zweiten Gipfel um das
50. Lebensjahr (DGGG, 2008; Hampl et al., 2008a; Judson et al., 2006; Statistisches
Bundesamt, 2010).

1.1.2 Risikofaktoren

Gesicherte Risikofaktoren fur die Entwicklung eines Vulvakarzinoms sind in juingerem
Lebensalter eine persistierende Infektion mit Humanen Papillomaviren (HPV) und in
hoherem Lebensalter der Lichen sclerosus. Daruber hinaus finden sich Risikofaktoren wie
Immunsuppression, Nikotinabusus und nordeuropaische Abstammung (Ansink, 1996;
Madeleine et al., 1997; Madsen et al., 2008).

Die vulvare intraepitheliale Neoplasie (VIN) gilt als Vorstufe des Vulvakarzinoms (Ansink,
1996; Madeleine et al., 1997) und ist mit einer Inzidenz von etwa 7/100.000 Frauen die
haufigste prainvasive Erkrankung der Vulva. Seit den 1970er Jahren hat sich die
Inzidenzrate mehr als verzehnfacht (DGGG, 2008; Sturgeon et al., 1992). Dieser
deutliche Anstieg, vor allem bei Frauen unter 65 Jahren (Jones et al., 2005), wird haupt-
sachlich auf die gestiegene Inzidenz von HPV-Infektionen sowie die Nutzung der gynako-
logischen  Vorsorgeuntersuchungen und damit einhergehende  fruhzeitige
Diagnosestellung zuruckgefuhrt.

1.1.3 Die Rolle Humaner Papillomaviren

Humane Papillomaviren (HPV) gehoren zur Gruppe der DNA-Viren. Mit uber 100
beschriebenen Subtypen konnen sie Haut und Schleimhaut infizieren und eine gestei-
gerte Proliferation der Epithelzellen verursachen. Dadurch kdnnen sowohl gutartige
Lasionen wie Condylomata acuminata als auch pramaligne intraepitheliale Lasionen und
Malignome verursacht werden. Diese treten vor allem im anogenitalen sowie oropha-
ryngealen Bereich auf. Nahezu alle zervikalen intraepithelialen Neoplasien und Zervix-
karzimome werden von HPV verursacht. Aber auch vulvare Neoplasien entstehen in bis
zu 50 % der Falle auf dem Boden einer HPV-Infektion. Insgesamt sind HPV fur rund 5 %
aller neu aufgetretenen Malignome verantwortlich und damit eine der haufigsten
infektiosen Ursachen von Krebs (Madsen et al., 2008; Mufioz et al., 2003; Parkin, 2006;
Schiffman et al., 2007). Die Infektion erfolgt Uber direkten Haut- und Schleimhautkontakt,
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hauptsachlich beim Sexualverkehr. Es besteht eine sehr hohe Lebenszeitpravalenz von
80-90 %, allerdings heilt die Infektion bei guter Immunlage und jungem Lebensalter in der
uberwiegenden Anzahl der Falle innerhalb von Monaten folgenlos ab. Bei Persistenz der
HPV-Infektion sinkt die Wahrscheinlichkeit einer Spontanremission jedoch, und das
Risiko, an den oben genannten Tumoren zu erkranken, steigt (Robert Koch-Institut, 2012;
Sotlar, 2008).

Verschiedene HPV-Genprodukte, vor allem die Proteine E6 und E7, begunstigen durch
Verhinderung von regelrechter Zellapoptose und Reparatur von DNA-Schaden uber
mehrere Jahre hinweg eine maligne Transformation von Epithelzellen (Sotlar, 2008). Die
Subtypen der HP-Viren werden nach ihrem onkogenen Potenzial in Hoch- und Niedrig-
risikogruppen eingeteilt. Die Hauptvertreter der low-risk HPV (IrHPV), die hauptsachlich
Condylomata acuminata verursachen, sind die Subtypen 6 und 11. Die wichtigsten
Subtypen der high-risk HPV (hrHPV) sind 16, 18, 31 und 33 (Mufoz et al., 2003). Vor
allem HPV 16 scheint eine kritische Bedeutung bei der Progression zu invasiven Neo-
plasien zuzukommen, da es im Gegensatz zu anderen high-risk-Subtypen in nahezu allen
hochgradigen, aber nur in sehr wenigen geringgradigen VIN nachzuweisen ist (Srodon et
al., 2006).

1.1.4 Atiologie und Pathogenese

Dass, wie oben beschrieben, nur etwa der Halfte aller vulvaren Plattenepithelkarzinome
eine HPV-Infektion zugrunde liegt, spricht flir zwei verschiedene, distinkte Atiologien bei
der Tumorgenese mit jeweils unterschiedlichen Vorlauferstadien (siehe Abb. 1).
Wahrend der hrHPV-abhangige Anteil der Vulvakarzinome vor allem bei jingeren Frauen
vorkommt und mit der klassischen, oder usual, VIN (uVIN) sowie Multifokalitat einhergeht,
entsteht der andere, groRere Teil HPV-unabhangig auf dem Boden chronischer Entzun-
dungen. Dies betrifft hauptsachlich postmenopausale Frauen. Als Vorlauferstadium wurde
die unifokale differenzierte VIN (dVIN) auf dem Boden eines Lichen sclerosus
beschrieben (DGGG, 2008; Hampl et al., 2006; Kokka et al., 2011; Madsen et al., 2008;
Ueda et al., 2011; van de Nieuwenhof et al., 2008). HPV-abhangige und -unabhangige
Vulvakarzinome unterscheiden sich jedoch nicht bezuglich ihrer Prognose (Alonso et al.,
2011).
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Normales Vulvaepithel

HPV-Infektion \

Lichen sclerosus

Geringdifferenzierte VIN \l/
Hochdifferenzierte VIN

Integration der HPV-DNA \L
Plattenepithelkarzinom Plattenepithelkarzinom

Abb. 1: Die Pathogenese des Vulvakarzinoms von normalem Plattenepithel Uber
Vorlauferlasionen (Vulvare intraepitheliale Neoplasien, VIN) zum invasiven Karzinom
(nach Ueda et al., 2011)

Die Progressionsrate von einer VIN zum invasiven Karzinom betragt unbehandelt 9 %
und unter Behandlung 3,8-6,5 % (Jones et al., 2005; van Seters et al., 2005). Die histo-
pathologische Unterscheidung der HPV- und nicht-HPV-assoziierten Neoplasien und ihrer
Vorlauferlasionen kann durch die immunhistochemische Farbung mit p16'N4a gestitzt
werden (Santos et al., 2006; siehe auch Kapitel 1.4.1 p16'NK4A),

1.1.5 Pravention und Fruherkennung

Die primare Pravention der VIN und damit des Vulvakarzinoms besteht in der Verhin-
derung einer genitalen Infektion mit HPV (Hampl et al., 2006). Seit 2006 stehen zwei
Totimpfstoffe zur Verhinderung einer Infektion mit verschiedenen hrHPV-Subtypen, unter
anderem 16 und 18, zur Verfugung. Diese sollen laut Empfehlung der Standigen Impf-
kommission (STIKO) allen Madchen bis zum 18. Lebensjahr und wenn moglich vor dem
ersten Geschlechtsverkehr verabreicht werden (Robert Koch-Institut, 2011b). In diesem
Kollektiv sollen sie einen nahezu 100%igen Impfschutz gegen die Entwicklung einer
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Impftyp-assoziierten Dysplasie und Neoplasie bieten (Villa et al., 2006). Bei einer flachen-
deckenden Primarpravention sollen so bis zu 90 % der VIN und bis zu 60 % der
Vulvakarzinome verhindert werden konnen (DGGG, 2008).

Die sekundare Pravention besteht in der fruhzeitigen Diagnostik und sanierenden
Behandlung prainvasiver Lasionen. In Ermangelung einer etablierten Screeningmethode
bietet jedoch einzig die eingehende Untersuchung der Vulva, die obligater Bestandteil der
jahrlich vorgesehenen gynakologischen Vorsorgeuntersuchung ist, die Moglichkeit zur
Friherkennung. Allerdings ist die Teilnahmerate gerade postmenopausaler Frauen an der
Vorsorge noch niedriger als der allgemeine Durchschnitt von 50 % und nimmt mit
zunehmendem Alter immer weiter ab (Tumorzentrum Erlangen-Nurnberg, 2011). Dies ist
besonders problematisch, da in dieser Altersgruppe die Inzidenz der VIN und des Vulva-

karzinoms deutlich zunimmt.

1.1.6 Diagnostik

Es existiert kein pathognomisches klinisches Bild des Vulvakarzinoms. Typische, aber
unspezifische Frihsymptome beinhalten genitalen Pruritus, perineale Schmerzen und
Dysurie. Ein Teil der Patientinnen entdeckt selbst sicht- oder tastbare Hautveran-
derungen. Blutungen oder Fluor sind selten. Etwa die Halfte aller Patientinnen mit VIN ist
bei Diagnosestellung symptomfrei (DGGG, 2008).

Eine komplette klinische Untersuchung von Vulva, Vagina, Zervix und Leisten ist unent-
behrlich (Hampl et al., 2006). Besonders bei HPV-assoziierten Veranderungen ist Multi-
fokalitat haufig. Die Labia majora sind die haufigste Lokalisation von VIN und Vulva-
karzinom, danach in absteigender Reihenfolge Klitoris, Labia minora, Perineum, Peri-
urethralregion und Bartholini‘sche Druse. Schnelle Grolienprogredienz, Ulzeration,
unscharfe und asymmetrische Begrenzung sowie fehlendes Ansprechen auf konservative
Therapie deuten auf einen malignen Befund hin (DGGG, 2008).

Eine Vulvoskopie, ggf. mit Applikation von Essigsaure, kann die klinische Untersuchung
erganzen. Insbesondere der Stanzbiopsie kommt eine hohe Bedeutung zu (DGGG,
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2008). Hierbei kann bei Nachweis eines malignen Befunds auch das Ausmal} der

Stromainvasion beurteilt werden.

1.1.7 Staging

Pratherapeutisch werden folgende klinische Befunde erhoben:

Bestimmung der Tumorlokalisation und -ausdehnung, Invasionstiefe sowie
Ausschluss von Multizentrizitat oder Zweitkarzinom durch vollstandige klinische
und histologische Untersuchung.

Bestimmung des klinischen Lymphknotenstatus durch Palpation und Sonografie
(Abang et al., 2000; Arango et al., 2000).

Bei klinisch fortgeschrittenen Tumoren sollten eine Zysto- sowie eine Rektoskopie
erfolgen.

Eine routinemallige radiologische Diagnostik wird aufgrund unzuverlassiger
Vorhersagen nicht verlangt, insbesondere beim Verdacht auf fortgeschrittene
Tumorstadien aber haufig durchgefuhrt (DGGG, 2008; Zeppernick et al., 2013).
Eine Suche nach Fernmetastasen ist ausschliel3lich bei fortgeschrittenen Tumoren
indiziert (Hacker et al., 1983a).

Nach der histologischen Sicherung stellt die Tumorexzision die Therapie und gleichzeitig

das Staging dar. Die klinischen Befunde werden durch folgende histopathologische
Angaben erganzt (DGGG, 2008):

Tumortyp und -stadium, Grading, Gefal- und Lymphgefaldeinbruch, Resektions-
klassifikation und Breite des Resektionsrands.

Bei inguino-femoraler Lymphonodektomie Zahl der untersuchten und der
befallenen Lymphknoten sowie Grof3e der Lymphknotenmetastasen und etwaige
Kapseluberschreitung.

Fernmetastasierung, zu welcher auch befallene pelvine retroperitoneale Lymph-

knoten zahlen.
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Die Einteilung des Krankheitsstadiums erfolgt Uber die TNM-Klassifikation sowie gemaf
den Kriterien der Fédération Internationale de Gynécologie et d’Obstétrique (FIGO) (Tab.

1),

Tab. 1: TNM/FIGO-Stadien-Klassifikation der Vulvakarzinome (aus Horn et al., 2010).

TNM- FIGO- Definition
Kategorien Stadien
X Primartumor kann nicht beurteilt werden
To Kein Anhalt fir Primartumor
Tis Carcinoma in situ (prainvasives Karzinom), vulvare intraepitheliale
Neoplasie (VIN) 3
T | Tumor begrenzt auf Vulva oder Vulva und Perineum
Ta IA Tumor 2 cm oder weniger in groBter Ausdehnung, Stromainvasion nicht
groBer als 0,1 cm?
Tib IB Tumor mehr als 2 cm in groBter Ausdehnung oder Stromainvasion
>0,1cm?
T2 I Tumor infiltriert eine der folgenden Strukturen: unteres Drittel der
Urethra, unteres Drittel der Vagina, Anus
T3¢ IVA Tumor infiltriert eine der folgenden Strukturen: obere zwei Drittel der

Urethra, obere zwei Drittel der Vagina, Blasenschleimhaut, Rektum-
schleimhaut, oder ist an Beckenknochen fixiert

3 Die Invasionstiefe ist definiert als AusmaB der Tumorausdehnung, gemessen von der Epithel-
Stroma-Grenze der angrenzenden oberflichlichsten dermalen Papille bis zum tiefsten Punkt der
Invasion.

b Die T3-Kriterien werden in der FIGO-Klassifikation nicht benutzt, sie werden dort als T4 klassifiziert.

N - Regionare Lymphknoten

NX Regiondre Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden

NO Keine regiondren Lymphknotenmetastasen

N1 Regiondre Lymphknotenmetastasen mit folgenden Eigenschaften:
N1a Eine oder 2 Lymphknotenmetastase(n), jede kleiner als 0,5 cm
N1b  Eine Lymphknotenmetastase 0,5 cm oder gréRer

N2 Regiondre Lymphknotenmetastasen mit folgenden Eigenschaften:
N2a 3 oder mehr Lymphknotenmetastasen, jede kleiner als 5 mm
N2b 2 oder mehr Lymphknotenmetastasen, 5 mm oder groRRer
N2c  Lymphknotenmetastasen mit extrakapsuldrer Ausbreitung

N3 Fixierte oder ulzerierte regionare Lymphknotenmetastasen

M - Fernmetastasen

Mo Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen (einschlieBlich Beckenlymphknotenmetastasen)
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1.1.8 Prognose

Bei den mikroinvasiven Vulvakarzinomen (pT1a) ist der Resektionsabstand der ent-
scheidende Prognosefaktor in Bezug auf Rezidivfreiheit und Gesamtuberleben. Die Rele-
vanz von Lymphgefalieinbrichen ist nicht abschliefend geklart (Yoder et al., 2008).

Ab dem Stadium pT1b sind folgende Prognosefaktoren entscheidend:

e Tumorstadium; die 5-Jahres-Uberlebensrate betragt 77,7 % bei pT1-Karzinomen
und 13,1 % bei pT4-Karzinomen (Beller et al., 2006).

e Multifokalitat als prognostisch ungunstiger Faktor (Preti et al., 2000).

e Inkomplette Resektion oder ein Resektionsrand < 8-10 mm gehen mit erhOhter
Lokalrezidivrate einher (Preti et al., 2000).

e Grading; eine hohe bis maRige Differenzierung (G1-2) geht mit einer besseren
Prognose einher als eine schlechte Differenzierung (G3) (Preti et al., 2000).

e Lymphgefalieinbriche weisen eine Korrelation mit hdherem Tumorstadium und
positivem Lymphknotenstatus auf, haben als eigenstandiger Faktor aber nur bei
nodal-negativen Tumoren eine prognostische Relevanz (Preti et al., 2000;
Raspagliesi et al., 20006).

e Tumore mit assoziierter VIN haben eine hohere Rezidivrate (Yoder et al., 2008).

e Bei nodal metastasierten Vulvakarzinomen sinkt die 5-Jahres-Gesamtuberlebens-
rate unabhangig vom Tumorstadium von 80,7 % auf 62,9 %; bei mehr als zwei
befallenen Lymphknoten betragt sie unter 30 % (Beller et al., 2006; Raspagliesi et
al., 2006).

1.1.9 Therapie

Die Entfernung des Vulvakarzinoms erfolgt durch eine lokale radikale Exzision (,partielle
Vulvektomie®), oder eine ,radikale Vulvektomie“ mit Resektion der Labia majora und
minora, der Klitoris und der hinteren Kommissur. Bei der operativen Therapie des Vulva-
karzinoms ist zur Vermeidung von Lokalrezidiven eine Resektion mit einem tumor- und

VIN-freien Rand von mindestens 10 mm anzustreben (Heaps et al., 1990).

Der Lymphabfluss der Vulva erfolgt Uber die oberflachlichen inguinalen Lymphknoten. Die
Infiltrationstiefe des Tumors weist eine Korrelation mit dem Vorkommen einer nodalen

Metastasierung auf. Im Stadium pT1a ist eine Metastasierung praktisch ausgeschlossen
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(DGGG, 2008; Hacker et al., 1983b). Ab dem Stadium pT1b (makroinvasives Karzinom)
ist dagegen eine inguino-femorale Lymphonodektomie (LNE) obligat. Dabei sollen auf
jeder Seite mindestens 6 Lymphknoten entfernt und histologisch untersucht werden. Nur
bei streng lateral lokalisierten Tumoren (Abstand zur Mittellinie > 10 mm) reicht eine
ipsilaterale Lymphonodektomie aus (DGGG, 2008; Zeppernick et al., 2013).

Die inguino-femorale LNE weist eine hohe Komplikationsrate auf. Am haufigsten sind
Lymphoédeme (20-69 %), Wundheilungsstorungen (14-44 %) und Lymphozelen (30 %).
Daher kann eine Sentinel-LNE erwogen werden, bei der der erste drainierende Lymph-
knoten des Tumorgebiets farblich oder radioaktiv markiert, exstirpiert und histo-
pathologisch untersucht wird. Finden sich hier keine metastatischen Absiedlungen, wird
auf eine komplette LNE verzichtet. Der Stellenwert der Sentinel-LNE ist allerdings noch
nicht abschlieRend geklart (DGGG, 2008).

Eine adjuvante Radiotherapie erfolgt bei R1- oder knapper (Resektionsrand < 10 mm) RO-
Situation sowie bei drei oder mehr Lymphknotenmetastasen, Metastasengrofde > 10 mm
und Kapseluberschreitung. Bei pNO wird immer, bei 1-2 befallenen Lymphknoten
mehrheitlich auf die postoperative Radiatio verzichtet (Barnes und Thomas, 2006).

Eine neoadjuvante Radiochemotherapie ist nur bei fortgeschrittenen Tumoren zum
Erreichen von Operabilitat und Kontinenzerhaltung indiziert (DGGG, 2008).

In Palliativsituationen kann eine alleinige primare Chemotherapie erwogen werden, es
existieren jedoch diesbezuglich aufgrund mangelnder Datenlage keine klaren Empfeh-

lungen (Zeppernick et al., 2013).

1.1.10 Nachsorge

Ziel der Nachsorge ist die frUhzeitige Diagnose und Therapie von Rezidiven (Tertiar-
prophylaxe). Hierbei werden eine krankheitsspezifische Symptomanamnese, eine klini-
sche Untersuchung mit fakultativer Vulvoskopie und Entnahme von Biopsien sowie bei
unklaren und rezidivverdachtigen Befunden eine weiterfuhrende Bildgebung durchgefuhrt
(DGGG, 2008). In Anlehnung an die Rezidivwahrscheinlichkeit erfolgt die Nachsorge in
den ersten 3 Jahren engmaschig alle 3 Monate, in den folgenden 2 Jahren dann

sechsmonatlich und ab dem 5. Nachsorgejahr jahrlich.
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1.1.11 Rezidive und Metastasen

Lokalrezidive von Vulvakarzinomen findet man in Uber 30 % der Falle. Wurde der gefor-
derte Resektionsabstand von 10 mm nicht erreicht, betragt die Rezidivrate sogar ca.
50 %. Multifokalitat und Lymphgefal3einbriche erhohen das Rezidivrisiko ebenfalls
(DGGG, 2008; Heaps et al., 1990). Lymphknoten-Rezidive treten fruher auf als Lokal-
rezidive und sind prognostisch ungunstiger. Generell haben frUhe Rezidive eine
schlechtere Prognose als spat auftretende (DGGG, 2008; Piura et al., 1993).

Fir die Radikalitat der Rezidivtherapie gelten die gleichen Prinzipien wie bei der Primar-
behandlung. Operative Resektion, Radiatio und Chemotherapie kommen jeweils einzeln
oder in Kombination zum Einsatz. Die Anwendung orientiert sich am Allgemeinzustand
der Patientin und erfolgt tumoradaptiert (DGGG, 2008; Piura et al., 1993).

1.2 Das immunologische Mikromilieu des Tumors

1.2.1 Die Wechselbeziehung von Immunsystem und Tumor

Es ist seit langem bekannt, dass Infektionen und maligne Erkrankungen in einem direkten
Zusammenhang zueinander stehen. Bereits Mitte des 19. Jahrhunderts postulierte Rudolf
Virchow die Existenz eines ,Krebsbacillus® (Virchow, 1888). Tatsachlich konnten
Infektionen mit verschiedenen pathogenen Keimen wie Helicobacter pylori oder HPV als
pradisponierende Faktoren fur bestimmte Krebsarten identifiziert werden. So entsteht
etwa jede vierte Krebserkrankung auf dem Boden einer chronischen Entzindung und ist
damit potenziell vermeidbar (Hussain und Harris, 2007; Parkin, 2006).

Auch unabhangig von einer Virus-assoziierten Tumorgenese scheint das Immunsystem
bei vielen Tumorentitdten eine Rolle zu spielen. So konnten sowohl unterschiedliche
Immunzellpopulationen wie Leuko- und Lymphozyten, sowie Zyto- und Chemokine in
vielen malignen Tumoren nachgewiesen werden (Chen et al., 2005; Ganjoo et al., 2011;
Lewis et al., 2006; Steidl et al., 2010). In Abhangigkeit der Immunzellentitat und des
Milieus konnen sie die Tumorgenese sowohl unterstutzen als auch hemmen. Dement-

sprechend korrelieren sie entweder mit einer schlechten oder einer gunstigen Prognose.
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Im Folgenden sollen aus der Vielzahl der mit dem Tumor in Interaktion stehenden Immun-
zellen immunsupprimierende Faktoren am Beispiel der Tumor-assoziierten Makrophagen
(TAMs) und der regulatorischen T-Zellen (Treg) betrachtet werden.

1.2.2 Tumor-assoziierte Makrophagen

1.2.2.1 Einteilung und Wirkweise
Makrophagen, die in entzundliches oder tumoroses Gewebe rekrutiert werden, besitzen
ein duales Potenzial. Je nach Stimulation durch das Mikromilieu, andere Immun- oder

auch Tumorzellen kdnnen sie sich zu M1- oder M2-Phanotypen entwickeln.

M1-Makrophagen sind Phagozyten mit einer immunstimulierenden Wirkung auf das um-
liegende Mikromilieu. Sie produzieren proinflammatorische Zytokine wie Interleukin 12
(IL-12) und Tumor-Nekrose-Faktor (TNF). Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass
sie das Tumorwachstum hemmen konnen (Sinha et al., 2005).

Im Gegensatz dazu wirken M2-Makrophagen und die in ihren Eigenschaften sehr ahn-
lichen TAMs immunsuppressiv. Durch die Produktion verschiedener Zytokine wie Inter-
leukin 10 (IL-10) und Transformierender Wachstumsfaktor beta (TGF-R) schutzen sie

gegen uberschiellende Entziundungsreaktionen.

1.2.2.2 Die Rolle Tumor-assoziierter Makrophagen in Neoplasien

TAMs spielen eine wichtige Rolle bei Induktion und Aufrechterhaltung der Immun-
suppression im Tumormilieu. Hierbei sezernieren sie das Chemokin (C-C motif) ligand 2
(CCL2), das nicht nur weitere Immunzellen ins Tumorgewebe lockt, sondern ebenfalls die
Metastasierung fordert. Insbesondere die hypoxische Mikroumgebung von Neoplasien
fordert diese Entwicklung (Balkwill und Mantovani, 2001; Mantovani et al., 1992;
Mantovani, 2011; Solinas et al., 2010; Vasievich und Huang, 2011). Daruber hinaus stimu-
lieren TAMs die Lymphangiogenese in der unmittelbaren Tumorumgebung, was der
lymphogenen Ausbreitung des Tumors dient (Bohmer et al., 2011).

1.2.2.3 Einfluss auf die Prognose
Die symbiotische Beziehung von Tumor und TAMs fuhrt zu gesteigertem Wachstum und

Invasion und damit zu erhohter Malignitat des Tumors. Eine hohe Inzidenz von TAMs
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korreliert daher bei diversen Malignomentitaten mit einer schlechten Prognose (Chen et
al., 2005; Ganjoo et al., 2011; Steidl et al., 2010).

1.2.3 Regulatorische T-Zellen

1.2.3.1 Einteilung und Wirkweise

Treg-Zellen sind eine Subpopulation von CD4-positiven T-Lymphozyten, die auf ihrer
Oberflache CD25, die a-Kette des Interleukin 2-Rezeptors, exprimieren. Sie unterdriicken
die Aktivierung der Immunantwort gegenuber korpereigenen Antigenen und regulieren so
die Selbsttoleranz des Organismus. |hre korrekte Funktionsweise verhindert
Autoimmunkrankheiten und Allergien (Ha, 2009; Ozdemir et al., 2009). Bei infektidsem
Geschehen werden sie vermutlich herunterreguliert und gewahrleisten so die

angemessene Abwehr von Krankheitserregern.

Mehrere Untergruppen von Treg-Zellen sind an der Immunmodulation beteiligt. Diese
konnen durch spezielle Marker und Zytokinprofile charakterisiert werden: die ,klassi-
schen® Treg-Zellen exprimieren als spezifischen Marker den X-chromosomal kodierten
Transkriptionsfaktor Forkhead box P3 (Foxp3) und machen den Grofdteil der regulato-
rischen T-Zell-Population aus. Daneben existieren Typ1- und Typ2-Treg-Zellen, Typ3-
Helferzellen und Naturliche Killer (NK)-T-Zellen (Ha, 2009). Im Folgenden sollen die
CD4*CD25*Foxp3* Treg-Zellen betrachtet werden.

Diese gliedern sich in zwei Untergruppen: Die ,naturlich auftretenden® nTeg-Zellen ent-
stehen zentral im Thymus und werden von dort in die Peripherie ausgeschwemmt, wo sie
sich in Lymphknoten und der Milz anreichern. Sie machen etwa 5-10% aller Lymphozyten
aus. Die ,adaptiven” oder ,induzierbaren“ iTreg-Zellen entwickeln sich dagegen in der
Peripherie unter dem Einfluss von verschiedenen Induktoren, vor allem TGF-3 und IL-10,
aus naiven T-Zellen. Treg-Zellen sind zunachst anerg. Ihre Aktivierung und Proliferation
erfolgt erst nach Stimulation mit Interleukin 2 (IL-2), das vor allem von aktivierten T-
Effektor-Zellen sezerniert wird (Ha, 2009; Josefowicz und Rudensky, 2009).

Treg supprimieren die Immunantwort Uber vielfaltige Mechanismen, wie der Produktion

antiinflammatorischer Zytokine, direkten Zell-Zell-Kontakt und der Regulation antigen-
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prasentierender Zellen. Sie beeinflussen damit eine grol3e Zahl verschiedener Zelltypen,
insbesondere CD4*- und CD8*-T-Lymphozyten, Dendritische Zellen, B-Lymphozyten,
Makrophagen, Osteoblasten, Mastzellen, NK- und NK-T-Zellen (Curiel et al., 2004; Ha,
2009; Shevach, 2009).

1.2.3.2 Die Rolle der regulatorischen T-Zellen in Neoplasien

Treg-Zellen spielen eine entscheidende Rolle bei der Entstehung und Unterhaltung der
immunsuppressiven Mikroumgebung maligner Tumore. Treg-Zellen werden aktiv vom
Tumor rekrutiert und stimuliert, um die regulare Immunantwort des Organismus und ins-
besondere die T-Zell-Aktivierung gegen die Neoplasie zu unterdricken (Ha, 2009;
Schabowsky et al., 2007). Sowohl Tumorzellen als auch tumorinfiltrierende Makrophagen
produzieren dabei das Chemokin (C-C motif) ligand 22 (CCL22), welches Uber den
Rezeptor CCR4 auf der Oberflache von Trg-Zellen deren Einwanderung in die
Mikroumgebung des Tumors vermittelt (Curiel et al., 2004; Shevach, 2004; Vasievich und
Huang, 2011). Die tumorinfiltrierenden Treg-Zellen zeigen eine verminderte Apoptose- und
eine erhohte Proliferationsrate, was zu einer Akkumulation innerhalb des Tumors fuhrt
(Lutsiak et al., 2008).

1.2.3.3 Einfluss auf die Prognose

Die vermehrte Prasenz von Trg-Zellen in der Tumorumgebung wie auch im peripheren
Blut steht bei diversen Malignomen in einem antiproportionalen Zusammenhang zur
Prognose des Patienten, unabhangig von Staging und chirurgischer Reduktion der
Tumormasse (Beyer und Schultze, 2006; Ha, 2009; Shevach, 2004). Foxp3 als spezifi-
scher Treg-Marker ist beispielsweise beim Mammakarzinom ein prognostischer Faktor fur
Invasivitat und Metastasierungshaufigkeit sowie insgesamt fur ein schlechteres Gesamt-
uberleben. Zusatzlich zu der Unterdriackung der Immunantwort konnte die Expression von
Foxp3 auf Treg-Zellen daher mit dem Metastasierungspotential des Tumors in Verbindung
stehen (Lu, 2009; Merlo et al., 2009).
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1.3 Immunhistochemische Farbungen

1.3.1 p16/NKaA

Der cyclin dependent kinase inhibitor 2A (CDKN2A oder p16'NK43) st ein Tumor-
suppressorgen. Das kodierte Protein reguliert durch Bindung an die Cyclin-abhangigen
Kinasen 4 und 6 den Zellzyklus (Liggett und Sidransky, 1998; NCBI, 2012a). Mutationen
in diesem Gen und eine veranderte Expression des Genproduktes gehen mit der
Karzinogenese verschiedener Tumorarten einher (Chung, 2010; Liggett und Sidransky,
1998). In HPV-assoziierten Lasionen wird es paradox uberexprimiert und kann dadurch
HPV-induzierte von nicht-HPV-induzierten Vulvakarzinomen unterscheiden. Immun-
histochemisch zeigt sich eine diffus-ubiquitare Positivitat von p16'N%4a in HPV-assoziierten
Karzinomen; chronisch-entzindliche Lasionen im Sinne eines Lichen sclerosus sind
p16'NK4a _negativ oder allenfalls fokal positiv (O’Neill und McCluggage, 2006; Riethdorf et
al., 2004). Sensitivitat und Spezifitat der p16'NK4@ -Farbung fiir vulvare HPV-assoziierte
Karzinome sind mit 100 % bzw. 98,7 % hoch (Santos et al., 2006).

1.3.2 Foxp3

Foxp3 ist ein essentieller Transkriptionsfaktor im Zellkern, der die Entwicklung von naiven
T-Zellen zu Treg-Zellen bewirkt. Zudem spielt er eine entscheidende Rolle bei der
Differenzierung und Funktionalitat der Zellen. So verhindert er die Entwicklung zu T-
Effektor-Zellen und vermittelt die Abhangigkeit von Interleukin 2 (IL-2) sowie anderen
Wachstumsfaktoren (Josefowicz und Rudensky, 2009). Er ist spezifisch fur regulatorische
T-Zellen und kann daher zu deren Nachweis benutzt werden (Beyer und Schultze, 2006;
Kryczek et al., 2009; NCBI, 2012b).

1.3.3 CD163

Das Oberflachenantigen CD163 wird exklusiv von bestimmten gewebsansassigen
(resident) Makrophagen und M2-Makrophagen exprimiert. Nach Aktivierung durch Inter-
leukine vermittelt es die Endozytose von Hamoglobin/Haptoglobin-Komplexen im Blut-
plasma. Daruber hinaus produzieren diese Makrophagen immunsupprimierende Zytokine
und bewirken damit die Regulation von Entzindungsreaktionen (Akila et al., 2012; NCBI,
2012d; van den Heuvel et al., 1999; Zwadlo, 1987). Er kann fur den immunhisto-
chemischen Nachweis von M2-Makrophagen bzw. TAMs genutzt werden.
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1.3.4 CD31

Das platelet endothelial cell adhesion molecule (PECAM-1 oder CD31) befindet sich an
der Oberflache von Zellen hamatopoetischer Linien sowie auf Endothelzellen, wo es
haptotaktisch die Leukozytenmigration, beispielsweise bei inflammatorischem Gesche-
hen, begunstigt. CD31 dient im Kontext maligner Prozesse vor allem zum Nachweis einer
Neoangiogenese (NCBI, 2012c).

1.3.5 D2-40

D2-40 wird spezifisch auf lymphatischem Endothel exprimiert. Es dient als Marker fur die
LymphgefalRdichte und unterstutzt die Diagnose maligner Lymphgefa3invasion. Sowohl
Sensitivitat als auch Spezifitat sind hoher als bei alleiniger HE-Farbung. So stellt die D2-
40-basierte Lymphgefaldinvasion beim Vulvakarzinom einen guten Pradiktor fur die ingu-
inale Lymphknotenmetastasierung dar (Braun et al., 2009; Kahn und Marks, 2002; Weber
et al., 2012).

1.4 Zielsetzung

Das Vulvakarzinom ist ein seltenes Malignom des weiblichen Genitaltrakts. Dennoch
bedeutet seine Diagnose und Therapie oft eine starke Belastung fur die betroffene Frau.
Es werden daher zunehmend weniger radikale Operationsmethoden und schonendere
Therapiemodalitaten entwickelt, die bei gleicher onkologischer Sicherheit die Morbiditat
reduzieren. Eine auf spezifischen Tumorcharakteristika basierende, individualisierte
Therapie konnte die derzeitige Standardtherapie in ihrer Effektivitat unterstitzen und

insbesondere bei fortgeschrittenen und rezidivierten Karzinomen eine Hilfe sein.

Trotz einer etablierten Leitlinie zu Diagnose und Therapie ist das Wissen um solche
prognostischen Faktoren beschrankt und teilweise inkonsistent (Woelber et al., 2009).
Weiterhin sind die der Leitlinie zugrundeliegenden Studien auf klinische und histo-
pathologische Faktoren beschrankt. Erst in den letzten Jahren ermdglichte der Fortschritt
der Forschung eine Analyse der Wechselwirkung des Tumors und seines Mikromilieus.
Es geraten daher neben den ,klassischen®, bereits in der Leitlinie etablierten Diagnose-
und Prognoseparametern des Vulvakarzinoms zunehmend molekularpathologische und

immunhistochemische Marker ins Blickfeld der Forschung. Wegen der im Vergleich zu
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anderen malignen Erkrankungen geringen Inzidenz des Vulvakarzinoms existieren
bislang nur wenige Studien zur Beurteilung der diagnostischen und prognostischen
Wertigkeit dieser Marker.

Ziel der vorliegenden Dissertation ist es, die Rolle des immunologischen Milieus in der
Tumorbiologie das Vulvakarzinoms anhand spezifischer immunsupprimierender Zell-
populationen zu analysieren und deren prognostische Wertigkeit im Vergleich zu bereits

etablierten Faktoren zu evaluieren.
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2. Material und Methoden

2.1 Kollektiv

Untersuchungsgegenstand der vorliegenden Studie sind 50 Patientinnen mit invasiven
vulvaren Plattenepithelkarzinomen, die im Zeitraum von 01/2002 bis 09/2009 in der
Frauenklinik des Universitatsklinikums Bonn diagnostiziert und therapiert wurden. Es
wurden nur Patientinnen eingeschlossen, die zusatzlich zur Vulvektomie eine inguinale

Lymphonodektomie erhalten hatten.

Die histopathologischen Befunde sowie Informationen zu Anamnese, Vorerkrankungen,
Risikofaktoren, Operation und Weiterbehandlung wurden aus den archivierten Kranken-

akten der Patientinnen gewonnen.

FUr das klinische Follow-up wurden Nachsorgedaten aus der Universitatsfrauenklinik
Bonn, von weiterbehandelnden Haus- und Frauenarzten und in Telefoninterviews ein-

geholt.

Endpunkte des Follow-ups waren das Auftreten eines Rezidivs, Tod oder der letzte
Kontakt. Das Gesamtliberleben und das rezidivfreie Uberleben waren definiert als das
Intervall zwischen der Operation und dem Tod der Patientin bzw. dem Auftreten eines
Rezidivs. Wenn kein Rezidiv diagnostiziert wurde, wurden die Patientinnen am Todestag
oder am Datum des letzten Kontakts zensiert.

2.2 Kilinische, histologische und immunhistochemische Variablen

Es wurden folgende klassische Variablen ausgewahlt, deren Einfluss auf die Prognose
als etablierter Goldstandard analysiert wurde: Alter bei Operation, Risikofaktoren, TNM-
Klassifikation, Infiltrationstiefe, chirurgische Resektion und der dabei erreichte tumorfreie
Resektionsrand sowie Lymphgefalinfiltration.

Weiterhin wurden folgende immunhistochemischen Farbungen angewandt und deren

prognostische Wertigkeit fur das Vulvakarzinom untersucht:
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p16'NK4a (CINtec® Histology Kit, Roche, Basel, Schweiz)

CD163 (Klon 10D6; monoklonaler Maus 1gG Isotyp; Verdinnung 1:1250; Leica
Biosystems, Wetzlar, Deutschland)

Foxp3 (Klon 236A/E7; monoklonaler Maus IgG Isotyp; Verdinnung 1:150; Abcam,
Cambridge, Grol3britannien)

CD31 (Klon JC70A; monoklonaler Maus 1gG Isotyp; Verdinnung 1:100; Dako,
Hamburg, Deutschland)

D2-40 (Klon D2-40; monoklonaler Maus IgG Isotyp; Verdunnung 1:50; Covance,
Dedham, Massachusetts, USA)
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2.3 Farbeverfahren

Das formalinfixierte und in Paraffinblocken asservierte Tumorgewebe wurde erneut auf-
bereitet. Anhand von Hamatoxylin-Eosin-gefarbten (H&E) Schnitten wurde fur jeden Fall
je ein reprasentativer Paraffinblock mit Tumorgewebe ausgewahlt. Hiervon wurden 2-3
um dicke Schnitte angefertigt und auf Objekttrager aufgebracht. Nach Entparaffinisierung
und Rehydrierung in der absteigenden Alkoholreihe und anschlieRendem Uberfiihren in
Tris-Puffer wurden die Schnitte mit dem Farbeapparat TechMate 500 der Firma Dako
(Hamburg, Deutschland) gefarbt. Als Detektionssystem fiir p16/NK4a diente das CINtec®
Histology Kit, fur die ubrigen Farbungen wurde das Streptavidin/HRP-System K5011 von
Dako fur den TechMate verwendet. Anschliel3end wurde in allen Fallen mit Hamatoxylin
nach Mayer gegengefarbt.

Das CINtec® Histology Kit ist ein zweischrittiger immunhistochemischer Assay zum qua-
litativen Nachweis von p16'N%4a Es verwendet den monoklonalen Maus-AntikGrper
E6H4TM zur Identifizierung von p16'NK4. Nach Epitopdemaskierung werden die Schnitte
mit Primarantikorper und anschlie®end mit dem Polymer-Visualisierungsreagenz inku-

biert, die Farbung erfolgt mit einer DAB-Substrat-Chromogenlosung.

Das Detektionssystem K5001 der Firma Dako ist ein dreischrittiges Verfahren, das sich
die Labeled streptavidin-biotin (LSAB)-Methode zunutze macht. Es beruht auf der hohen
Affinitat von Streptavidin zu Biotin. Die Gewebeproben werden nach Epitopdemaskierung
zuerst mit Primarantikdrper, dann mit biotinmarkierten Sekundarantikdrpern und zuletzt
mit Streptavidin-Peroxidase inkubiert. Die Farbung erfolgt dann ebenfalls mit einem
Substratsystem mit Diaminobenzidin (DAB)-Chromogen.

2.4 Mikroskopie und Bilddokumentation

Die mikroskopische Begutachtung des gefarbten Tumorgewebes wurde mit dem
Mikroskop AxioCam MRc und die Bilddokumentation mit der Software AxioVision rel 4.7
durchgefuhrt. In 400facher VergroRerung wurden fur die Foxp3-Farbung je drei repra-
sentative intra- und peritumorale/stromale High-Power-Fields (HPFs, Hauptgesichts-
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felder) ausgewahlt; fir CD163, CD31 und D2-40 je drei reprasentative peritumo-
rale/stromale HPFs. Die Analyse von p16'Nk42 erfolgte am gesamten Tumor.

Zur Erzielung objektiver Ergebnisse wurde die anschlieRende Auswertung der Farbungen
(auBer p16'NK4a) mit dem Programm AxioVision rel. 4.7 vorgenommen. Dabei musste die
auszuwertende Geweberegion zwar manuell umfahren bzw. unerhebliche Stellen
ausgeschlossen werden, die quantitative Messung der positiv angefarbten Flachen
(sowohl absolut als auch in Relation zur gewerteten Gesamtflache) erfolgte jedoch
automatisiert.

Es wurde fir Foxp3, CD31 (Blutgefal’dichte) und D2-40 (Lymphgefaldichte) die absolute
Anzahl positiver Zellen bzw. Gefalze pro HPF erfasst, fur CD163 der relative Anteil der
positiv angefarbten Zellen an der gewerteten Gesamtflache. Fir p16'Nk4a wurde semi-
quantitativ der Anteil der positiven Zellen an der Gesamtflache bestimmt.
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Abb. 2: Reprasentative High-Power-Fields (Hauptgesichtsfelder bei 400facher VergroRe-
rung) der immunhistochemischen Farbungen (Fortsetzung auf der nachsten Seite).
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Power-Fields (Hauptgesichtsfelder bei 400facher Vergrole-

rung) der immunhistochemischen Farbungen (Fortsetzung).

Reprasentative High

Abb. 2
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2.5 Statistische Auswertung

Zur Bestimmung der relevanten EinflussgroRen aus den klinischen histopathologischen
und immunhistochemischen Variablen auf das Gesamt- und das rezidivireie Uberleben
kam fur die quantitativen Variablen das Regressionsmodell nach Cox zur Anwendung.
Um qualitative Einflussvariablen zu untersuchen, wurden die jeweiligen Kaplan-Meier-
Uberlebenskurven mit Hilfe des Log-Rank-Tests verglichen. Um den Einfluss der immun-
histochemischen Marker grafisch zu veranschaulichen, wurden diese in Binarvariablen

gruppiert (ober- bzw. unterhalb des jeweiligen Medians).

In den Signifikanzprifungen wurde ein p-Wert von < 0,05 als statistisch signifikant
gewertet.

Fur die Korrelationsanalyse der immunhistochemischen Marker untereinander wurde der
Rangkorrelationskoeffizenz nach Spearman verwendet. Hierbei wurde der Zusammen-
hang in Abhangigkeit vom Korrelationskoeffizienten rs folgendermalen interpretiert (vgl.
Medistat, 2013):

00=<rs 0,2 kein bis geringer Zusammenhang
02<rs 0,5 schwacher bis maRiger Zusammenhang
0,5<rs 0,8 deutlicher Zusammenhang
0,8<rs=1,0 hoher bis perfekter Zusammenhang

Die statistische Verarbeitung und Auswertung der klinischen und histologischen Ergeb-
nisse erfolgte mittels der Programme Excel (Microsoft, Redmond, Washington, USA) und
SPSS Version 20 (IBM Corp, Armonk, New York, USA).
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3. Ergebnisse
3.1 Merkmale des Kollektivs

3.1.1 Verteilung der Falle im Untersuchungszeitraum

Abbildung 3 zeigt die Verteilung der Falle Uber den Untersuchungszeitraum. Es findet sich
eine Zunahme der Patientinnen mit der Diagnose eines Vulvakarzinom an der
Universitatsfrauenklinik Bonn.
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Abb. 3: Verteilung der Falle im Untersuchungszeitraum mit Trendlinie. Dargestellt sind
die Daten von 01/2002 bis 12/2008. Die Daten fir das Jahr 2009 werden aufgrund der
nicht vollstandigen zwdlfmonatigen Abdeckung nicht dargestellt.

3.1.2 Alter

Die Patientinnen waren zum Zeitpunkt der Operation zwischen 33 und 84 Jahre alt. Der
Mittelwert und der Median liegen mit 62 bzw. 63 Jahren sehr nah beieinander. Abbildung
4 zeigt die Altersverteilung im Kollektiv mit einem deutlichen Altersgipfel bei 60-69 Jahren.
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Abb. 4: Altersverteilung im Kollektiv.

Die wahrend des Follow-ups verstorbenen Patientinnen waren im Mittel 67,3 + 6,7 Jahre
alt, die Uberlebenden Patientinnen 60,0 £+ 13,3 Jahre. Trotz des auch in Abbildung 5
erkennbaren Trends zu erhoOhter Letalitat im hoheren Lebensalter liegt allerdings kein

signifikanter Gruppenunterschied zwischen den bei Erstdiagnose jlingeren und den
alteren Patientinnen vor.
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Abb. 5: Altersverteilung der beim letzten Follow-up-Kontakt noch lebenden sowie der
verstorbenen Patientinnen.

3.1.3 p16NK4a.positive HPV-Infektion

Bei 15 Patientinnen (30 %) fand sich als Ausdruck einer chronischen HPV-Infektion eine
p16'NK4a_Posititvitat.

Die Patientinnen mit einem solchen p16'Nk4a-positiven Vulvakarzinom waren tendenziell
(aber nicht signifikant) jinger als diejenigen ohne p16'N%4a -Positivitat (59,1 +11,2 Jahre
vs. 63,0 £12,5 Jahre).
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3.1.4 Klinische Parameter

Aus den stationaren Unterlagen, Arztbriefen und Anasthesieprotokollen wurden relevante
Vorerkrankungen sowie Angaben zu Rauchgewohnheiten gewonnen, aus den OP- und
Pathologieberichten die histopathologischen Befunde. Nicht alle Parameter konnten flur
jede Patientin erfasst werden (Tab. 2).

Tab. 2: Anteil der vollstandig erfassten klinischen Parameter am Gesamtkollektiv.

Relevante Vorerkrankungen 100 %
Rauchverhalten 52 %
TNM-Klassifikation 100 %
Lymphgefalinvasion 88 %
BlutgefaRinvasion 88 %
Minimaler Resektionsrand 98 %
Infiltrationstiefe 80 %
Adjuvante Therapie 100 %

Nur von gut der Halfte der Patientinnen (52 %) lagen Angaben zu Rauchgewohnheiten
vor, von diesen waren 26,9 % Raucherinnen. Im bundesdeutschen Durchschnitt waren
im Vergleichszeitraum nur 18,2 % der uUber 40jahrigen Frauen aktive Raucherinnen
(Statistisches Bundesamt, 2011).

Als fur das Vulvakarzinom relevante Vorerkrankungen wurden Immunsuppression (bei-
spielsweise eine HIV-Infektion oder eine immunsuppressive Medikation nach Trans-
plantation), Diabetes mellitus, ein fruheres Malignom, Lichen sclerosus sowie weitere
Dysplasien der Vulva, Morbus Bowen und genitale Kondylome erfasst (Tab. 3).

Tab. 3: Anteil der relevanten Vorerkrankungen am Gesamtkollektiv (soweit eruierbar).

Immunsuppression 2%
Diabetes mellitus 22 %
Malignom in der Anamnese 10 %
Lichen sclerosus 8 %
Vulvare Dysplasie, M. 10 %
Bowen, Kondylome

Keine relevanten 54 %
Vorerkrankungen
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Von den Patientinnen wiesen 27 (54 %) keine dieser Vorerkrankungen auf.

Eine Patientin war immunsupprimiert (2 %); 11 Patientinnen (22 %) litten an einem Dia-
betes mellitus; 5 Patientinnen (10 %) waren zuvor bereits an einem Malignom erkrank.
Daruber hinaus lag bei 4 Patientinnen bzw. 8 % ein Lichen sclerosus der Vulva und bei 5
Patientinnen bzw. 10 % eine Dysplasie der Vulva, ein M. Bowen oder Kondylome vor.

3.2 Follow-up

Das klinische Follow-up umfasst ab dem Zeitpunkt der Operation Zeitraume zwischen
einem und 108 Monaten, durchschnittlich 34 Monate mit einer Standardabweichung von
27 Monaten, im Median 27 Monate.

3.2.1 Adjuvante Therapie
Etwa die Halfte der Patientinnen (48 %) unterzog sich einer adjuvanten Strahlentherapie,

14 % erhielten zusatzlich eine Chemotherapie.

3.2.2 Rezidive

Fir 32 Patientinnen (64 %) wurde im Follow-up ein rezidivfreies Uberleben ermittelt; 13
Patientinnen (26 %) erlitten ein Rezidiv. Wie in Abbildung 6 dargestellt, traten 53,8 % der
Rezidive bereits innerhalb des ersten halben Jahres auf. Innerhalb von zwei Jahren
wurden etwa drei Viertel (76,9 %) der Rezidive diagnostiziert.
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Abb. 6: Auftreten der Rezidive nach der Erstoperation (kumulativ).

Bemerkenswert ist, dass in 2 Fallen das Rezidiv nach etwa 6 Jahren auftrat (70 bzw. 72
Monate nach Erstoperation), obwohl im onkologischen Kontext eine rezidivfreie Uberle-
benszeit von 5 Jahren als Heilung betrachtet wird. Dies unterstreicht die Wichtigkeit der
Nachsorgeuntersuchungen vor allem im ersten Jahr nach Diagnosestellung, aber auch

langfristig.

3.2.3 Tod
15 Patientinnen (30 %) starben im Zeitraum des Follow-up. Angaben zu Todesursachen
lagen nur in neun Fallen vor. Von diesen wiederum waren nur funf als karzinomspezifisch

beschrieben.

3.3 Selektion der Hauptprognosefaktoren

Die einflussreichsten Prognosefaktoren fiir das Gesamt- und das rezidivfreie Uberleben
wurden mittels des Regressionsmodells nach Cox ermittelt. Folgende Variablen wurden
berucksichtigt:
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e Grading

e Stadium

e Resektionsrand

e Inguinaler Lymphknotenstatus

e Lymphangiosis

e |Infiltrationstiefe

e Peritumorale Infiltration mit CD163-positiven TAMs

e Intratumorale Infiltration mit Foxp3-positiven Treg

e Peritumorale Infiltration mit Foxp3-positiven Treg

e Peritumoraler Nachweis CD31-positiver Gefalle (Blutgefaldichte)
e Peritumoraler Nachweis D2-40-positiver Lymphgefalle (LymphgefalRdichte)

e Alter zum Operationszeitpunkt

Aufgrund der mit jeweils 4 % sehr niedrigen Pravalenz wurden die Fernmetastasierung

und die Gefaldinvasion nicht in die Regressionsanalyse aufgenommen.
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Tabelle 4 zeigt die Ergebnisse der Signifikanztestung aller eingeschlossenen Variablen
jeweils fur das Gesamt- und das rezidivfreie Uberleben.

Tab. 4: Signifikanztestung des Einflusses verschiedener Variablen auf das Gesamt- und

das rezidivfreie Uberleben. * p < 0,05.

Variable Gesamt- Rezidivfreies
iiberleben Uberleben
p-Wert p-Wert
Grading G1
G2 Log-rank 0,25 0,15
G3

Stadium T1
T2 Log-rank 0,00007* 0,02
T3

Minimaler Resektions- [RO = 10 mm

rand Eg <5_512m:1m Log-rank <0,00001* 0,0002*
R1

Inguinaler NO

Lymphknotenstatus N1 Log-rank 0,00002* 0,00007*
N2

Lymphangiosis t? Kategoriell 0,005* 0,5

Infiltrationstiefe <1mm
;-?omr:m Log-rank 0,04 0,04
>10 mm

CD163 peritumoral (%) Quantitativ 0,0004* 0,00004*

Foxp3 intratumoral (n) Quantitativ 0,26 0,49

Foxp3 peritumoral (n) Quantitativ 0,19 0,74

CD31 Quantitativ 0,23 0,8

D2-40 Quantitativ 0,01* 0,02

Alter bei OP Quantitativ 0,06 0,29
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Eine Variable wurde als signifikanter Prognosefaktor gewertet, wenn sie einen p-Wert <

0,05 aufwies. Wie dargestellt waren dies fur die Ereignisse Gesamtuberleben und

rezidivfreies Uberleben folgende Variablen:

Gesamtuberleben

Rezidivfreies Uberleben

Stadium

Infiltrationstiefe

Inguinaler Lymphknotenstatus
Resektionsrand

Lymphangiosis

D2-40 (LymphgefalRdichte)
CD163-positive TAMs peritumoral

Stadium
Infiltrationstiefe
Inguinaler Lymphknotenstatus

Resektionsrand

D2-40 (Lymphgefalidichte)
CD163-positive TAMs peritumoral
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3.4 Klassische Prognoseparameter

3.4.1 Alter
Das Alter zum Zeitpunkt der Operation ist in der vorliegenden Studie kein signifikanter

Prognosefaktor fir das Gesamtiiberleben (p=0,06) und das rezidivfreie Uberleben
(p=0,29).

3.4.2 Stadium

Nur 4 % (entspricht zwei Fallen) der in dieser Studie untersuchten Vulvakarzinome wur-
den im mikroinvasiven Stadium pT1a diagnostiziert (Abb. 7). Der Uberwiegende Anteil
wurde zu gleichen Teilen im frihinvasiven Stadium (pT1b: 38 %, 19 Falle; pTic: 2 %, 1
Fall) sowie im mittlerem Stadium pT2 (40 %, 20 Falle) entdeckt, zusammen machen diese

Stadien 80 % der Falle aus. Ein ausgedehntes Tumorwachstum (pT3) wurde in 16 % (8
Falle) diagnostiziert.
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Abb. 7: Haufigkeitsverteilung der Tumorstadien.
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Wie in den Abbildungen 8 und 9 erkennbar, ist das Tumorstadium ein signifikanter Para-
meter sowohl fur die Rezidivfreiheit als auch fur das Gesamtuberleben. Ein Stadium pT1
weist in unserem Kollektiv ein rezidivfreies Langzeitiberleben von Uber 90 % auf. Fur
héhere Stadien betragt es nur noch um 30 % (rezidivfreies Uberleben) bzw. um 50 %

(Gesamtuberleben). Das entspricht in etwa den Angaben in der Literatur (vgl. Kapitel 1.1.8

Prognose).
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Abb. 8: Uberlebensfunktionen (rezidivfreies Uberleben) in Abhangigkeit vom Tumorsta-
dium. p=0,02*.
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Abb. 9: Uberlebensfunktionen (Gesamtiiberleben) in AbhZngigkeit vom Tumorstadium.
p=0,00007*.

3.4.3 Infiltrationstiefe
Analog zu den Tumorstadien zeigt sich ebenfalls eine Haufung der gering invasiven Neo-
plasien mit der bereits erlauterten Unterreprasentation der mikroinvasiven Tumoren mit

einer Infiltrationstiefe < 1 mm (Abb. 10).
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Abb. 10: Haufigkeitsverteilung der maximalen Infiltrationstiefe.

In der Regressionsanalyse ergibt sich fir die Variable Infiltrationstiefe auch in Bezug auf
das Gesamt- und das rezidivfreie Uberleben eine signifikante Korrelation. Die wenigen
Falle mit einer Infiltrationstiefe von > 10 mm wiesen ein deutlich schlechteres Gesamt-
und rezidivfreies Uberleben auf (Abb. 11 und Abb. 12).
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Abb. 11: Uberlebensfunktionen (rezidivfreies Uberleben) in Abhangigkeit von der
Infiltrationstiefe. p=0,04*.
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Abb. 12: Uberlebensfunktionen (Gesamtiiberleben) in Abhangigkeit von der Infiltrations-
tiefe. p=0,04*.



47

Eine gréRere Infiltrationstiefe korreliert deutlich mit einem positiven Nodalstatus. Wahrend
kein mikroinvasives Karzinom Lymphknotenmetastasen aufweist, steigt der Anteil der LK-
positiven Tumoren stetig mit ihrer Infiltrationstiefe (Tab. 5; vgl. auch DGGG, 2008).

Tab. 5: Haufigkeit der Lymphknotenmetastasierung in Abhangigkeit von der Infiltrations-
tiefe.

Infiltrations- Anzahl davon N+ davon N+
tiefe (absolut) (relativ)

<1mm 1 0 0,0%
1-5mm 24 3 12,5%
5-10mm 7 3 42,9%
>10mm 8 5 62,5%
k.A. 10 5 50,0%

Summe 50 16 32,0%
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3.4.4 Grading

Die groRe Mehrheit (70 %, 35 Falle) der histologisch untersuchten Plattenepithelkarzi-
nome waren mittelgradig differenziert (Abb. 13). 22 % waren wenig und nur 8% hoch-
gradig differenziert (entspricht 11 bzw. 4 Fallen).
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Abb. 13: Haufigkeitsverteilung der Gradings.

Die Kaplan-Meier-Kurven fir die Variable Grading (Abb. 14 und Abb. 15) zeigen einen
Zusammenhang zwischen hoher Gewebsdifferenzierung und langem Gesamt- sowie

rezidivfreien Uberleben, dieser ist jedoch statistisch nicht signifikant.
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Abb. 14: Uberlebensfunktionen (rezidivfreies Uberleben) in Abhangigkeit vom Grading.
p=0,15.
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Abb. 15: Uberlebensfunktionen (Gesamtiiberleben) in Abhangigkeit vom Grading.
p=0,25.
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3.4.5 Resektion

Eine vollstandige Resektion im Gesunden gelang in 80 % der Falle. In weiteren 8 % waren
in formal RO-resezierten Praparaten Epitheldysplasien oder Carcinoma-in-situ-Anteile
randbildend (Abb. 16).

Alle Tumore im Stadium pT1 konnten RO-reseziert werden. Die 12 % R1-Resektionen

verteilen sich zu gleichen Teilen auf Tumore im Stadium pT2 und pT3.

Die leitliniengerechte Einhaltung eines mindestens 10 mm messenden Resektionsrandes
gelang bei den R0O-Resektion nur in knapp einem Drittel (28 %) der Falle (Abb. 17). In je
etwa einem weiteren Drittel betrug der Sicherheitsabstand 5-10 mm (30 %) bzw. <5 mm

(28 %). In einem Fall lag keine Angabe vor.
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Abb. 16: Haufigkeitsverteilung der Resektionen. Rayssis = Resektion mit randbildenden
Epitheldysplasien oder randbildendem Carcinoma-in-situ.
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Abb. 17: Haufigkeitsverteilung der Resektionsrander.

Bemerkenswert ist, dass die Entfernung im Gesunden mit ausreichendem Abstand zur
Lasion die einzige beeinflussbare Variable fiir das weitere Uberleben ist. Daher ist vom
Operateur ein moglichst groRer Resektionsabstand zu fordern. Abbildung 18 zeigt die bei
den operativen Eingriffen erreichten Resektionsrander im Untersuchungszeitraum. Es ist
hier weder eine Entwicklung zu radikaleren Exzisionen noch zu schonenderen
Operationsmethoden, die im Gegenzug mit geringeren Resektionsrandern einhergehen,
zu verzeichnen. Die Abbildungen 19 und 20 zeigen, dass die unvollstandige
Tumorresektion (R0) die Prognose drastisch verschlechtert.



Abb. 18: Erreichter Resektionsrand in Abhangigkeit vom Jahr der Operation.
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Abb. 19: Uberlebensfunktionen (rezidivfreies Uberleben) in Abhangigkeit von der
Resektion. p=0,0002*.
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Abb. 20: Uberlebensfunktionen (Gesamtiiberleben) in Abhangigkeit von der Resektion.
p<0,00001*.
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3.4.6 Inguinaler Lymphknotenstatus

Alle in der vorliegenden Dissertation berucksichtigten Patientinnen wurden lymphono-
dektomiert. Die Anzahl der begutachteten Lymphknoten lag zwischen 2 und 49; durch-
schnittlich wurden 18, im Median 15 Lymphknoten entnommen und histopathologisch
untersucht.

Abbildung 21 zeigt die Anzahl der entfernten inguinalen Lymphknoten. Trotz der grof3en
Streubreite in den einzelnen Operationen ist die durchschnittliche Anzahl der unter-

suchten Lymphknoten uber den Untersuchungszeitraum konstant.

60

50 S
<o
40
<o
<o
= o
g 30 ‘
< o
<o
<o
® s
20 * * 1% *
. 4
<o
o
8 8 8 g ¢
10 &> ’ <
<o
IS * o
o
0

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

Abb. 21: Anzahl der in den Lymphonodektomien entnommenen Lymphknoten in
Abhangigkeit vom Jahr der Operation. Trendlinie: durchschnittliche Anzahl pro Jahr.

Etwa zwei Drittel der Patientinnen (68 %) wiesen keine Lymphknotenmetastasierung auf,
bei 24 % fanden sich unilateral (pN1), bei 8 % bilateral (pN2) metastatisch befallene
regionare Lymphknoten (Abb. 22).
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Abb. 22: Haufigkeitsverteilung der inguinalen Lymphknotenmetastasierung.

In der Regressionsanalyse ist der Lymphknotenstatus ein signifikanter Prognosefaktor fur
das Gesamt- und das rezidivfreie Uberleben (Tab. 4). In Abhangigkeit vom Nodalstatus
unterscheidet sich sowohl das rezidivfreie als auch das Gesamtuberleben signifikant
(Abb. 23 und Abb. 24).

Bei nodalpositiven Tumoren treten Rezidive in der Regel frih auf, in unserem Kollektiv
praktisch immer innerhalb der ersten zwei Jahre nach Diagnosestellung. Dies geht mit
einer schlechteren Gesamtprognose einher als ein initial nodalnegativer Tumor, der im
Verlauf nicht nur seltener, sondern in der Regel auch erheblich spater - in unserem

Kollektiv nach ca. 6-7 Jahren - rezidiviert.
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Abb. 23: Uberlebensfunktionen (Rezidivfreies Uberleben) in Abhangigkeit vom inguinalen
Lymphknotenstatus. p=0,00007*.
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Abb. 24: Uberlebensfunktionen (Gesamtiiberleben) in Abhangigkeit vom inguinalen
Lymphknotenstatus. p=0,00002*.

3.4.7 Lymph- und Blutgefallinvasion
Es lie® sich in 8 % eine Lymphgefaldinvasion und in 4% eine Blutgefallinvasion nach-
weisen. Letztere wurde wegen der geringen Pravalenz nicht in die Analyse aufgenom-

men.

Fur die Lymphinvasion ergibt sich nur fur das Gesamtuberleben eine signifikante Korre-
lation, nicht jedoch fir das rezidivfreie Uberleben (Abb. 25 und Abb. 26).
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Abb. 25: Uberlebensfunktionen (rezidivfreies Uberleben) in Abhangigkeit von der Lymph-
gefallinvasion. p=0,49.
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Abb. 26: Uberlebensfunktionen (Gesamtlberleben) in Abhangigkeit von der LymphgefaR-
invasion. p=0,001*.
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3.4.8 Fernmetastasierung

Eine Fernmetastasierung fand sich nur bei 4 % der Patientinnen (Abb. 27). Diese beiden
Patientinnen mit Tumorstadium M1 starben innerhalb eines Jahres nach Erstdiagnose.
Daher wurde in Bezug auf die Fernmetastasierung nur eine Analyse fir das Gesamt-

Uberleben durchgefiihrt (Abb. 28). Diese zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen
metastasierten und nicht-metastasierten Tumoren.
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Abb. 27: Haufigkeitsverteilung der Fernmetastasierung.
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Abb. 28: Uberlebensfunktionen (Gesamtiiberleben) in Abhangigkeit von der Fern-
metastasierung. p<0,0001*.

3.5 Immunologische und vaskulare Marker

Tab. 6: Anzahl (n) bzw. relativer Anteil (in %) der immunhistochemisch positiven Zellen
an der Gesamtflache (jeweils Mittelwert aus drei reprasentativen HPF).

Standard-
abweichung

Minimum Maximum Mittelwert Median

CD163-positive Tumor-
assoziierte
Makrophagen
peritumoral (%)

Foxp3-positive
Regulatorische T-Zellen 0,84 219,44 64,03 56,29 46,17
peritumoral (n)

0,06 19,29 6,29 5,10 4,80

Foxp3-positive

Regulatorische T-Zellen 0,00 50,83 11,35 8,06 9,85
intratumoral (n)
CD31/ 4,20 5474 1570 13,39 10,25

BlutgefalRdichte (n)

D2-40/

LymphgefaRdichte (n) 1,33 53,00 11,47 6,65 12,53
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3.5.1 CD163-positive TAMs

Zum Nachweis der peritumoralen Makrophageninfiltration wurde der prozentuale Anteil
der CD163-positiven TAMs an der Gesamtflache gemessen (Tab. 6). Der Anteil lag zwi-
schen 0,06 % und 19,29 % mit einem Mittelwert von 6,29 + 4,80 % und einem Median
von 5,10 %.

Peritumoral nachgewiesene CD163-positive TAMs waren dabei signifikant mit dem
Gesamt- und dem rezidivfreien Uberleben assoziiert (Tab. 4), wobei eine hohe stromale
Infiltration mit CD163-positiven TAMs mit einer ungunstigeren Prognose einherging (Abb.
29 und Abb. 30)

Uberlebensfunktionen
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Abb. 29: Uberlebensfunktionen (rezidivfreies Uberleben) in Abhangigkeit von der peri-
tumoralen Infiltration mit CD163-positiven Tumor-assoziierten Makrophagen (0 = Infiltra-
tion unterhalb des Medians, 1 = Infiltration oberhalb des Medians). p =0,005*.
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Abb. 30: Uberlebensfunktionen (Gesamtiiberleben) in Abhéngigkeit von der peritumora-
len Infiltration mit CD163-positiven Tumor-assoziierten Makrophagen (0 = Infiltration
unterhalb des Medians, 1 = Infiltration oberhalb des Medians). p=0,05*.

3.5.2 Foxp3-positive Treg

Fur die Farbung mit Foxp3 wurde die Anzahl der positiven Zellen pro HPF ausgewertet
und fur je drei HPFs gemittelt (Tab. 6). Die Werte im peritumoralen Gewebe variieren
zwischen minimal 0,84/HPF und maximal 219,44/HPF (Mittelwert 64,03 + 46,17/HPF,
Median 56,29/HPF) , die im intratumoralen zwischen minimal O/HPF und maximal
50,83/HPF (Mittelwert 11,35 + 9,85/HPF, Median 8,06/HPF).

Es zeigt sich im Vergleich zur intratumoralen Konzentration eine hohere Infiltration des
peritumoralen Gewebes mit Foxp3-positiven Treq. Weder der peri- noch der intratumorale
Nachweis von Foxp3 korreliert jedoch signifikant mit dem Gesamt- oder dem rezidivfreien
Uberleben (Abb. 31 und Abb. 32, Abb. 33 und Abb. 34).



63

Uberlebensfunktionen
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Abb. 31: Uberlebensfunktionen (rezidivfreies Uberleben) in Abhangigkeit von der
peritumoralen Infiltration mit Foxp3 (0 = Infiltration unterhalb des Medians, 1 = Infiltration

oberhalb des Medians). p=0,45.
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Abb. 32: Uberlebensfunktionen (Gesamtiiberleben) in Abhéngigkeit von der peritumora-
len Infiltration mit Foxp3 (0 = Infiltration unterhalb des Medians, 1 = Infiltration oberhalb

des Medians). p=0,43.
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Uberlebensfunktionen
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Abb. 33: Uberlebensfunktionen (rezidivfreies Uberleben) in Abhangigkeit von der intra-
tumoralen Infiltration mit Foxp3 (0 = Infiltration unterhalb des Medians, 1= Infiltration

oberhalb des Medians). p=0,54.
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Uberlebensfunktionen
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Abb. 34: Uberlebensfunktionen (Gesamtiberleben) in Abhangigkeit von der intra-
tumoralen Infiltration mit Foxp3 (0 = Infiltration unterhalb des Medians, 1 = Infiltration
oberhalb des Medians). p=0,37.

3.5.3 D2-40-positive Lymphgefaldichte

Fur die Farbung mit D2-40 wurden die angefarbten LymphgefalRe pro HPF fur je drei
reprasentative HPF ausgewertet und gemittelt (Tab. 6). Die Anzahl der D2-40-positiven
Lymphgefale lag zwischen minimal 1,33/HPF und maximal 53,00/HPF, mit einem Mittel-
wert von 11,47/HPF und einem Median von 6,65/HPF. Die Standardabweichung betrug
12,53/HPF. Betrachtet man den Unterschied zwischen Mittelwert und Median sowie die

hohe Standardabweichung, wird deutlich, dass hier einige Ausreilder nach oben vorliegen.

D2-40 als immunhistochemischer Marker fur die Lymphgefa3dichte ist nicht signifikant mit
der Prognose assoziiert (Abb. 35 und Abb. 36).
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Abb. 35: Uberlebensfunktionen (rezidivfreies Uberleben) in Abhangigkeit von der peri-
tumoralen D2-40-positiven Lymphgefal3dichte (O = Infiltration unterhalb des Medians, 1 =
Infiltration oberhalb des Medians). p=0,06.
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Abb. 36: Uberlebensfunktionen (Gesamtiiberleben) in Abhéngigkeit von der peritumora-
len D2-40-positiven Lymphgefal3dichte (0 = Infiltration unterhalb des Medians, 1 = Infil-
tration oberhalb des Medians). p=0,3.
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3.5.4 CD31-positive BlutgefalRdichte

Die Anzahl der peritumoralen CD31-positiven Blutgefale pro HPF betrug minimal 4,20
bis maximal 54,74, mit einem Mittelwert von 15,70 + 10,25 und einem Median von 6,65
(Tab. 6). Die BlutgefalRdichte zeigt keinen signifikanten Einfluss auf die Prognose des
Vulvakarzinoms (Abb. 37 und Abb. 38).
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Abb. 37: Uberlebensfunktionen (rezidivfreies Uberleben) in Abhangigkeit von der peri-
tumoralen CD31-positiven Blutgefaldichte (0 = Infiltration unterhalb des Medians, 1 =
Infiltration oberhalb des Medians). p=0,39.
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Abb. 38: Uberlebensfunktionen (Gesamtiiberleben) in Abhangigkeit von der peritumora-
len CD31-positiven Blutgefalidichte (0 = Infiltration unterhalb des Medians, 1 = Infiltration

oberhalb des Medians). p=0,41.
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3.6 Zusammenhange der immunologischen und vaskularen Marker
Tabelle 7 zeigt die Korrelationen der immunologischen und vaskularen Marker

untereinander.

Tab. 7: Korrelation der immunologischen und vaskularen Marker untereinander. rs =
Spearman-Korrelationskoeffizient; *p < 0,05; blau unterlegt = signifikante Korrelation.

CD163 Foxp3 Foxp3 CD31 D2-40

peritumoral |intratumoral |peritumoral | peritumoral | peritumoral

CD163 rs 1

peritumoral |p

Foxp3 rs 1

intratumoral |p

Foxp3 1

peritumoral

CD31 0,252 1

peritumoral 0,077

D2-40 -0,021 1
peritumoral 0,886
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3.6.1 Intra- und peritumorale Infiltration mit Foxp3-positiven Treg
Eine signifikante Korrelation weisen die intra- und peritumoralen Nachweise von Foxp3
auf: eine hohe intratumorale Infiltration mit Foxp3-positive Treg geht mit einer ebenfalls

hohen peritumoralen Infiltration einher (Abb. 39).
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Abb. 39: Korrelation von Foxp3-positiven Regulatorischen T-Zellen intratumoral (icr) und
peritumoral (str), mit Regressionsgerade. rs=0,647; p<0,001*
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3.6.2 D2-40-positive Lymphgefalidichte und CD163-positive TAMs

Es besteht ebenfalls eine Korrelation zwischen der D2-40-positiven Lymphgefaldichte
und der Infiltration mit CD163-positiven TAMs (Tab. 7). Dies gilt sowohl fur das peri-
tumorale (Abb. 40) als auch fur das intratumorale Gewebe (Abb. 41). Darlberhinaus
korreliert die D2-40-positive Lymph- mit der CD31-positiven BlutgefalRdichte (Abb. 42).
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Abb. 40: Korrelation der D2-40-positiven LymphgefalRdichte und CD163-positiven Tumor-
assoziierten Makrophagen peritumoral (str), mit Regressionsgerade. rs=0,418; p=0,003*
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Abb. 41: Korrelation der D2-40-positiven LymphgefalRdichte und CD163-positiven Tumor-
assoziierten Makrophagen intratumoral (icr), mit Regressionsgerade. rs=0,313; p=0,03*
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Abb. 42: Korrelation der D2-40-positiven LymphgefalRdichte mit der CD31-positiven
BlutgefalRdichte, mit Regressionsgerade. rs=0,308; p=0,03*
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3.6.3 D2-40-positive Lymphgefalidichte und L1- und N1-Status

Um die Bedeutung der stromalen Lymphgefal3dichte beim Vulvakarzinom weiter zu
evaluieren, wurde diese mit der nativhistologisch diagnostizierten Lymphgefaldinvasion
(LO bzw. L1) sowie dem Nodalstatus korreliert. Es zeigte sich ein (jedoch nicht signifikant)
erhohtes Risiko der Lymphinvasion bei einer erhdhten Lymphgefalldichte (Abb. 43).
Analog dazu zeigte sich bei Nachweis einer vermehrten Lymphgefal3dichte mit erhdhter
Wahrscheinlichkeit das Vorhandensein von inguinalen Lymphknotenmetastasen (Abb.
44).
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Abb. 43: Die peritumorale D2-40-positive Lymphgefaldichte in Abhangigkeit von der

nativhistologischen Lymphgefa3invasion. p=0,11 (Exakter Test nach Fisher, zweiseitige
Signifikanz).
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Abb. 44: Die peritumorale D2-40-positive Lymphgefa3dichte in Abhangigkeit vom Lymph-
knotenstatus. p=0,73 (simuliert mit 1.000.000 Replikaten)
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4. Diskussion

4.1 Das Studienkollektiv

4.1.1 GrolRe des Kollektivs

Gegenstand der vorliegenden Untersuchung ist ein Kollektiv aus 50 Patientinnen im
Zeitraum 01/2002-08/2009. Bei der sehr niedrigen Inzidenz dieser Neoplasie von 2,5-
7/100.000 Frauen ist die Rekrutierung eines ausreichend grof3en Kollektivs schwierig. Die
wenigen thematisch vergleichbaren Studien weisen ahnliche Patientenkollektive auf:
Hampl et al., 2008a: 224 Patientinnen in 27,5 Jahren an der Universitatsfrauenklinik
Dusseldorf; Heaps et al., 1990: 135 Patientinnen in 29 Jahren an der University of
California; Woelber et al., 2009: 103 Patientinnen in 7 Jahren an der Universitatsfrauen-

klinik Hamburg-Eppendorf.

4.1.2 Epidemiologische und klinische Befunde
Im hier untersuchten Kollektiv war die jungste Patientin 33, die alteste 84 Jahre alt. Das
mittlere Alter betrug 62 Jahre.

In einer am Universitatsklinikum Dusseldorf durchgefuhrten Studie lag in einem ver-
gleichbaren Zeitraum (1998-2007) das Altersmittel bei 102 Patientinnen mit 57 Jahren
etwas niedriger (Hampl et al., 2008a), in einer Studie am Universitatsklinikum Hamburg-
Eppendorf im Untersuchungszeitraum 1996-2003 mit 63 Jahren minimal daruber
(Woelber et al., 2009).

Im Vergleich der Altersverteilung des Kollektivs mit dem von Jones et al. (1997) aus den
Jahren 1965-1974 (Abb. 45) zeigt sich eine signifikante Verschiebung des Altersgipfels
bei Diagnosestellung. Wahrend bei diesen Autoren ein klarer Gipfel zwischen dem 70.
und 80. Lebensjahr liegt, zeigt sich im hier betrachteten Kollektiv ein deutlich niedrigerer
Gipfel um das 65. Lebensjahr und eine insgesamt homogenere Verteilung Uber die Alters-
klassen. Diese Beobachtung wird speziell fir Deutschland auch von Hampl et al. (2008a)
beschrieben. Die Ausbildung eines zweiten Altersgipfels um das 50. Lebensjahr herum,
wie beispielsweise in der Leitlinie ,Vulvakarzinom“ der Deutschen Gesellschaft fur
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Gynakologie und Geburtshilfe beschrieben (DGGG, 2008), konnte in der vorliegenden
Studie nicht bestatigt werden.
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Abb. 45: Altersverteilung 1965-1974 vs. 2002- 2009. Daten von 1965-1974: aus DGGG,
2008, nach Jones et al., 1997. Daten von 2002-2009: eigenes Kollektiv.

Insgesamt entspricht die Altersverteilung in unserer Studie damit publizierten Kollektiven.

Die Literatur berichtet Ubereinstimmend Uber eine deutliche Zunahme der jahrlichen
Neuerkrankungen. In der vorliegenden Studie fand sich im Untersuchungszeitraum
ebenfalls ein Anstieg der histopathologischen Diagnosen eines invasiven Vulvakarzinoms
von zwei Fallen im Jahr 2002 auf 12 bzw. 11 Falle in den Jahren 2007 und 2008.

Als nicht-infektionsassoziierte Risikofaktoren fur die Entwicklung eines Vulvakarzinoms
werden Nikotinabusus und nordeuropaische Abstammung beschrieben.

Zwar war unter den Patientinnen, bei denen Angaben zu Rauchgewohnheiten vorlagen,
der Anteil an Raucherinnen hoher als der in einer vergleichbaren Altersgruppe unter der
Normalbevolkerung (26,9 % vs. 18,2 %) (Statistisches Bundesamt, 2011). Allerdings
lagen von nur 52 % der Patientinnen Angaben zu Rauchgewohnheiten vor.
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Die Nationalitat der Patientinnen im Kollektiv wurde nicht erfasst, bei den Nachnamen
handelt es sich jedoch zum Grol3teil um typisch deutsche Namen, die wenigen Ausnah-
men bilden ein turkischer und drei osteuropaisch klingende Namen. Es handelt sich also

vermutlich um eine ethnisch sehr homogene Gruppe.

Die Pravalenz eines Diabetes mellitus scheint mit 22 % deutlich hoher als in den ver-
gleichbaren Altersgruppen der Allgemeinbevolkerung mit 6,8 % der 45-64jahrigen und
17,4 % der Uber 65jahrigen Frauen (Robert-Koch-Institut 2011a). Allerdings muss man
die unterschiedlichen Erhebungen und die damit eingeschrankte Vergleichbarkeit beruck-
sichtigen. Als eigenstandiger Risikofaktor ist Diabetes in der Literatur bisher nicht
beschrieben. Uber eine einhergehende Immunschwéche kénnte er dennoch indirekt

Einfluss auf Pathogenese des Vulvakarzinoms nehmen (Dittmer et al., 2011).

4.1.3 p16'NK4a_positive HPV-Infektion

In der vorliegenden Studie fand sich bei 30 % der Patientinnen ein p16'NK4a- und damit
HPV-positives Vulvakarzinom. Dies entspricht, wie im einleitenden Kapitel 1.2.3 zur Rolle
der Humanen Papillomviren beschrieben, der erwartbaren Groflenordnung.

Diese Patientinnen waren ebenfalls in Ubereinstimmung mit der Literatur (siehe Kapitel
1.2.1 Epidemiologie) tendenziell jinger als diejenigen ohne p16'NK4a-Positivitat, eine

Signifikanz liel® sich hier jedoch nicht nachweisen.
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4.2 Die klassischen Prognoseparameter

4.2.1 Alter

Ein hoheres Alter der Patientin ist in vielen Analysen ein unabhangiger Prognosefaktor fur
das Vulvakarzinom, wobei der Einfluss in hoheren Tumorstadien nachlasst (Beller et al.,
2006; Dittmer et al., 2011; Woelber et al., 2009). In der vorliegenden Studie zeigte sich
kein prognostischer Einfluss des Alters der Patientin auf das Gesamtuberleben und die
Rezidivfreiheit. Woelber et al. (2009) berichten zwar ebenfalls von einer Zunahme der
Rezidivhaufigkeit und Gesamtsterblichkeit bei zunehmendem Alter, jedoch nur mit
grenzwertiger Signifikanz.

Die Differenz der Daten unserer Studie und publizierter Kollektive kann auf unsere geringe
Patientinnenanzahl zurtckgefuhrt werden. Zudem besitzt das Vulvakarzinom typischer-
weise eine exzellente Prognose. Daher ist das mediane Follow-up in unserer Studie

moglicherweise zu kurz, um einen Alterseffekt auf das Uberleben identifizieren zu kénnen.

4.2.2 Stadium

84 % der Erstdiagnosen erfolgten in den Tumorstadien T1 und T2. In der vorliegenden
Studie liegt mit nur 4 % eine Unterreprasentation des mikroinvasiven Tumorstadiums
pT1a vor. Dies ist auf die Tatsache zurlckzuflihren, dass nur Patientinnen nach LNE in
die Studie eingeschlossen wurden.

Obwohl im Stadium pT1c nur eine Patientin evaluiert wurde und daher das Follow-up hier
nicht aussagekraftig ist, zeigen unsere Daten, dass das hier evaluierte Kollektiv
publizierten Kohorten entspricht.

4.2.3 Inguinaler Lymphknotenstatus

Kongruent zu publizierten Daten sowie der Leitlinie ist auch in unserer Analyse der ingui-
nale Lymphknotenstatus der aussagekraftigste Prognoseparameter fur das Vulva-
karzinom. Unabhangig vom Tumorstadium betragt die 5-Jahres-Uberlebensrate bei
nodal-negativen Patientinnen Uber 80 % (Beller et al., 2006; Raspagliesi et al., 2006;
Woelber et al., 2009).
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Aktuell wird die onkologische Sicherheit von Sentinellymphonodektomien erforscht.
Dieses in der Therapie von Mammakarzinomen bereits etablierte Verfahren verspricht bei
gleichbleibender Prognose eine Reduktion der mit der herkbmmlichen LNE einherge-
henden Morbiditat. Die hohe Rate an Wundheilungsstorungen, Lymphozelen und
peripheren Lymphddemen lielRe sich hierdurch deutlich senken. Das Sentinelverfahren
kommt allerdings am ehesten fur kleine, unifokale Tumore und auch nur fur erfahrene
Teams von gynakologischen Operateuren und Pathologen in Frage, da nur so eine
ausreichende Sensitivitat und Spezifitat erreicht wird (DGGG, 2008; Hampl et al., 2008b;
Levenback et al., 2012; van der Zee et al., 2008; Zeppernick et al., 2013). In unserem
Kollektiv wurden Sentinellymphonodektomien aufgrund der Neuheit des Verfahrens nicht
berucksichtigt, da sich die Patientinnen bereits im Zeitraum 01/2002-8/2009 der

Operation unterzogen hatten.

4.2.4 Infiltrationstiefe

Die absolute Infiltrationstiefe (in mm) wird in den histopathologischen Befunden der Vulva-
karzinome noch nicht regelhaft angegeben (Daten hierzu lagen nur in 80 % der Falle vor).
Sie eignet sich jedoch zur Erganzung des standardmaldig angegebenen Stadiums. Sie
.weist bei den Plattenepithelkarzinomen der Vulva [...] eine eindeutige Korrelation zur
Wahrscheinlichkeit  einer  Lymphknotenmetastasierung auf* (DGGG, 2008).
Dementsprechend korreliert die Infiltrationstiefe in der vorliegenden Studie mit dem

Gesamt- und dem rezidivfreien Uberleben.

4.2.5 Resektionsrand

In der Literatur wird die Haufigkeit von Rezidiven mit 30 % bei leitliniengerechtem Resek-
tionsrand von = 10 mm und bis zu 50 % bei geringeren Abstanden angegeben. Auch in
dieser Studie ist die RO-Resektion ein Prognosefaktor fur das Gesamt- und rezidivfreie
Uberleben. Im Bewusstsein der eingeschrankten operativen Maoglichkeiten durch
anatomische und tumorbedingte Gegebenheiten unterstreichen unsere Daten damit die
Forderung der Leitlinie nach einem maoglichst weiten Resektionsrand.
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4.3 Die immunologischen und vaskularen Marker

4.3.1 D2-40-basierte Evaluation der peritumoralen Lymphgefalidichte

Es konnte gezeigt werden, dass D2-40 als Marker fur die LymphgefalRdichte ein signifi-
kanter Prognoseparameter sowohl fiir das Gesamt- als auch das rezidivfreie Uberleben
ist. Allerdings liel3 sich dieses nur in der quantitativen Analyse belegen, wahrend eine
Evaluation mithilfe des Medians zu keiner Signifikanz fuhrte. Dies kann auf die oben
beschriebene hohe Variabilitat der Lymphgefaldichte zurtickgefuhrt werden, bei welcher
die Verwendung des Medians nicht optimal ist. Bislang wurden nur wenige Studien zur
Bedeutung der Lymphgefaldichte beim Vulvakarzinom unter Verwendung von D2-40
durchgefuhrt. Es muss aber davon ausgegangen werden, dass eine erhohte Dichte an
peritumoralen Lymphgefal3en die Wahrscheinlichkeit einer Lymphgefalinvasion erhoht
und somit auch, wie bei anderen Tumorentitaten, einen Risikofaktor darstellt (Braun et al.,
2009; Imamura et al., 2012; Tomita et al., 2008; Urabe et al., 2006; Weber et al., 2012).
In jedem Fall zeigt sich in der Literatur, dass eine Lymphinvasion Aussagekraft bei nodal-
negativen Tumoren besitzt (Preti et al., 2000; Raspagliesi et al., 2006).

4.3.2 D2-40-basierte Lymphgefalldichte und CD31-basierte BlutgefalRdichte

D2-40 als Marker fur die Lymphgefalidichte und CD31 als Marker fur Blutgefaldichte
korrelieren signifikant miteinander.

Das Lymphgefal3- dient ebenso wie das Venensystem der kapillaren Drainage. Interstitial-
flussigkeit und Immunzellen werden in herzwarts gerichteter Stromung aus dem Gewebe
abtransportiert und dem Blutkreislauf wieder zugefuhrt. Das kapillare Blut- und
LymphgefalRsystem stehen daher in enger anatomischer und funktioneller Beziehung.
Dies gilt ebenso fur die unmittelbare Umgebung bosartiger Tumoren. Diese induzieren
Angioneogenese, um eine gute Perfusion ihres stoffwechselaktiven Gewebes sicher-
zustellen. Weiterhin nutzen sie die Lymphabflusswege zur metastatischen Ausbreitung.
Auch in der vorliegenden Studie korreliert das Ausmal® der Lymphangiosis mit der
Blutgefaldichte in unmittelbarer Umgebung des Tumors.
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4.3.3 Nachweis von CD163-positiven TAMs

CD163 ist als Prognoseparameter fur das Vulvakarzinom noch nicht etabliert, seine Rele-
vanz als solcher wird aber in jungster Zeit fur verschiedene andere Tumorentitaten
evaluiert:

e Ovarialkarzinom: Eine hohe Anzahl CD163-positiver TAMs in malignem Aszites ist
mit einem verkurzten rezidivfreien Intervall assoziiert (Reinartz et al., 2013).

o Kilarzelliges Nierenkarzinom: Der vermehrte Nachweis von Makrophagen vom M2-
Phanotyp mit Expression von CD163 ist mit einem kirzeren Uberleben und
hoheren Tumorstadien assoziiert (Dannenmann et al., 2013).

e Hepatozellulares Karzinom: Die peritumorale Infiltration von CD163-positiven
Makrophagen ist mit einem schlechteren Gesamtiberleben assoziiert, korreliert
jedoch nicht mit dem rezidivfreiem Uberleben; die intratumorale Infiltration dagegen
ist nicht signifikant mit dem Gesamt- oder dem rezidivfreien Uberleben assoziiert
(Kong et al., 2013).

e Endometriumkarzinom: Eine vermehrte Infiltration mit TAM korreliert mit h6heren
Tumorstadien und ist ein Prognoseparameter fir das rezidivfreie Uberleben
(Kubler et al., 2014).

Den genannten Publikationen entsprechend konnte in der vorliegenden Studie die
prognostische Bedeutung einer Infiltration mit CD163-positiven M2-Makrophagen
erstmals beim Vulvakarzinom dargestellt werden. Es ergab sich in den angewandten
Selektionsverfahren ein statistisch signifikanter Zusammenhang sowohl mit dem

rezidivfreien als auch dem Gesamtiiberleben.

Auch die zellulare Mikroumgebung von Tumoren kdnnte Uber die pro- bzw. antiinflamma-
torischen Wirkungen der TAMs beeinflusst werden. Durch sein distinktes
Expressionsmuster und seine Funktion als Endozytose-vermittelnder Rezeptor gilt CD163
als moglicher Angriffspunkt fur eine zielgerichtete Therapie erkrankter Zellen (cell-directed
therapy). Da der Rezeptor und seine Liganden wahrend der Endozytose internalisiert
werden, konnte dieser Aufnahmemechanismus fur den gezielten Transport von

Medikamenten oder sogar Genen zu malignen Zellen dienen (Akila et al., 2012).
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4.3.4 D2-40-basierte Lymphgefalidichte und CD163-positive TAMs

Eine weitere interessante Beobachtung unserer Studie ist die Tatsache, dass die
Infiltration mit CD163-positiven Makrophagen mit der Anzahl der Lymphgefale, der
Lymphangiosis sowie dem positiven Nodalstatus korreliert. Makrophagen und
Lymphangiogenese beeinflussen sich gegenseitig, sowohl in der embryonalen
Entwicklung als auch im Rahmen von pathologischen Prozessen (Bohmer et al., 2011).
Lymphgefale stellen neben Blutgefallen einen zentralen Transportweg fur Immunzellen
dar. Die Immunzellen wiederum, und hier insbesondere die Makrophagen, fordern bei
Entzindungsreaktionen wie auch neoplastischen Veranderungen das Einsprie3en von
Lymphgefallen und bewirken damit eine Steigerung des Lymphflusses. Durch den gestei-
gerten Transport von Immunzellen in die lokalen Lymphknoten kann eine effektive
Immunantwort gewahrleistet werden.

Tumor- bzw. TAM-stimulierte Lymphangiosis resultiert jedoch oft in der Entstehung von
abnormalen, durchlassigen Lymphgefal3en. Dies ermoglicht metastatischen Tumorzellen
Zugang zum Lymphsystem und erleichtert ihre Aussaat (Harvey und Gordon, 2012).

4.3.5 CD163-positive TAMs und Foxp3-positive Treg

Es fand sich keine signifikante Korrelation zwischen der Menge der peri- und intratumoral
nachgewiesenen Treg und der Prognose. Ebenso findet sich keine signifikante Korrelation
zwischen TAMs und Trg. Eine Rekrutierung der Treg durch TAMs konnte somit nicht
nachgewiesen werden. Dementsprechend postulieren wir, dass die prognostisch
ungunstige Wirkung der TAMs beim Vulvakarzinom eher auf deren proangiogenetische
Wirkung als auf immunsupprimierende Mechanismen zurlckzufuhren ist. Tatsachlich
wurde fur TAMs in anderen Tumorentitaten ein Effekt auf die Angiogenese Uber eine
Sekretion von Interleukin 8 (IL-8) und vascular endothelial growth factor (VEGF)
dargestellt (Fujimoto et al., 2002; Jiang et al., 2012).
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4.4 Limitationen der Studie
Eine mogliche Einschrankung der Aussagekraft der vorliegenden Studie ist ihre Retro-
spektivitat und Monozentrizitat.

Es handelt sich bei der vorliegenden Dissertation um eine retrospektive Studie, da die
niedrige Pravalenz des Vulvakarzinoms die Durchfuhrung prospektiver Studien deutlich
erschwert.

Im Untersuchungszeitraum von 2002 bis 2009 standen sowohl die Frauenklinik als auch
das Institut fur Pathologie und die Radiologische Klinik der Universitatsklinik Bonn unter
jeweils gleicher chefarztlicher Leitung, was den gro3en Vorteil einer geringen Variabilitat
bei der histopathologischen Befundung sowie den operativen und adjuvanten Therapie-
entscheidungen und -modalitaten bietet.

4.5 Fazit

Diagnose und Therapie von Malignomen haben in den letzten Jahrzehnten zahllose
Fortschritte erlebt. Die Prognose vieler Tumorleiden konnte signifikant verbessert werden.
Obwohl sich vor allem wegen der steigenden Lebenserwartung immer mehr Menschen
Zeit ihres Lebens mit einer Krebsdiagnose konfrontiert sehen, sind die Heilungschancen
so hoch wie nie zuvor. Dies ist sowohl der verbesserten Friherkennung als auch den

immensen Fortschritten der Krebstherapien zu verdanken.

Das Vulvakarzinom ist ein seltenes Malignom, und vor allem im Vergleich zu deutlich
haufigeren gynakologischen Tumoren wie dem Ovarial-, Zervix- oder Endometrium-
karzinom existieren bisher nur wenige Studien zu Diagnostik, Prognoseparametern und
Therapie. Aufgrund der steigenden Inzidenz und nicht zuletzt auch wegen der potentiell
revolutionaren Praventionsmoglichkeiten durch die HPV-Impfung ruckt das Vulva-
karzinom zur Zeit in den Fokus der Forschung. Vor allem molekular- und immunpatho-

logische Marker sollen diagnostische und therapeutische Entscheidungshilfen bieten.
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In der vorliegenden Dissertation konnten die etablierten histopathologischen Prognose-
parameter bestatigt werden. Der Nodalstatus, der in der Literatur Ubereinstimmend als
wichtigster Prognosefaktor bezeichnet wird, sowie das Tumorstadium und der operative
Resektionsrand hatten entscheidenden Einfluss auf die Rezidivfreiheit und das

Gesamtuberleben.

Es wurde weiterhin der Frage nachgegangen, welche immunologischen Mechanismen
diagnostisch und therapeutisch genutzt werden konnen. Besonderes Augenmerk lag hier
auf dem Einfluss Tumor-assoziierter Makrophagen und regulatorischer T-Zellen. TAMs
wirken immunsuppressiv und fordern das Tumorwachstum und die Metastasierung.

Es konnte erstmalig gezeigt werden, dass CD163, das der Identifikation von TAMs dient,
ein relevanter Prognosefaktor fur das Vulvakarzinom ist, wobei eine hohe peritumorale
Infiltration mit einer schlechten Prognose einherging. Zudem war es mit Mechanismen der
Lymphknotenmetastasierung assoziiert, wodurch sich der prognostische Einfluss erklaren

konnte.

Treg-Zellen werden sowohl vom Tumor als auch von TAMs rekrutiert und unterdriicken die
gegen den Tumor gerichtete Immunantwort des Organismus. In der vorliegenden Studie
war Foxp3 als Marker fur Treg-Zellen jedoch kein signifikanter Prognosefaktor, und auch
eine Korrelation von CD163 und Foxp3 und somit eine Induktion von Treg durch TAMs lief3

sich nicht belegen.

Klnftig konnten die bisherigen klinischen und histopathologischen Angaben von Malig-
nomen durch immunhistochemische Befunde erganzt werden, um exaktere diagnostische
und prognostische Aussagen und Therapieentscheidungen zu treffen. Der Nachweis
Tumor-assoziierter Makrophagen konnte zukunftig genutzt werden, um Patientinnen zu
identifizieren, die von einer CD163-fokussierten Therapie profitieren konnten.
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5. Zusammenfassung

Hintergrund: Das Vulvakarzinom ist ein seltenes Malignom des weiblichen Genitaltrakts,
dessen Inzidenz jedoch in den letzten Jahrzehnten stetig zunimmt. Eine auf individuellen
Patienten- und Tumorcharakteristika basierende Therapie konnte den Behandlungserfolg
steigern. Trotz etablierter Leitlinie ist das Wissen um solche prognostischen Faktoren
limitiert und beschrankt sich auf klinische und histopathologische Parameter. Neuere
immunologische Marker nehmen bisher keinen Standardplatz in Diagnostik und Therapie
ein. Ziel der vorliegenden Dissertation ist es, den Stellenwert immunsuppressiver
Mechanismen im peritumoralen Mikromilieu fur die Prognose des Vulvakarzinoms zu
evaluieren.

Methodik: Das Studienkollektiv besteht aus einem retrospektiven Kollektiv von 50 Patien-
tinnen, bei denen im Zeitraum von 01/2002 bis 08/2009 an der Universitatsfrauenklinik
Bonn ein Plattenepithelkarzinom der Vulva diagnostiziert wurde. Die Anamnese, der
pathologische Befund und die Weiterbehandlungsdokumentation wurden aus den
Krankenakten der Patientinnen gewonnen sowie teilweise in Telefoninterviews erhoben.
Es wurden folgende immunhistochemischen Farbungen durchgefiihrt: p16/NK4a zyr
Evaluation einer Infektion mit Humanen Papillomaviren, CD163 zur Identifizierung Tumor-
assoziierter Makrophagen, Foxp3 zur ldentifizierung regulatorischer T-Zellen, D2-40 zur
Analyse der LymphgefalRdichte und CD31 zur Analyse der Blutgefalldichte. Die
klinischen, histopathologischen und immunhistochemischen Befunde wurden hinsichtlich
ihres prognostischen Einflusses auf das Gesamt- sowie das rezidivireie Uberleben
analysiert.

Ergebnisse: Als ungunstige Prognoseparameter fur das Gesamt- und das rezidivfreie
Uberleben konnten fortgeschrittenes Tumorstadium, groRere Infiltrationstiefe, positiver
Lymphknotenstatus, knapper Resektionsrand, vermehrte D2-40-basierte Lymph-
gefalRdichte sowie eine hohe Anzahl CD163-positiver Tumor-assoziierter Makrophagen
identifiziert werden. Zudem zeigte sich eine Assoziation von CD163-positiven Tumor-
assoziierter Makrophagen mit hoher Lymphgefal3dichte, LymphgefalRinvasion und posi-
tivem Lymphknotenstatus.

Schlussfolgerung: Die etablierten histopathologischen Prognoseparameter konnten be-

statigt werden. Tumor-assoziierte Makrophagen scheinen in der Tumorbiologie des

Vulvakarzinoms eine Rolle zu spielen. Inr Nachweis konnte zukinftig genutzt werden, um
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Hochrisikopatientinnen zu identifizieren, die von einer CD163-fokussierten Therapie

profitieren konnten.
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