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Zusammenfassung

Das Vulvakarzinom ist eine seltene Erkrankung (ca. 4% aller gynakologischen
Genitalmalignome), die bisher meist bei alteren Frauen auftrat. Vulvare intraepitheliale
Neoplasien (VIN), chronische vulvdre Hauterkrankungen wie Lichen sclerosus und HPV-
Infektion (am haufigsten HPV-16) sind die wichtigsten Risikofaktoren flir die Entstehung eines

Vulvakarzinoms.

Das invasive Plattenepithelkarzinom der Vulva kann in zwei Gruppen mit verschiedener
Pathogenese eingeteilt werden, die zwei Tumorentitaten bilden: Das mit Lichen sclerosus- und
p53-Uberexpression-assoziierte Vulvakarzinom der &lteren Frauen und das HPV-/VIN-

assoziierte Vulvakarzinom der jingeren Frauen.

Die Inzidenz des Vulvakarzinoms hat in den letzten Jahren zugenommen, insbesondere bei
jungeren Frauen. In der Universitatsfrauenklinik Disseldorf zeigte sich innerhalb der letzten 30
Jahren eine Verdoppelung der Anzahl der Patientinnen mit Vulvakarzinom, wobei sich eine 4-
fache Erhéhung der Anzahl der jungen Patientinnen (+372%) beobachtet wurde. Es zeigte sich
sehr haufig eine Tumorlokalisation im Bereich der vorderen Kommissur zwischen Klitoris und
Urethra, im Gegensatz zu der bislang typischen Tumorlokalisation an den Labien. Aufgrund
dieser klinischen Beobachtungen wurde der Verdacht geaulRert, dass diese Vulvakarzinome der

vorderen Kommissur einer neuen, 3. Tumorentitat des Vulvakarzinoms entsprechen kdnnten.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung des klinischen und molekularbiologischen
Profils dieser Vulvakarzinome. Im Rahmen einer multizentrischen Studie haben wir die
klinischen, histopathologischen und molekulargenetischen Merkmale von 135 Vulvakarzinomen
der vorderen Kommissur untersucht. 52 Vulvakarzinome anderer Lokalisationen dienten als

Kontrolltumore.

Die erhobenen Daten ermoglichen die Klassifikation der Vulvakarzinome in 3
unterschiedliche Genesen: HPV- und p16™**-positive Tumore, p53-iiberexprimierende
Tumore, die HPV-/p16™ *®-negativ sind und eine 3. Gruppe mit unklarer Genese. Es zeigte sich,
dass die Tumore der vorderen Kommissur weniger HPV-induziert sind und haufiger p53
uberexprimieren und das unabhangig vom Alter der Frauen im Vergleich zur Gruppe der
Tumore anderer Lokalisation, wo die HPV induzierten Tumore im Vergleich zu den p53-

induzierten Tumoren einen deutlichen Altersunterschied zeigten.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass das Vulvakarzinom nicht mehr als eine Erkrankung der
alteren Frauen betrachtet werden darf und dass die Region zwischen Klitoris und Urethra bei
Angabe seit langerer Zeit bestehenden, therapieresistenten Beschwerden (Schmerzen,

Brennen, Juckreiz, Dysurie) ausfuhrlich untersucht und ggf. biopsiert werden sollte.



Abkurzungsverzeichnis

AGO Arbeitsgemeinschaft
Gynékologische Onkologie

AIDS Acquired Immune Deficiency
Syndrome

AIN Anal Intraepithelial Neoplasia

CFSs Common Fragile Sites (der DNA)

CIN Cervical Intraepithelial Neoplasia

DNA DeoxyriboNucleic Acid

EBV  Epstein-Barr Virus

E6-AP EG-Associated Protein

FIGO International Federation of

Gynecology and Obstetrics
HCIl  Hybrid Capture Il Test

HIV ~ Human Immunodeficiency Virus

HPV  Human Papilloma Virus

HR-HPV High Risk Human Papilloma Virus

HSV Herpes Simplex Virus

ICTV International Committee on the
Taxonomy of Viruses

ISSVD Committee of Nomenclature of the
International Society for the Study of
Vulvar Disease

kb kilobase (1000 Basenpaare DNA)

LR-HPV Low Risk Human Papilloma Virus

LS Lichen sclerosus

oC Orale Kontrazeptiva (Pille)

Pap-Abstrich Abstrich nach Papanicolaou

PCR Polymerase Chain Reaction

pRb  Retinoblastom-
Tumorsuppressorprotein

p16™%*? Inhibitor of kinase 4

SEER Surveillance Epidemiology and End

Results (of the National Cancer
Institute, USA)

STIKO Stéandige Impfkommission

TNM TNM-Klassifikation von malignen
Tumoren (T=Tumor, N=Lymphknoten,
M=Metastasen)

UFK Diisseldorf Universitatsfrauenklinik

Dusseldorf

VAIN Vaginale Intraepitheliale Neoplasie

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor

VIN  Vulvare Intraepitheliale Neoplasie

VIN-d Vulvare Intraepitheliale Neoplasie-
differenciated type

VIN-u Vulvare Intraepitheliale Neoplasie-

usual type



Inhaltsverzeichnis

1. Einleitung. ... 1
1.1 VUIVAKAIZINOM . ..o e e 1
1.1.1  Epidemiologie des VUulvaKarzinOms...............oiuiiiiiiiiii s 1
1.1.2 Tumorentitdten des VulvakarzinOms.............coooiiiiiiiiiiii e, 2
1.2 Molekulargenetische Grundlagen. ... 2
1.2.1  Humane Papillomaviren (HPV) — Allgemein...........c.oooiiiiiiiiiiie, 2
1.2.2 HPV und Mechanismen der OnKOgENESE. ..........cuvuiiiiiiiiiiii i 5
1.2.3 Die Rolle der viralen Onkoproteine............ccoooeiiiiiiiii e, 6
1.2.4 Low-risk HPV vs. high-risk HPV........ 7
1.2.5 Die Rolle der viralen Integration.............coooiiiiiii e 7
1.2.6  HPV UNd ANQIOGENESE. ...ttt e e e e aeaaas 8
1.2.7 Nicht-virale KofaKtoren........ ... 8
1.2.8 HPV Nachweisverfahren.......... ..o 9
1.2.9 HPVIMPIUNG.....oii e 9
120 PO s 10
1.2.11 p16™K*% (inhibitor of KINGSE 4)...... .o eeeeee e, 11
IR TN 1T T 12
1.3.1 Condylomata acuminata...............coooiiiiiiiii 12
1.3.2 Vulvare intraepitheliale Neoplasie (VIN).........ccoooiiiiiii 14
1.3.3  LIiChEN SCIEBIOSUS. ...\t e e 17
1.3.4 Klinisches Erscheinungsbild des Vulvakarzinoms...............ccoooviiiiiiinan, 18
1.3.5 Stadieneinteilung des VulvakarzinOms..............coooiiiiiiiiiiiee 20
1.3.6 Therapie des VUIVaKarzinOms. ...........ooiiiiiiiiii e 21
1.3.7  PrOGNOSE. .. et 22
1.3.8 Aktuelle epidemiologische Aspekte des Vulvakarzinoms............................ 22

1.3.9 Patientinnen mit Vulvakarzinom der vorderen Kommissur in der UFK

DUSS IO . ..o 25
1.3.10 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit........ ..o, 26
2. Materialien und Methoden...........ccoiiiiiiiic e 27
2.1 Patientinnenkollektiv. . ... ... ..o 27
2.2 DNA-Extraktion vom Tumorgewebe und HPV DNA-Nachweis......................... 27
2.3 HSV-und EBV-NAChWEIS. ... 28
2.4 p16™ *? und Ki-67 Expression-lmmunhistochemie.................c..cceieeiiieeeeienn. 28
2.5 Immunhistochemie fir p53-Expression und mikroskopische Evaluation............. 29
2.6 StAtiStIK. . .oe et 29



3. Ergebnisse.....ccciiiiiiiiiii e e 30
3.1 Vulvakarzinome der vorderen KOMMISSU...........cvieeiiieiiiiieiiieie e 48
3.2 Vulvakarzinome anderer Lokalisationen (Referenztumore).....................oooei. 50

3.3 Vergleich der Tumore der vorderen Kommissur mit den Tumoren anderer

LoKaliSatioNeN. ... ... 53
K R 1T 53
3.3.2  TUMOISIAIUM. ... 55
3.3.3  NOalIStatus. ......eee e 56
3 3.4 HP Vs 57
3.3.5 Kilinisches Erscheinungsbild...............c.ooiii i, 59
3.3.6 Pilleeinnahme. ... ... 59
3.3.7  TUMOIUMGEDUNG. ...ttt e e e e aae e e 59
3.3.8  TUMOITESEKLION. ...\ 60
3.3.9 Weitere klinische Parameter...............o 60
3.3 10 PO 61
3.3.11 P18 UNA Ki-B7 ..o, 61
3.4 Pap-Abstrich und HPV-Zervixabstrich beim Vulvakarzinom............................. 61
3.5 Kombinationen von HR-HPV-, p16™ - und p53-Status..............ccevvueeeeeenn. 62
3.5.1 Tumore der vorderen KOmMmISSUN........c.ouiiiiriiiii i ee e 65
3.5.2 Tumore anderer Lokalisationen.............coooiiiiiiiiii i, 65

3.5.3 Tumore vorderer Kommissur vs. Tumore anderer Lokalisationen in Bezug auf

unterschiedlichen Entstehungsmechanismen.................cooooiiiiiin, 66

4. DiSKUSSION....cueiiiiiiiiiiiersr e e saes s s nanrasrran e ra s ran s samnaranranannnrnnannn 67
4.1 Unterschiede zwischen den Tumoren der vorderen Kommissur und den
Referenztumoren. ... ..o 68
4.2 Vergleich HPV-positive VS. HPV-negative Tumore der zwei
LoKalisatioNSgrUPPEN. .. ... .. e 70
4.3 HPV-negative Tumore: Tumore vorderer Kommissur vs. Tumore anderer
LoKalisSationen. ... ... 71
4.4 HPV-positive Tumore: Tumore vorderer Kommissur vs. Tumore anderer
LoKalisSationNen. ... ... 72
4.5 Molekulargenetik und die 3 identifizierten Entstehungsmechanismen des

VUV KA ZINOMS . . oo e e e 72

B, LIteraturverzZeiChnis.........vviiiiiiiiiie i riiisan e rrassnnnn s aansnnnesrannnnnren 77



1. Einleitung

1.1 Vulvakarzinom

1.1.1 Epidemiologie des Vulvakarzinoms

Das Vulvakarzinom ist eine seltene Erkrankung, die meist im hdheren Alter auftritt. In
den USA macht das Vulvakarzinom ca. 4% der Tumore des weiblichen Genitale aus mit
einer Inzidenz von 2,5/100000 pro Jahr (Judson 2006, Sankaranarayanan 2006). In
Deutschland zeigt sich eine hoéhere Inzidenz von 7/100000 pro Jahr (3000 neue Falle
jahrlich) (Krebsregister Schleswig-Holstein). Die Inzidenz des Vulvakarzinoms ist in
Europa und Nordamerika am hochsten und in Entwicklungslandern am niedrigsten, wobei
das letzte auch auf eine mangelhafte Dokumentation in diesen Landern zuriickzufiihren

ware (Sankaranarayanan 2006).

In den meisten Féllen (90%) handelt es sich um Plattenepithelkarzinome. Seltener
treten Melanome, Basalzellkarzinome, Adenokarzinome, Sarkome und undifferenzierte
Karzinome auf. Rauchen, HPV-Infektion, Immunsuppression, vulvare intraepitheliale
Neoplasien (VIN) und chronische vulvare Hauterkrankungen wie Lichen sclerosus stellen
die wichtigsten Risikofaktoren dar. Bei HIV-positiven Frauen besteht ein 6x hdoheres

relatives Risiko fur die Entstehung eines Vulvakarzinoms (Frisch 2000).

HPV-16 ist der am haufigsten isolierte HPV-Typ in vulvaren Lasionen. Es folgen HPV-
18, 31, 33 und 45 (Van der Avoort 2005, Skapa 2007, Lindell und Nasmann 2010).

Die Inzidenz des Vulvakarzinoms ist in den letzten Jahren gestiegen (Anstieg um 20%
zwischen 1973 und 2000) (Judson 2006). In Europa zeigte sich im Zeitraum 1999-2008
ein Inzidenzanstieg von 2,2 auf 6,1/100000 und weltweit von 1,5 auf 4,4/100000
(Krebsregister Schleswig-Holstein). Dieser Inzidenzanstieg ist mit der steigenden Anzahl
der HPV-Infektionen korreliert (Judson 2006). In einem Bericht vom amerikanischen
Nationalen Krebsregister wurde das Vulvakarzinom als eine der 12 Krebserkrankungen
bezeichnet, die zwischen 1992 und 1998 eine steigende Tendenz aufweisen (Howe 2001,
SEER-Registries). Im Zeitraum 1973-2004 wurde ein Anstieg der VIN-Lasionen um 3,5%

und der invasiven Vulvakarzinome um 1% pro Jahr beobachtet (Bodelon 2009).

Das Plattenepithelkarzinom der Vulva wird im Allgemeinen als eine Erkrankung der
alteren Frauen angesehen (mittleres Erkrankungsalter: 65-80J.). Innerhalb der letzten
Jahre ist jedoch ein bemerkenswerter Anstieg der Vulvakarzinome bei jungen Frauen
aufgefallen (Howe 2001). Dabei handelt es sich meistens um HPV-assoziierte Tumore,
die oft von einer VIN umgeben sind (Carter 1993, Messing 1995, Jones 1997, Losch

1999). Berichte Uber Frauen unter 18J mit Erstdiagnose eines Vulvakarzinoms sind in der
1



Literatur extrem selten (Roman 1991, Carter 1993, Al-Ghamdi 2002, Hampl 2006). Die
jungste Patientin mit Diagnose eines Vulvakarzinoms ist eine 13jahrige Patientin gewesen
(Mesrogli 1986).

Der bemerkenswerte Anstieg der Gesamtanzahl der Frauen mit Vulvakarzinom kénnte
sich durch den Anstieg der VIN-Lasionen bzw. durch die Progression von HPV-
induzierten VIN-Lasionen wahrend der letzten Jahre erklaren lassen, da die
schwergradigen VIN-Lasionen eine Vorstufe des Vulvakarzinoms darstellen (Jones 2005,
Judson 2006).

1.1.2 Tumorentititen des Vulvakarzinoms

Laut verschiedenen epidemiologischen und klinikopathologischen Studien kann das
invasive Plattenepithelkarzinom der Vulva in zwei Gruppen mit verschiedener

Pathogenese eingeteilt werden, die zwei Tumorentitaten bilden:

1. Vulvakarzinom der alteren Frauen (>50J.). Es handelt sich um differenzierte,
verhornende Plattenepithelkarzinome, die nicht Uber Vorstufen (VIN-Lasionen)
entstehen. Risikofaktoren sind nicht neoplastische epitheliale Lasionen wie der
Lichen sclerosus (Skapa 2007, van de Nieuwenhof 2009+2010+2011).

In einem groRen Teil dieser Tumoren werden p53-Mutationen und Uberexpression
von funktionslosem p53-Protein nachgewiesen (Hoevenaars 2008).

2. Vulvakarzinom der jlingeren Frauen (<50J). Zu dieser Gruppe gehoéren nicht
verhornende Plattenepithelkarzinome vom basaloiden/bowenoiden Typ oder
verrukdsen/non-bowenoiden Typ. Diese Karzinome sind HPV-induziert (meistens
HPV 16, 18, 31, 33) und entstehen tber VIN-Vorstufen. Als Risikofaktoren werden
die HPV-Infektion der Zervix, die Inmunsuppression, die HIV-Infektion, die positive
Kondylomen-Anamnese (als Ausdruck einer HPV-Infektion), der Nikotinabusus
und die hohe Anzahl von Sexualpartnern beschrieben. Eine p53-Uberexpression

kommt bei dieser Gruppe selten vor (Stroup 2008).

1.2 Molekulargenetische Grundlagen

1.2.1 Humane Papillomaviren (HPV) - Allgemein

HPV (human papilloma virus) ist ein ikosaederférmiges, doppelstrangiges DNA-Virus
mit einem Durchmesser von ca. 55nm (Howley 1996), das sich im Nukleus der befallenen
Zelle repliziert (Abb. 1). Trotz ihrer kleinen GroéRe, weisen HP-Viren eine sehr komplexe

Molekularbiologie auf. Das Genom des Virus besteht aus einer zirkularen,
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doppelstrangigen DNA (ca. 8kb) und beinhaltet die funf ,early* Gene (E1, E2, E5, E6 und
E7), deren Proteine fir die virale Replikation und fur die zelluldre Transformation benétigt
werden (Regulatorproteine E1 und E2 ; Onkoproteine ES, E6 und E7), sowie die ,late”
Gene L1 und L2, deren Strukturproteine das Viruskapsid bilden (Abb. 2) (Fuchs 1994, De
Villiers 2004).

Die Papillomaviren wurden urspringlich zusammen mit den Polyomaviren in der
gleichen Gruppe (Papovaviridae) eingeteilt. Der Grund dafir war das Vorhandensein
zyklischer, doppelstrangiger DNA und Ahnlichkeiten des Viruskapsids. Im Verlauf hat sich
erwiesen, dass sich die zwei Virusgruppen in der Grofle ihres Genoms erheblich
unterscheiden, und deren Nukleotid- und Aminosauresequenzen keine wesentlichen
Ahnlichkeiten aufweisen. Die International Committee on the Taxonomy of Viruses (ICTV)

hat deswegen die Papillomaviren als eigene Virusfamilie anerkannt (Papillomaviridae) und

von der Familie der Polyomaviren (Polyomaviridae) getrennt (De Villiers 2004).

Abb. 1: HPV unter dem Elektronenmikroskop Abb. 2: Das Genom des HP-Virus Typ 16

Die HP-Viren werden durch direkten Kontakt von Mensch zu Mensch tbertragen, v.a.
durch Geschlechtsverkehr (Uber 90%) und seltener in Schwimmbadern/Saunen oder Uber
gemeinsam benutzte Handtiicher. Die Inzidenz der HPV-Infektion ist weltweit sehr hoch,
ca. 70-80% der Frauen machen in ihrem Leben die HPV-Infektion durch. Die HPV-
Infektion im Anogenitalbereich ist somit die heutzutage am haufigsten vorkommende
sexuell Ubertragene Erkrankung. Diese Infektionen heilen groftenteils (ca. 70% bei
jungen Frauen) innerhalb von 6-18 Monaten aus (Ho 1998). Die Pravalenz der HPV-
Infektion zeigt eine Altersabhangigkeit und erreicht ihren Hohepunkt im reproduktiven

Alter, mit einem peak in der Altersgruppe von 20-25 Jahren (25%).



Bislang sind mehr als 100 verschiedene Typen von HP-Viren identifiziert worden. HP-
Viren sind epitheliotrope Viren und fir die Komplettierung ihres Lebenszyklus ist
differenziertes Plattenepithel  erforderlich. Die Ubertragung von HPV erfolgt am
wahrscheinlichsten Uber Kontakt mit abgestoRenen Keratinozyten (sexueller oder
indirekter Kontakt). Diese abgestolRene Keratinozyten enthalten Viruspartikel, die auf
irgendeine Art (meist Uber Mikroldsionen der Haut/Schleimhaut) den Wirtsorganismus

infizieren. Bis jetzt ist kein spezifischer Rezeptor ermittelt.

HPV kénnen sowohl gutartige Lasionen (z.B. Kondylome), als auch gering-, mittel-
oder hochgradige Praneoplasien verursachen, die zu einem invasiven Karzinom flhren
kénnen. Eine Infektion mit HPV flhrt oft zu mikroskopischen Lasionen, die mit bloRem
Auge kaum erkennbar sind. Die HPV- Infektion wird oft zuerst von einer Latenzphase
gefolgt. Zustande wie z.B. Immunsuppression kdnnen zu einer Aktivierung der latenten
Infektion fihren. Ansonsten ist in der Regel die Zeit von der Infektion mit HPV bis zur
Entstehung von Genitalwarzen 3 Monate, bis zur Entstehung einer Praneoplasie an der
Zervix noch langer.

Zahlreiche klinische und virologische Studien bestatigen die kausale Rolle der HP-
Viren bei der Entwicklung der intraepithelialen Neoplasien des unteren Genitaltraktes
(CIN, VAIN, VIN, AIN) und Plattenepithelkarzinome der Zervix, Vagina, Vulva und des
Anus. Die Gefahr, dass sich eine klinisch relevante intraepitheliale Neoplasie ausbildet,

besteht nur bei einer persistierenden HPV-Infektion.

Die Koiliozytose (griechisch: ,koilos“=hohl) ist das morphologische Korrelat der HPV-
Aktivitat. Diese Zellen (Koiliozyten ; Abb. 3) haben einen unregelmafigen, entrundeten

Kern und weisen eine perinukleare Aufhellung des Zytoplasmas auf.

)
R

Abb. 3: Koiliozyten

Es gibt ca. 40 HPV-Typen, die eine Infektion des Genitaltraktes verursachen kénnen.
Die Infektion der Genitalorgane kann entweder asymptomatisch verlaufen, oder zu

Kondylomen, dysplastischen Veradnderungen und invasiven Karzinomen fihren (zur
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Hausen 1999). Die verschiedenen HPV-Typen kénnen in zwei Gruppen unterteilt werden:
high-risk (HR-HPV) und low-risk (LR-HPV) (Tabelle 1). Die LR-HPV Typen sind mit
benignen L&sionen wie Condylomata acuminata, sowie mit leichtgradigen zervikalen
dysplastischen Lasionen assoziiert (Gissmann 1983, Brown 1999). Die HR-HPV Typen
konnen leicht- mittel- und schwergradigen zervikalen Dysplasien bis zum invasiven
Zervixkarzinom verursachen (Herrero 1999). Aufer dem Zervixkarzinom sind andere
HPV-assoziierte Malignome des Genitaltraktes das Vulvakarzinom (Hildesheim 1997),
Vaginalkarzinom, Analkarzinom (HPV-positiv in fast allen Fallen) und das Peniskarzinom.
85,3% der VIN-Lasionen und 40,4% der Vulvakarzinome sind HPV positiv. In den HPV-
induzierten Tumoren hat der HPV 16 eine Pravalenz von 80-90% (de Vuyst 2009).

Low risk HPV Typen (LR-HPV) High risk HPV Typen (HR-HPV)

6, 11, 40, 42, 43, 44, 54,61, 70, 72, 81 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68,
73, 82

Tabelle 1: low-risk und high-risk HP-Viren

Ein deutlicher Anstieg der HPV-assoziierten Erkrankungen der Vulva ist in
Deutschland und in Europa insgesamt zu verzeichnen. Die erkrankten Frauen sind auch
junger geworden im Vergleich zu vor Jahrzehnten (Krebsregister Schleswig-Holstein,
Zeitraum 1999-2008).

Zu den HPV-assoziierten Erkrankungen der Vulva gehoren die Kondylome, die VIN
(unterteilt in kondylomatds, basaloid und gemischt) und die plattenepithelialen
Vulvakarzinome. Die Vulva-Kondylome, die zu 90% auf die LR-HPV-Typen

zurlickzufuhren sind, sind benigne. Die HR-HPV-Typen induzieren die VIN-Lasionen.

HPV 16, 31, 33, 35, 58 und 67 sind die HPV-Typen, die am haufigsten beim
Vulvakarzinom nachgewiesen werden. Beim basaloiden und kondylomatosen Typ des
Vulvakarzinoms der jungen Frauen, werden hauptsachlich HPV 16, 18, 31 und 33 und
seltener 6, 11, 45 isoliert (Venuti 1989, Park 1991, Hording 1993, Milde-Langosch 1995,
Trimble 1996, Petry 1996, Junge 1997, Kagie 1997).

1.2.2 HPV und Mechanismen der Onkogenese

Die Mechanismen der HPV-assoziierten Onkogenese wurden erstmals von Harald zur

Hausen am Zervixkarzinom beschrieben (zur Hausen 1976, Durst 1983).




Die HPV-Genprodukte tragen zu mehreren Prozessen der Karzinogenese bei
(Unempfindlichkeit gegenuber Anti-Wachstum-Signalen, Hemmung der Apoptose,
grenzloses Replikationspotenzial, Angiogenese, Gewebsinvasion und Metastase)
(Hanahan 2000).

1.2.3 Die Rolle der viralen Onkoproteine

E6 und E7 sind die wichtigsten HPV-Onkoproteine (Munger 1989) und werden in
Zervixkarzinomen standig exprimiert. Die Expression des EG6-Proteins fihrt bei der
infizierten Zelle zu einer Unempfindlichkeit gegenuber Anti-Wachstum-Signalen und zum
Umgehen der Apoptose. Das E6-Protein verbindet sich mit dem E6-AP (E6-associated
protein). Der Proteinkomplex bestehend aus E6 und E6-AP verbindet sich mit dem
zellularen Tumorsuppressor p53, was zum Abbau des letzteren fuhrt (Huibregtse 1991,
Kuhne 1999).

Das Tumorsuppressorgen p53 aktiviert physiologischerweise die Expression von
Genen, deren Bedeutung in der Zellzykluskontrolle und Apoptose liegt (Oren 2003, Slee
2004) und wird bei DNA-Schaden und zellularem Stress vermehrt nachgewiesen. Im Falle
einer sehr ausgedehnten DNA-Schadigung kommt es zu einer vom p53 ausgeldsten
Aktivierung von proapoptotischen Genen, deren Produkte zur Zellapoptose flihren. Der
Verlust der p53-Funktion nach der Interaktion mit dem EG6 fiihrt in dieser Weise zum
Verlust der Zellzyklusregulation und der Apoptosefahigkeit. AulRerdem induziert E6 eine

Telomeraseaktivitat (Veldmann 2003).

Die Expression des E7-Proteins der onkogenen HPV-Typen fuhrt zu Unempfindlichkeit
gegenuber Anti-Wachstum-Signalen und zur Persistenz von Keratinozyten (Munger
2001). Dieser Effekt wird durch Wechselwirkungen mit dem Retinoblastom-
Tumorsuppressorprotein (pRb) und den Proteinen p107 und p130 vermittelt (Munger
2001). pRb ubt seine wachstumshemmende Wirkung aus, indem es einen Komplex mit
einer Gruppe von Transkriptionsfaktoren bildet, die insgesamt als E2F bezeichnet werden
(Munger 2001). pRb wird in normalen Zellen durch zyklinabhangige Kinasen (cyclin
depending kinases-cdk) phosphoryliert, bevor die Zelle in die S-Phase kommt. Der E7-
pRb-Komplex zerstért den pRb-E2F-Komplex, sodass die Zelle in die S-Phase kommt
(MclIntyre 1989, Munger 2001).

Die von den HR-HPV exprimierten Onkoproteine E6 und E7 sind somit in der Lage,
eine Deregulation der Zellzykluskontrolle zu bewirken. E6 und E7 sind aulerdem in der

Lage, den antiviralen und den antionkogenen Effekt der Interferon-vermittelten
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Immunreaktion zu unterdriicken. Demgemall kann eine persistierende HPV-Infektion

entstehen, indem das Virus dem Immunsystem entgeht (Tindle 2002).

1.2.4 Low-risk HPV vs. high-risk HPV

HR-HPV E7 binden pRb mit einer viel hdheren Affinitat als LR-HPV-Proteine (Gage
1990). HR-HPV EG6-Proteine fihren im Gegensatz zu den LR-HPV E6-Proteine zu einem
Abbau von p53 (Thomas 2005). Nur die HR-HPV-E6 Proteine aktivieren die Telomerase
(Klingelhutz 1996). Die LR-HPV EG6 Proteine flihren nicht zu Genominstabilitat (Duensing
2000).

1.2.5 Die Rolle der viralen Integration

Die HPV-Infektion ist sehr verbreitet, jedoch flhrt nur ein kleiner Prozentansatz der
Infektionen zu einer Praneoplasie oder einem invasiven Karzinom, und das erst mehrere

Monate bis Jahre nach der Erstinfektion.

Am Anfang der HPV-Infektion liegt das HPV-Genom in Form extrachromosomaler
Kopien vor. Mit der Zeit kann die virale DNA in die DNA der Wirtszelle integriert werden.
Dieses Phanomen korreliert mit dem Ubergang einer leichtgradigen in eine schwergradige
dysplastische Lasion (Hopmann 2004). Die HPV-Integration ist mit Genominstabilitat,
Therapieresistenz und schlechter Prognose assoziiert (Lazo 1999, Hopmann 2004). 40-
60% der HPV-Integrationen finden innerhalb oder sehr nah zu den sog. CFSs (common
fragile sites) der DNA statt. Die CFSs sind haufige Stellen von Translokationen,
Deletionen und Genamplifikationen (Thorland 2003, Wentzensen 2004, Yu 2005).

Die HPV-Integration hat Konsequenzen sowohl fiir das virale, als auch fir das
Wirtszell-Genom. Die Integration fuhrt zu einer erweiterten Expression der E6- und E7-
Gene, die wahrend des Integrationsvorgangs immer erhalten bleiben. Nach der
Integration kommt es namlich zu einem Verlust des E2-Gens, das physiologischerweise
fur die Transkriptionsregulation der E6- und E7-Gene zustandig ist. Nach der Integration
wird dadurch die E2-bedingte down-Regulation der Transkription von E6 und E7
aufgehoben und die zwei Onkoproteine werden Uberexprimiert (Lazo 1999). Die
Integration von HR-HPV-Genom ist mit chromosomaler Instabilitdt assoziiert. Die
Expression von E6 und E7 flihrt vor allem zu Chromosombriichen und abnormaler
Zentrosomenanzahl. Die Instabilitdt des Wirtszelle-Genoms ist der erste Schritt des

Vorgangs, der zur HPV-assoziierten Malignitat fihrt (Hashida 1991).



1.2.6 HPV und Angiogenese

Das einem Tumor angrenzende Endothel wird zur Neoangiogenese aktiviert, wenn die
Menge der vom Tumor produzierten Angiogeneseinduktoren hdher als die Menge der
Angiogeneseinhibitoren ist (Bouck 1996). Im Fall des Zervixkarzinoms zeigt sich eine
progrediente  Anderung des Verhaltnisses der  Angiogeneseinduktoren  zu
Angiogeneseinhibitoren zugunsten der ersten, wahrend sich die Zervixlasion von einer
leichtgradigen Dysplasie zu einem invasiven Zervixkarzinom entwickelt (vascular
endothelial growth factor VEGF und Thrombospondin-1) (Guidi 1995, Dobbs 1997,
Kodama 2001). Es hat sich gezeigt, dass die Expression der HR-HPV E6 und E7-
Genprodukte in der Wirtszelle in der Lage ist, einen angiogenetischen Prozess im

Gewebe auszuldésen (Toussaint-Smith 2004).

1.2.7 Nicht-virale Kofaktoren

Die meisten Frauen werden nach einer HR-HPV-Infektion keine dysplastische
Zervixlasionen entwickeln. Risikofaktoren fir die Entwicklung einer Zervixdysplasie nach
HPV-Infektion sind:

1. Rauchen. Inhalierte karzinogene Substanzen erreichen Uber die Blutbahn das
Epithel des unteren Genitaltraktes und werden dort angelagert. Zusatzlich bewirkt
Rauchen eine Schwachung der humoralen Immunabwehr (Carter 1993,
Prokopczyk 1997).

2. Pille. Die Verwendung von OC fiur Uber 5 Jahre erhoht das Risiko fur die

Entwicklung eines Zervixkarzinoms (Franco 2003, Smith 2003, Castle 2004).

Multiparitat (Schiffman 1995)

Ko-Infektion mit Herpes simplex Virus (HSV) (Aurelian 1984).

Infektion mit Chlamydia trachomatis in der Anamnese.

o a0 bk ow

Immunsuppression. HIV-positive Frauen haben ein ca. 7x bzw. 5x hdheres Risiko,
eine persistierende HPV-Infektion und eine HPV-assoziierte intraepitheliale
Neoplasie zu entwickeln (Williams 1994). Bei diesen Patientinnen kommt haufiger
auch eine multizentrische (Vulva, Vagina, Zervix, Anus) Manifestation von HPV-
Infektionen vor.



1.2.8 HPV Nachweisverfahren

Die Kenntnis des HPV-Status bei Feststellung von atypischen Zellen im Zervixabstrich
und im Rahmen des Zervixkarzinom-Screenings nimmt an Bedeutung zu. Die HPV-
Typisierung hat einen grof3en prognostischen und therapeutischen Wert, da dadurch eine
Differenzierung zwischen LR-HPV und HR-HPV ermdglicht wird, sowie die Feststellung
des Virustypus. Nach Identifizierung von HR-HPV  Typen kénnen die
Hochrisikopatientinnen klinisch intensiv beobachtet werden, v.a. wenn sie HPV- 16/18

infiziert sind (s.u.).

Der Hybrid Capture Il Test (HCII) ist ein signalamplifizierendes Hybridisierungsassay.
Der Test kann die zwei HPV-Gruppen (LR-HPV und HR-HPV) unterscheiden. Die Sonde
A identifiziert die LR-HPV Typen 6, 11, 42, 43, 44, und die Sonde B die HR-HPV Typen
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 und 68. Die Sensitivitat ist mit einer
Nachweisgrenze von 1pg DNA (entspricht ca. 5000 Viruskopien) sehr hoch. Der HCII fallt
bei 4-5% der Falle falsch negativ aus. Dieser Test ist weitverbreitet, ermdglicht aber nicht
die HPV-Typisierung, sowie die Identifizierung von einigen selten vorkommenden HPV-
Typen. Ein spezifischer Virustypisierungstest der Firma Qiagen ist inzwischen auf dem
Markt.

Im Gegensatz zum HCll-assay, sind die PCR-basierten Testsysteme in der Lage,
spezifische HPV-Typen zu identifizieren. Typ-spezifische, PCR- und DNA-sequencing
basierende HPV-Tests sind von verschiedenen Firmen auf dem Markt (Amphicor assay-
Roche Diagnostics, INNO-LiIPA HPV Genotyping kit-Immunogenetics Inc) (Speich 2004).

1.2.9 HPV Impfung

Fir die Herstellung der prophylaktischen Impfstoffe werden virusahnliche Partikel aus
dem primaren Strukturprotein L1 hergestellt, die in der Lage sind, die Synthese
virusspezifischer Antikorper hervorzurufen. Der quadrivalente Impfstoff Gardasil® (gegen
HPV 6, 11, 16 und 18) wurde in 2006 und der bivalente Impfstoff Cervarix® (gegen HPV
16 und 18) in 2007 in Europa zugelassen. Beide Impfstoffe schitzen gegen die HR-HPV
16 und 18, die in ca. 70% der HR-HPV Infektionen vorkommen und in unserer Studie in
92,5% der HR-HPV positiven Tumore der vorderen Kommissur und 95,7% der HR-HPV
positiven Tumore anderer Lokalisationen nachgewiesen wurden. Gardasil® bietet
zusatzlich Schutz gegen die LR-HPV 6 und 11, die fir die Mehrheit der Genitalwarzen
verantwortlich sind. Bei Frauen, die bei Beginn und am Zeitpunkt der 3. Einzelimpfung fr

HPV 6, 11, 16 und 18 negativ waren, wies die Impfung mit Gardasil® hinsichtlich der
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Pravention der mit diesen HPV-Typen assoziierten Vulvaerkrankungen eine Effektivitat
von 100% in einem Beobachtungszeitraum von 3 Jahren auf. Unter Berlicksichtigung der
Frauen mit schon vorliegender HPV-Infektion vor der Impfung, kann der o.g. Impfstoff das
Auftreten von vulvovaginalen und perianalen HPV-assoziierten Erkrankungen um 34%
senken (Garland 2007). Da auch bei den geimpften Frauen das Risiko einer HPV-
assoziierten Erkrankung weiterhin besteht (HPV-Infektion durch einen anderen HPV-Typ
oder schon existierende HPV-Infektion vor der Impfung), sind auch nach stattgehabter
Impfung die vorgesehenen klinischen und Vorsorgeuntersuchungen nach wie vor
notwendig. Die genaue Impfschutzdauer ist noch nicht bekannt und die Durchfiihrung
einer Auffrischungsimpfung 5 Jahre nach der 3. Einzelimpfung koénnte erforderlich sein. In
Deutschland wird die HPV-Impfung von der Standigen Impfkommission (STIKO) am
Robert Koch Institut fir Madchen und junge Frauen im Alter von 12 bis 17 Jahren

empfohlen.

1.2.10 p53

Das p53-Gen ist das bekannteste und am besten erforschte Tumorsuppressorgen.
Das p53-Protein aktiviert weitere Gene mit der Folge, dass der Zellzyklus in der G4/S-

Phase arretiert wird. Das p53-Gen ist somit ein wichtiger Baustein der Tumorsuppression.

Schadigungen der DNA wahrend der G;-Phase flhren zu einem unmittelbaren Stopp
des Zellzyklus. Dieser Effekt wird im Wesentlichen durch das p53-Protein vermittelt,
welches innerhalb von 30 Minuten nach DNA-Schadigungen in erhéhter Konzentration
vorliegt (Kastan 1991). Ein einzelner DNA-Doppelstrangbruch ist schon ausreichend, um

diese Reaktion auszulosen.

Aus dem p53-induzierten Anhalten des Zellzyklus in der Gs-Phase ergibt sich fur die
Zelle ein lebensnotwendiger Vorteil: Durch voribergehendes Verbleiben in der G-Phase
bis zur Beseitigung der DNA-Schadigung durch zellulare DNA-Reparaturmechanismen
wird die Replikation von mutierter DNA verhindert, die ansonsten zur irreparablen
Festschreibung vererbbarer Mutationen fihren wirde. Sobald die Reparatur der DNA-
Schadigung abgeschlossen ist, fallt der p53-Spiegel auf das Ausgangsniveau zurtick und

die Zelle tritt wieder in den weiteren Zellzyklus ein (Kastan 1991).

Bei schweren DNA-Schadigungen, fur deren Beheben die zelluldaren DNA-
Reparaturmechanismen nicht ausreichend sind, ist das Absterben der Zelle als
Schutzmechanismus vorprogrammiert (Apoptose-programmierter Zelltod). Das p53-
Protein hat eine zentrale Bedeutung fir die Auslosung der Apoptose. Damit ist p53 der
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mafgebliche Faktor, der die Entscheidung zwischen voriibergehendem Anhalten des
Zellzyklus fur lebenserhaltende MaRnahmen der Zelle oder der Einleitung des

programmierten Zelltodes trifft.

Durch p53 kommt es infolge eingetretener DNA-Schadigungen zu einem
Zellzyklusarrest, worauf sich die Bezeichnung des p53-Proteins als ,guardian of the
genome” beruht (Lane 1992). Im Falle einer Beeintrachtigung oder Ausschaltung dieser
Funktion, teilen sich Zellen mit nicht reparierten DNA-Schaden ungehindert, replizieren ihr

Genom und kénnen somit die Mutation an die Tochterzellen weitergeben.

Der Zellzyklusregulator p53 ist in Uber 50% aller Karzinome mutiert. p53-Mutationen
wurden in 30% der Mammakarzinome und 55% der Ovarialkarzinome nachgewiesen
(Bauknecht 1994). Das Zervixkarzinom stellt eine Ausnahme dar. 95% der
Zervixkarzinome zeigen keine alterierte Expression des p53-Gens (zur Hausen 2000).
Durch die Interaktion des viralen E6-Gens, vermittelt Uber das E6-assoziierte Protein (E6-

AP), kommt es jedoch zu einer funktionellen Ausschaltung des p53-Gens.

Im Falle des Vulvakarzinoms, kann eine Interaktion mit dem HPV E6-Onkoprotein,
oder eine p53-Mutation ohne stattgehabte HPV-Infektion zur p53-Deaktivierung flihren
(Engelmann 2003). Eine p53-Uberexpression wird in 50-88% der Vulvakarzinome
berichtet (Lee 1994, Pilotti 1995, Kagie 1997, Engelmann 2003). Eine Metaanalyse von
10 Studien zeigt, dass eine p53-Uberexpression haufiger bei HPV-negativen als bei HPV-
positiven Vulvakarzinomen vorkommt (58% vs. 33%) (Rosenthal 2003). Die p53-
Uberexpression wird mit dem Schweregrad der intraepithelialen Neoplasie hdher, sodass
die p53-Uberexpression als ein Index der Proliferation abnormaler Zellen dargestellt
werden kann. Dementsprechend konnte p53 als Progressionsmarker fir intraepitheliale
neoplastische Lasionen nitzlich sein und als ein Marker verwendet werden, um
Patientinnen zu identifizieren, die ein erhohtes Risiko fir die Entstehung eines

Vulvakarzinoms auf dem Boden einer VIN haben (Engelmann 2003, Rosenthal 2003).

1.2.11 p16™**? (inhibitor of kinase 4)

Das p16™**-Protein spielt eine entscheidende Rolle bei der Regulation des normalen
Zellzyklus. Es ist Teil der Signalkaskade, die nach Abschluss der Zelldifferenzierung

weitere Zellteilungen verhindert.

Nach onkogener Transformation von Zervixzellen, hervorgerufen durch HR-HPV,

kommt es aufgrund der Deregulation des Zellzyklus zu einer deutlich messbaren

Uberexpression von p16™¢42,
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Im Normalzustand wird der Transkriptionsfaktor E2F durch das Retinoblastomprotein
(pRb) gebunden. Das fuhrt zu einer Hemmung der Transkription von Genen, die die
Zellproliferation férdern, sowie der Transkription des p16™“2-Gens. Eine persistierende
HR-HPV Infektion kann zu einer Stérung des funktionellen Proteinkomplexes pRb-E2F
fuhren. Das virale Onkoprotein E7 ist in der Lage, sich mit dem pRb zu verbinden, was zu
einer Freisetzung von E2F fihrt. Durch den E7-pRb-Komplex wird die Blockade der p16-
Gene aufgehoben und es kommt zu einer Uberexpression von p16™“?. Im Falle einer
Freisetzung des E2F aus dem E2F-pRb-Komplex, kommt es zur Aufhebung der Blockade
der Transkription des p16™*®-Gens und ein funktionelles p16™*“2-Protein wird in der Zelle

gebildet.

Bei einer durch E7 induzierten onkogenen Transformation der Zelle, kommt es
unabhangig vom HR-HPV Typ zu einer Uberexpression vom p16™“@-Protein. Der
Wirkungsmechanismus des viralen E7-Onkoproteins ist bezlglich der Blockierung von
pRb und Uberexpression von p16™“? bei allen HR-HPV gleich. Die Uberexpression von
p16™“2 ist somit ein Marker fiir eine onkogene Aktivitat aller HR-HPV. Durch den
Nachweis von p16™“?® werden diejenigen Falle entdeckt, bei denen eine virale, HPV-
induzierte onkogene Aktivitat vorliegt. p16™*? ist ein molekularbiologischer Indikator fiir
das Zervixkarzinom und seiner Vorstufen (Wang 2004, Dehn 2007, Bergeron 2010,
Galgano 2010).

In einer hollandischen Studie (Van der Avoort 2005) zeigten 75% der Vulvakarzinome
keine, 6% eine leichte und 19% eine starke p16™*®-Expression. Es wurde keine
statistisch signifikante Korrelation zwischen dem Differenzierungsgrad der Karzinome und

der p16™¢“2_Expression nachgewiesen.

1.3 Klinik

1.3.1 Condylomata acuminata

Die haufigste, durch HPV induzierte gutartige Erkrankung sind Feigwarzen. Die
Pravalenz der Condylomata acuminata (Genitalwarzen) betragt ca. 10%. Wie die
Uberwiegende Anzahl aller HPV-Infektionen, werden Kondylome fast immer entweder
durch Geschlechtsverkehr oder durch Hautkontakt im Bereich der Genitalorgane
Ubertragen. Die Moglichkeit der Ubertragung durch Hautkontakt ohne stattgehabte
Penetration erklart auch das Vorkommen von genitalen Kondylomen bei Jungfrauen
(Winer 2003). Die Inkubationszeit dauert durchschnittlich 3 Monate (von 3 Wochen bis 18
Monate). Orale und laryngeale Kondylome kénnen sowohl bei Erwachsenen (nach oralem
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Verkehr) als auch bei 2-5jahrigen Kindern (Ubertragung wahrend der Geburt bei
ausgepragtem Kondylomenbefall des mutterlichen Genitaltraktes) vorkommen (Sinclair
2005).

Anogenitale Warzen werden in 90% der Falle von den LR-HPV 6 und (seltener) 11
verursacht. Im Fall der HPV 6 und 11 findet eine Integration des viralen Genoms in das
Genom der Wirtszelle fast nie statt, sodass die Karzinogenese auf dem Boden HPV 6/11-
positiven Kondylomen ein sehr seltenes Phanomen ist. Bei Menschen ohne
beeintrachtigtes Immunsystem haben Genitalwarzen, wenn Uberhaupt, ein sehr niedriges
Entartungsrisiko. Bei immunsupprimierten Menschen zeigt sich ebenfalls kein erhdhtes
Risiko fur eine maligne Transformation der Genitalwarzen, obwohl in diesem Kollektiv die
Entstehung anogenitaler Prakanzerosen und Malignomen mit dem Vorhandensein von
Genitalwarzen assoziiert ist (Palefsky 2000, Ferenczy 2003). Diese Patienten (AIDS, Z.n.
Organtransplantation, Fanconi-Anamie) haben eine Neigung zu gleichzeitigen LR- und
HR-HPV- und oft auch multiplen Infektionen. In diesem Kollektiv kbnnen Genitalwarzen
(als Folge einer LR-HPV-Infektion) simultan mit invasiven Karzinomen vorkommen, die
sich ihrerseits auf dem Boden einer pramalignen (als Folge einer HR-HPV-Infektion

entstandenen) epithelialen Lasion entwickelt haben (Spence 2005).

Condylomata acuminata sind exophytische, papillare, blumenkohlartige Lasionen. Sie

kommen hauptsachlich in den nicht-behaarten Hautarealen des auferen Genitale und

seltener auf epithelialen Oberflachen (Introitus vaginae, Analkanal, obere Atemwege) vor
(Abb. 4, Abb. 5).

Abb. 4: Condylomata acuminata der Vulva Abb. 5: Histologisches Bild eines Kondyloms mit Koiliozyten
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Da HPV-Infektionen oft multifokal sind, sind bei ca. 1/3 der Patientinnen mit
Genitalwarzen HPV-assoziierte Lasionen im Bereich der Zervix, der Vagina und des
meatus urethrae nachweisbar. Bei den zervikalen Lasionen handelt es sich meistens um
leichtgradige Dysplasien (CIN 1), wahrend héhergradige Lasionen (CIN 2-3) in ca. 2% der
Betroffenen zu finden sind. Dementsprechend ist bei Patientinnen mit Condylomata

acuminata die kolposkopische Untersuchung von Vagina und Zervix obligat (Li 2003).

Die prophylaktische Impfung gegen HPV 6/11/16/18 mit Gardasil® hat in der
Pravention von HPV 6/11-positiven Genitalwarzen eine 95-99% Erfolgsrate gezeigt
(Ferenczy 2007). Die prophylaktische Impfung wirkt Gber die Produktion von Anti-HPV-
Antikérpern. Aktuell wird an der Entwicklung therapeutischer Impfstoffe gearbeitet. Die
Induktion der zellularen Immunitat inklusiv zytotoxischer Zellen, die fur die Zurtckbildung
der bereits vorhandenen Genitalwarzen erforderlich ist, ist viel schwieriger (Coleman
1994). Die therapeutische Impfung zeigt jedoch in den bisher gelaufenen Studien keine
besseren therapeutischen Ergebnisse im Vergleich zu den eingesetzten medikamentdsen

oder operativen therapeutischen Ma3nahmen (Vandepapeliere 2005).

1.3.2 Vulvare intraepitheliale Neoplasie (VIN)

In 1987 wurde von der Committee of Nomenclature of the International Society for the
Study of Vulvar Disease (ISSVD) und der Committee on Histological Classification of
Vulvar Tumors and Dystrophies of the International Society of Gynecological Pathologists
der Terminus “Vulvare Intraepitheliale Neoplasie — VIN” eingefiihrt (Colgan 1998). Nach
dieser Definition, hat der Begriff der VIN eine Reihe von unubersichtlichen und
verwirrenden Termini, wie Leukoplakie, Morbus Bowen, Bowenoide Papulose, Bowenoide

Dysplasie, Bowenoide Atypie, Erythroplasie de Queyrat, carcinoma simplex etc. ersetzt.

Bei einer VIN befinden sich die neoplastischen Zellen innerhalb des Plattenepithels.
Die Lasion kann sich eventuell spontan zurickbilden, oder persistieren, oder zu einem
invasiven Karzinom fihren. VIN wurde in drei Grade unterteilt (1-3): VIN 1 (leichte
Dysplasie — Lasion im unteren Drittel des Epithels), VIN 2 (mittelschwere Dysplasie —
Lasion in der unteren Halfte des Epithels) und VIN 3 (schwere Dysplasie bis Carcinoma in
situ — Lasion in den unteren zwei Dritteln bis zur ganzen Schichtdicke des Epithels)
(Report der ISSVD 1990).

Es gibt keine epidemiologischen oder histopathologischen Daten, die den
Zusammenhang zwischen VIN 1 und VIN 3 eindeutig machen. Bei VIN 1 handelt es sich

um ein flaches Kondylom mit oder ohne Koiliozytose, das frei von nuklearer Aneuploidie
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und abnormalen Mitosen ist, die zu den Charakteristika der VIN 2- und VIN 3-Lasionen
gehdren (Srodon 2006). Diese Befunde sprechen gegen ein Entwicklungspotential einer
VIN 1- zu einer VIN 3-Lasion. Es gibt keine Hinweise, dass VIN 1 eine Krebsvorstufe ist
(Sideri 2005). VIN 1 kann hdchstens als ein Risikoindikator fir die Entwicklung einer VIN

2 oder VIN 3 angesehen werden.

In Anlehnung an den neuesten Daten, hat ISSVD die Abschaffung der Einstufung der
VIN in den drei 0.g. Graden vorgeschlagen, indem VIN 1 gestrichen und VIN 2 und VIN 3
als VIN zusammengefasst wurden. Histologische Veranderungen, die bis jetzt der VIN 1
zugeordnet wurden, werden als flache Condylomata acuminata bezeichnet (Preti 2000,

Sideri 2005). Dementsprechend, gibt es nach dem neuesten Stand zwei VIN-Gruppen:

1. VIN-usual type (VIN-u): zu dieser Gruppe gehdren die ehemaligen VIN 2- und VIN
3-Lasionen, inklusive der alteren Termini wie Morbus Bowen, Bowenoide
Papulose, Dysplasie, Carcinoma in situ. Die Lasionen dieser Gruppe sind mit HR-
HPV assoziiert, insbesondere HPV 16 und kdnnen histologisch in kondylomatds,
basaloid und gemischt (kondylomatds/basaloid) unterteilt werden.

2. VIN-differenciated type (VIN-d): die Lasionen dieser Gruppe sind generell nicht
HPV-assoziiert. Eine Veranderung im p53-Gen spielt eine wichtige Rolle in der
Entstehung der VIN-d in Abwesenheit einer HR-HPV-Infektion (Kagie 1997, Yang
2000).

Die Klassifikation der VIN erfolgt ausschliesslich nach morphologischen Kriterien und
nicht nach HPV-Status oder klinischem Erscheinungsbild (Yang 2000, Sideri 2005,
Scurry 2006). Zu den histologischen Merkmalen der VIN gehoéren: erhdhte Mitoserate,
Dyskeratosen, Kernatypie, Kernvergrofierung, basale Hyperplasie, Hyperchromasie,
Akanthosen, Hyper- und Parakeratosen und die Erhaltung der Basalmembran (Abb. 7)
(Dillner 2010).

VIN-u kommt als uni- oder multifokale Lasion vor. Klinisch zeigt sie sich als Fleck,
Erosion, Plaque, oder papillare Lasion (Abb. 6). VIN-u befindet sich in der Umgebung von
ca. 30% der invasiven kondylomatésen oder basaloiden Plattenepithelkarzinome der
Vulva. VIN-u ist die Vorstufe des nicht verhornenden basaloiden und kondylomatdsen
Plattenepithelkarzinoms der Vulva. In ca. 6-7% entwickelt sich auf dem Boden einer VIN-u
ein Vulvakarzinom (Herod 1996, Husseinzadeh 1999, Van Seters 2005, Todd 2005),
wobei Rauchen und Immunsuppression wichtige Risikofaktoren sind (Herod 1996, Korn
1996, Ferenczy 2003, Goffin 2006). VIN-u erscheint typischerweise bei jliingeren Frauen
(Durchschnittsalter 30 Jahre), die meistens Uber eine héhere Anzahl von Sexualpartnern

berichten. VIN-u ist in ca. 50% der Falle symptomatisch (Juckreiz, Brennen). Die
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Diagnose wird histologisch gestellt und aufgrund des mdglichen simultanen
Vorhandenseins einer Dysplasie der Vagina und/oder des Zervixbereiches (CIN) ist die
Durchfiihrung einer Kolposkopie obligat (Van Seters 2005). Auch die Analregion muss
inspiziert werden. Das HPV-Impfstoff Gardasil® zeigt in klinischen Studien eine Effektivitat
in bis zu 100% bei der Pravention der HPV-assoziierten VIN-u bei jungen Frauen von 15-
26 Jahren (Villa 2005, Garland 2007, Joura 2007, Dillner 2010).

VIN-d kommt meistens als ein Ulcus, Plague oder kondylomatdse Lasion in der
Umgebung eines Lichen sclerosus bei alteren Frauen (Durchschnittsalter 70 Jahre) vor
und ist mit dem verhornenden Plattenepithelkarzinom der Vulva assoziiert (Yang 2000,
Hart 2001, Jones 2001), dessen Pathogenese mit chronischen vulvaren Dermatosen,
chronischen Wundzustanden (Kratzen) und Lichen sclerosus zusammenhangt (Zur
Hausen 1982 , Hording 1994, Trimble 1996, Scurry 1999). VIN-d ist die Vorstufe des gut
differenzierten, verhornenden Plattenepithelkarzinoms der Vulva.

In mehreren Studien wird Uber die steigende Anzahl von VIN-Lasionen bei jungen
Frauen in den letzten Jahren berichtet. Die Zunahmen sind bis zu 4fach (Sturgeon 1992,
Iversen 1998, Losch 1999, Joura 2000, Jones 2001, Judson 2006).
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Abb. 6: Multifokale VIN Abb. 7: Histologisches Bild einer VIN-Lasion
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1.3.3 Lichen sclerosus

Die meisten Patientinnen mit Lichen sclerosus (LS) befinden sich im 40.-70.

Lebensjahr.

Die Ursache des LS ist bisher unbekannt. Verschiedene atiologische Parameter
werden diskutiert und die Pathophysiologie ist multifaktoriell (Meyrick Thomas 1988,
Wakelin 1997, Farrell 1999, Powell 1999, Powell 2001).

Das klinische Erscheinungsbild ist vielgestaltig. Die haufigsten klinischen Symptome
sind Juckreiz (der sehr ausgepragt und persistierend sein kann), Schmerzen,
Hautirritation, Brennen, Dysurie bis zum Harnverhalt und Dyspareunie. Der
persistierende Juckreiz, der das haufigste Symptom des Lichen sclerosus ist, kann durch
das standige Kratzen zu Hautabschurfungen, Fissuren und sekundaren Infektionen

fuhren. Der LS kann auch symptomlos sein.

In der klinischen Untersuchung findet sich eine diffuse Leukoplakie im Bereich der
Vulva, des Perineums und der perianalen Region und die Haut zeigt einen
charakteristischen porzellanweillen Glanz. Seltener kommt es zu einer erythematésen
Lasion und Fissuren. Die Progredienz der atrophischen Veranderungen kann bis zur
kompletten Zurlckbildung der kleinen Labien und der Kilitoris fuhren. Bei
fortgeschrittenem Zustand kommt es zu Labiensynechien, Introitusstenose bzw.
Introitusverschluss. Ein Befall der Vagina kommt nicht vor. Mit der Zeit kann es zu einer

Verdickung des Gewebes kommen (Abb. 8).

Die Diagnose ist klinisch und wird durch Biopsieentnahme und histologische
Untersuchung bestatigt. Das histologische Erscheinungsbild zeigt typischerweise eine
Atrophie der Epidermis mit Hyperkeratose und hydropischer Degeneration der basalen
Schicht. In der Dermis finden sich Odem, sowie eine Homogenisierung des Kollagens und

ein entzindliches Infiltrat aus mononuklearen Zellen (Abb. 9).
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Abb. 8: Klinisches Bild eines Lichen sclerosus Abb. 9: Histologisches Bild eines Lichen sclerosus

Die wichtigsten Differenzialdiagnosen sind Vitiligo, Lichen planus, postmenopausale

Atrophie, pemphigus vulgaris, Lichen simplex chronicus und Morbus Paget.

Der Lichen sclerosus kann als chronische entziindliche Dermatose zur Karzinogenese
fuhren und in 4-5% kann sich auf dem Boden eines LS ein Plattenepithelkarzinom der
Vulva entwickeln (Scurry 1997). In diesen Fallen wird eine Immundysregulation als

Ursache behauptet (Regauer 2002).

Eine lokale Therapie fuhrt zur drastischen Minderung der Beschwerden, eine Heilung
ist jedoch trotz mehrerer zur Verfligung stehender Therapiekonzepte nicht zu erwarten.
Ein langjahriges follow-up ist erforderlich, da die betroffenen Frauen ein Risiko fur die

Entwicklung eines Vulvakarzinoms haben.

1.3.4 Klinisches Erscheinungsbild des Vulvakarzinoms

Das Vulvakarzinom zeigt ein langsames Wachstum und aus seinen Vorstufen
entwickelt sich ein invasives Karzinom innerhalb einer ca. 8 Jahre-langen Periode (Gotlieb
2003). Altere Patientinnen kommen haufiger mit fortgeschrittenem klinischem Befund,
wobei soziale Hindernisse zu einer Verspatung der Arztvorstellung und der Diagnose
fuhren und diese Tatsache erklaren kénnen (Homesley 1995, Canavan 2002, Stehman
2006). Zusatzlich fuhren altere Frauen Selbstuntersuchungen der Vulva seltener durch
und im Fall eines Lichen sclerosus oder einer chronischen Entziindung sprechen sie den
Arzt erst nach durchschnittlich 9 Monaten an (Canavan 2002). Es hat sich auch gezeigt,

dass viele Arzte zu der Verspatung der Diagnosestellung beitragen, indem sie
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Medikamente gegen die angegebenen Beschwerden (Juckreiz, Brennen) verschreiben,
bevor sie eine Biopsie von dem klinisch suspekten Befund entnehmen bzw. die Patientin
in ein Zentrum fir gynakologische Onkologie/Dysplasiezentrum Gberweisen. Dies flhrt zu
einer Verspatung der Diagnosestellung um ca. 12 Monate (Canavan 2002).

Das durchschnittliche Zeitintervall zwischen Auftreten von Symptomen bis zur
Frauenarztvorstellung betragt ca. 8 Monate.

Die Lasionen kénnen uni- oder bilateral auftreten und kdnnen sich als exophytische
Tumoren, Ulzerationen oder Flecken manifestieren (Abb. 10). Im Rahmen der
Erstvorstellung zeigt sich bei alteren Frauen haufiger ein fortgeschrittener Lokalbefund.
Die haufigsten Beschwerden umfassen Juckreiz, Brennen, Dysurie, Blutung oder
tastbaren Tumor. Das Plattenepithelkarzinom der Vulva gibt in erster Linie lymphogene
Metastasen (inguinale und pelvine Lymphknoten), wahrend die hamatogene
Metastasierung ein seltenes Ereignis ist.

Abb. 10: Vulvakarzinom der kleinen Labie (li) auf dem Boden eines Lichen sclerosus
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1.3.5 Stadieneinteilung des Vulvakarzinoms

Die Stadieneinteilung des Vulvakarzinoms (TNM und FIGO) wird in den Tabellen 2 und 3

angegeben.

T1
Tla
Tib
T2
T3

NO
N1la
N1b
N2a
N2b
N2c
N3
M1

auf Vulva und Perineum begrenzt

grote Ausdehnung < 2cm und Stromainvasion < Imm

grote Ausdehnung > 2cm oder Stromainvasion > Imm

Infiltration von Vagina (unteres Drittel), Urethra (unteres Drittel), oder Anus
Infiltration der oberen zwei Drittel von Urethra/Vagina, Blasenschleimhaut, Rektumschleimhaut, oder
fixiert mit dem Beckenknochen

regionare (inguinale) Lymphknoten nicht befallen

zwei Lymphknotenmetastasen < 5mm

eine Lymphknotenmetastase beliebiger GroRe

drei oder mehr Lymphknotenmetastasen < 5mm

zwei Lymphknotenmetastasen, mindestens eine > 5mm

extrakapsuldre Ausbreitung

fixiert/ulzeriert

Fernmetastasen (inkl. pelvine Lymphknoten)

Tabelle 2: Stadieneinteilung des Vulvakarzinoms TNM (2010)

FIGO |
FIGO IA

FIGO IB

FIGO Il
FIGO lll

FIGO IIIA

FIGO 11IB

FIGO 1lIC

FIGO IV

FIGO IVA

FIGO IVB

Tumor auf Vulva begrenzt
auf Vulva / Perineum begrenzt, < 2cm und Stromainvasion < 1mm, negative Lymphknoten

auf Vulva / Perineum begrenzt, > 2cm oder Stromainvasion > 1mm, negative Lymphknoten

Infiltration von Vagina (unteres Drittel), Urethra (unteres Drittel), oder Anus

regiondre Lymphknotenmetastasen (= inguinale und femorale Lymphknoten)

(i) 1 Lymphknotenmetastase >5 mm oder

(ii) 1-2 Lymphknotenmetastasen <5 mm

(i) 2 oder mehr Lymphknotenmetastasen > 5 mm oder
(ii) 3 oder mehr Lymphknotenmetastasen <5 mm
Positive Lymphknoten mit extrakapsuldarem Befall
Tumorbefall anderer regiondrer Lokalisationen

(obere 2/3 Urethra oder Vagina) oder Fernmetastasen

(i) Befall der oberen Urethra und/oder Mucosa der Vagina, Blase oder
Rektum, oder pelvine/ossére Fixation, oder

(ii) fixierte oder ulzerierte inguinofemorale Lymphknoten

Fernmetastasen (inkl. pelvine Lymphknoten)

Tabelle 3: Stadieneinteilung des Vulvakarzinoms nach FIGO (Modifikation 2009)
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1.3.6 Therapie des Vulvakarzinoms

Die optimale Therapie und die Prognose sind unabhangig vom Tumorstadium bei
Diagnose. Die Therapiemoglichkeiten umfassen Operation, Radiotherapie und

Chemotherapie.

Die radikale Vulvektomie en bloc mit bilateraler inguinofemoraler Lymphonodektomie
war bis vor ca. 20 Jahren die operative Standardtherapie. Aufgrund der hohen
postoperativen Morbiditat (Wundheilungsstérungen, Lymphdédem, Lymphozelenbildung,
Dyspareunie, femorale Hernie, Genitalprolaps, Stressinkontinenz), wurde die o.g.
ausgedehnte Operation durch die triple-incision Technik ersetzt. Diese ist mit einer
niedrigeren Komplikationsrate ohne Beeintrachtigung des onkologischen Ergebnisses
verbunden (Weikel 2005, Woelber 2011). Die operative Therapie des Vulvakarzinoms
kann zur Verschlechterung der Lebensqualitdt mit psychosexuellen Stérungen und
Minderung der Kohabitationsfrequenz flihren (Green 2000, de Hullu 2002).

In frihen Stadien stellt die radikale lokale Exzision mit einem Sicherheitsabstand von

1cm eine sichere Alternative zur radikalen Vulvektomie dar.

Die systematische inguinofemorale Lymphonodektomie ist bei Tumoren mit
Invasionstiefe >1mm indiziert. Sie umfasst die Entfernung der oberflachlichen und tiefen
Leistenlymphknoten, wobei die Entfernung von mindestens sechs Lymphknoten in jeder
Seite empfohlen wird. Inguinale Lymphknotenmetastasen kommen bei 25-30% der Falle
vor und sind der wichtigste Prognosefaktor beim Vulvakarzinom. Bei Patientinnen mit
TumorgroRe <4cm und klinisch unauffalligen Leistenlymphknoten kann in erfahrenen
Zentren eine Sentinel-Lymphonodektomie durchgefiihrt werden. Die Detektionsrate bei
der Sentinel-Lymphknotendarstellung betragt 94%-98%, die falsch negative Rate
zwischen 3-7% (Hampl 2008, van der Zee 2008, Lindell und Jonsson 2010). Falls eine
Mikrometastase oder isolierte Tumorzellen in den Sentinel-Lymphknoten vorkommen,
sollte eine komplette inguinofemorale Lymphonodektomie durchgefiihrt werden. Im Falle
eines mikroinvasiven Karzinoms (<2cm Grofle und <1mm Invasionstiefe) ist eine
Lymphonodektomie nicht indiziert, da die Rezidivrate sehr gering ist und
Lymphknotenmetastasen selten (<1%) vorkommen (AGO-Leitlinie Vulvakarzinom 2009).
Bei mehr als 3 positiven Leistenlymphknoten sollten die pelvinen Lymphknoten mitentfernt

werden.

Eine adjuvante Radiotherapie der Leisten ist indiziert, wenn nach erfolgter bilateraler
Leistenlymphonodektomie mehr als zwei Lymphknoten befallen sind bzw. wenn eine
Lymphknotenmetastase mit Kapseldurchbruch vorliegt. Eine weitere Indikation stellt das

Vorhandensein einer grof’en (>1cm) Lymphknotenmetastase dar (AGO-Leitlinie
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Vulvakarzinom 2009). Das kleine Becken muss bei positiven pelvinen Lymphknoten
mitbestrahlt werden.

Eine kombinierte Radiochemotherapie kann bei einem sehr ausgedehnten
Lokalbefund oder bei inoperablen multimorbiden Frauen appliziert werden, oder als
neoadjuvante Therapie eingesetzt werden, um eine Tumorvolumenreduktion zu erreichen
(z.B. bei Analbefall). Die Indikation zu einer neoadjuvanten Radiochemotherapie soll sehr
vorsichtig gestellt werden, da sie zu einer hohen Rate an OP-Komplikationen fihrt. Als
Chemotherapieschemata werden Cisplatin/5-Fluoruracil oder Mitomycin C/5-Fluoruracil

eingesetzt (Tans 2010).

Die alleinige Chemotherapie ist eine therapeutische Mdglichkeit bei Patientinnen mit
metastasiertem Vulvakarzinom, fir die eine Re-Operation keine Therapieoption mehr
darstellt. Zu den eingesetzten Chemotherapieschemata gehdren Cisplatin/Vinorelbin oder
Bleomycin/Methotrexat/Lomustine (Cormio 2009). Die Ansprechsraten sind &auferst

gering, deshalb ist die Indikation sehr kritisch zu sehen.

1.3.7 Prognose

Die Prognose ist mit dem inguinalen Lymphknotenstatus am engsten assoziiert, dies
ist der wichtigste Prognosefaktor (Lindell und Jonsson 2010, Lindell und Nasmann 2010).
Weitere Prognosefaktoren fir das Uberleben und das Rezidivrisiko sind TumorgroRe,
Grading, klinisches FIGO-Stadium und Tumorfreiheit der Resektionsrander nach erfolgter
Operation. Der HPV-Status des Tumors wird in den letzten Jahren als Prognosefaktor
beim Vulvakarzinom angesehen und ist mit einer hdheren Uberlebensrate assoziiert
(Lindell und Nasmann 2010). Der HPV-Status und das Alter bei Erstdiagnose hatten in
friheren Arbeiten bisher keine Relevanz fir das Rezidivrisiko gezeigt (Messing 1995).

80% der Rezidive (meistens Lokalrezidive) treten wahrend der ersten zwei Jahre auf.

Bei FIGO-Stadium | zeigt sich eine 5J- Uberlebensrate von 78,5%, bei Stadium Il 63%,
bei Stadium Il 41% und bei FIGO-Stadium IV von 13% (Beller 2006).

1.3.8 Aktuelle epidemiologische Aspekte des Vulvakarzinoms

In der Universitatsfrauenklinik DUsseldorf zeigte sich innerhalb der letzten 30 Jahren
eine Verdoppelung der Anzahl der Patientinnen mit Vulvakarzinom, wobei sich eine 4-
fache Erhéhung der Anzahl der jungen Patientinnen (+372%) beobachtet wurde. Der

Anstieg der Vulvakarzinome von 1980 bis 2007 lag bei 192%, dies bei gleichzeitiger
22



Abnahme des Durchschnittsalters der Patientinnen. Das Durchschnittsalter im Zeitraum
1980-1989 lag bei 65,6 Jahren, im Zeitraum 1989-1998 bei 63,9 Jahren, und im Zeitraum
1998-2007 bei 57,0 Jahren (Diagramm 1). D.h., das Durchschnittsalter der Patientinnen
sank um ca. 9 Jahre, und die Anzahl der unter 50J-alten Frauen, die an Vulvakarzinomen
erkrankten, nahm um 372% zu. Die Anzahl der betroffenen jungen (<50J) Frauen stieg
Uber das o.g. Zeitintervall 4fach an (von 11,3% auf 41,2%). 2/3 der untersuchten
Patientinnen mit Vulvaerkrankungen unter 50 Jahren waren HPV positiv (Hampl 2008).

Durchschnittsalter der Patientinnen mit Vulvakarzinom

0 in der UFK Diisseldorf

60 -

50 ~

30 ~

10 ~

1980-1989 1989-1998 1998-2007

Diagramm 1: Durchschnittsalter der Patientinnen mit Vulvakarzinom in der UFK Dusseldorf im Zeitintervall 1980-2007

Es zeigte sich sehr haufig eine Tumorlokalisation in der vorderen Kommissur zwischen
Klitoris und Urethra, im Gegensatz zu der bislang typischen Tumorlokalisation in den
Labien (Hampl 2008). Zwischen 1998 und 2007 waren namlich  38,4% aller
erstdiagnostizierter Vulvakarzinome in der Region zwischen Kilitoris und Urethra
lokalisiert. Die 0.g. Lokalisation zeigten zwischen 1980-1989 18,9% und zwischen 1989-
1998 20,2% der Tumore (Diagramm 2). Entsprechende Befunde wurden ebenso von
mehreren Kollegen in anderen Dysplasiezentren beobachtet (Hampl 2006).
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Anteil der Vulvakarzinome der vorderen Kommissur
in der UFK Diisseldorf
45,00%

40,00%

35,00%

30,00%
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20,00%

15,00% -
10,00% -
5,00% -

0,00% -
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Diagramm 2: Anteil der Vulvakarzinome der vorderen Kommissur in der UFK Dusseldorf im Zeitintervall 1980-2007.

Das Epithel zwischen Kilitoris und Urethra ist ein nicht verhornendes Plattenepithel. Im
Gegensatz dazu weist die Haut der groRen Labien ein verhornendes Plattenepithel auf.
Das nicht verhornende Epithel zwischen Kilitoris und Urethra ist ungeschitzt gegen
Infektionen, analog zur Transformationszone der Zervix, und koénnte eventuell
empfindlicher fur kleine Risse und Lasionen sein, die die HPV-Infektion (und ggf. die
Tumorgenese im Falle einer Virus-DNA-Integration) erleichtern (zur Hausen 2002).
Dementsprechend, kdnnte sich diese Lokalisationsanderung unter jungen Frauen durch
die steigende Anzahl der HR-HPV-Infektionen in dieser Altersgruppe erklaren lassen.
Eine mogliche Erklarung kdnnte die frihere Aufnahme des Geschlechtsverkehrs bei
jungen Frauen sein, der nach erfolgter HPV-Infektion zu dysplastischen Lasionen und
anschliessend zu einem invasiven Karzinom in dieser Stelle fihren kann. Bisher gibt es
keine Daten bezulglich des Zeitintervalls zwischen dem Zeitpunkt der HPV-Infektion und

der Entwicklung von VIN oder einem invasiven Karzinom an der Vulva.
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1.3.9 Patientinnen mit Vulvakarzinom der vorderen Kommissur in der UFK

Diisseldorf

Abb. 11: 53j. Patientin, pT1b pNO Abb. 12: 51j. Patientin, pT1b pNO

so 2

Abb. 13: 27j. Patientin, pT1b pN1 Abb. 14: 53j. Patientin, pT1b pNO
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1.3.10 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Nach diesen klinischen Beobachtungen hat sich der Verdacht entwickelt, dass diese
Vulvakarzinome der vorderen Kommissur zwischen Kilitoris und Urethra bei jingeren
Frauen einer neuen, 3. Tumorentitdt des Vulvakarzinoms entsprechen kdnnten. Die

onkogenetischen Entstehungsmechanismen dieser Tumore sind bisher unklar.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung des Kklinischen und
molekularbiologischen Profils dieser Vulvakarzinome. Im Rahmen einer multizentrischen
Studie haben wir die klinischen und molekularpathologischen Merkmale von
Vulvakarzinomen mit Lokalisation zwischen Kilitoris und Urethra untersucht. Die Tumore
wurden auf HPV-DNA und p16™ *®-Expression untersucht, sodass die HPV-induzierte
Karzinome identifiziert werden konnten. Um die p53 Mutation-assoziierten Karzinome zu

erfassen, wurden die Tumore auf das Vorliegen einer p53-Uberexpression gepriift.

In den vergangenen Jahren haben vereinzelte Studien auf eine fragliche Beteiligung
des Herpes simplex Virus (HSV) und des Epstein-Barr Virus (EBV) an der Pathogenese
des Vulvakarzinoms im Sinne von Kofaktoren hingewiesen (Kaufman 1988, Sherman
1991, Cheung 1993). Da die Vulvakarzinome der vorderen Kommissur oft das klinische
Erscheinungsbild einer Herpesvirusinfektion imitieren und der Epstein-Barr Virus mit
Onkogenese assoziiert ist, wurden zusatzlich die HSV- und EBV-Pravalenzen

mituntersucht.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Patientinnenkollektiv

Im Rahmen der Studie wurden 135 Tumore von Patientinnen untersucht, die im
Zeitintervall 2003-2009 bei Vulvakarzinom der vorderen Kommissur zwischen Klitoris und
Urethra in 8 deutschen gynakologischen Kliniken behandelt wurden (Frauenklinik der
Heinrich-Heine-Universitdt Dusseldorf, Frauenklinik des Lukaskrankenhauses Neuss,
Klinik fur Gynakologie und gynakologische Onkologie des Universitatsklinikums Hamburg-
Eppendorf, Frauenklinik des Universitatsklinikums Kiel, Klinik fir Gynakologie der Charité
Berlin, Frauenklinik der Albert-Ludwigs Universitat Freiburg, Frauenklinik des Klinikums
der Stadt Wolfsburg, Frauenklinik des Klinikums der Stadt Ludwigshafen).

52 Vulvakarzinome anderer Lokalisationen (labia majora, labia minora, Perineum) von
der Frauenklinik der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf und der Frauenklinik des

Lukaskrankenhauses Neuss dienten als Kontrolltumore.

Die klinischen Daten der Patientinnen und die histopathologischen Merkmale der
diagnostizierten Vulvakarzinome wurden von den Krankenakten der beteiligten Kliniken
entnommen: Alter bei Erstdiagnose, Paritat, Menopausenstatus, Nikotinabusus,
Immunsuppression, Pille-/Hormoneinnahme in der Anamnese, CIN/Zervixkarzinom bzw.
VIN oder Kondylome in der Anamnese, klinisches Erscheinungsbild des Vulvakarzinoms,
histologische Merkmale des Tumors und Tumorstadium, VIN oder Lichen sclerosus in der

Umgebung des Tumors, Pap- und HPV-Zervix-Abstrichbefund, fihrendes Symptom.

Die formalinfixierten Paraffin-eingebetteten Tumorgewebsproben fir den HPV-, HSV-
und EBV-DNA Nachweis, sowie fiir den Nachweis der p53-, p16™**®- und Ki-67-
Expression wurden von den jeweiligen pathologischen Instituten zur Verfliigung gestellt.

Die Untersuchung und Evaluation der 52 Kontrolltumore erfolgte separat.

Ein genehmigter Ethikantrag der Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf lag vor (Studiennummer 2215, Aug 2003, Amendement von Dez 2006).

2.2 DNA-Extraktion vom Tumorgewebe und HPV DNA-Nachweis

Die DNA-Extraktion erfolgte von formalinfixiertem, Paraffin-eingebettetem Gewebe
unter Verwendung des WaxFree kit (TrimGen, Sparks, MA, USA). Ein auf der Luminex-

Technik basierender multiplex-Test (Multimetrix, Regensburg, Deutschland) wurde fir
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den Nachweis und die Typisierung von HPV verwendet. Dieser Test ermdglicht den
Nachweis und die Typisierung von 15 verschiedenen HR-HPV Typen (16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82), 6 LR-HPV Typen (6, 11, 42, 43, 44, 70), sowie von
den Typen 26, 53 und 66. Zur Sicherung der DNA-Integritat wurden in der PCR die Primer
fur die Amplifikation des HPV L1-Gens und B-Globin verwendet. Bei Proben mit negativer
B-Globin Amplifikation wurde die DNA-Extraktion von zusatzlichen Tumorschnitten

wiederholt, um die DNA-Menge zu erhdhen.

2.3 HSV- und EBV-Nachweis

Eine real-time PCR wurde fir den HSV- und EBV-DNA-Nachweis durchgefihrt. Es
wurde ein ABI 7900 sequence Detektionssystem unter Verwendung des Taq Man Gen Ex
Master Mix Kit (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) mit spezifischen Primern
und Proben fur die HSV (1/2) UL52 und EBV BNRF1 Genregion eingesetzt. Die
verwendeten HSV (1/2) UL52 Primersequenzen waren (forward) 5-AGG AGC CCG TCC
CCT TTC-3’ und (reverse) 5-GCC CCG CGC CTA AAG T-3'. Die eingesetzte HSV UL52
Probe war 5-VIC- CGG CTC CAC GAG GCC CTG -TAMRA 3‘. Die benutzten EBV
BNRF1 Primersequenzen waren (forward) 5-CCA GTG CTG TGA TCG AGC ATC-3’ und
(reverse) 5-CTG CTG ACA AAC TGC TGC ATT C-3’ und die verwendete Probe war 5°-
VIC-TCT GCT GTT GTT TCT GTC TCA CCT ACC GG-TAMRA 3'.

2.4 p16™**und Ki-67 Expression-Immunhistochemie

Fir die immunhistochemische Doppelfarbung von p16™<*

Schnitte angefertigt und das CINtec PLUS Kit (mtm Laboratories, Heidelberg,

Deutschland) eingesetzt. Die Farbung beruht auf zwei monoklonalen Antikdrpern, die

und Ki-67 wurden 2um

gegen humanen p16 (Klon E6H4) und Ki-67 gerichtet sind. Die p16™*“2-Expression wurde
durch eine braune 3,3 -Diaminobenzidinreaktion und die Ki-67-Expression durch eine rote
FastRed-Reaktion visualisiert.

Die Schnitte wurden entweder ausschlieRlich nach p16™**—Expression, oder
ausschliellich nach Ki-67-Expression oder nach Expression beider Proteine untersucht.

Die Klassifikation der Schnitte erfolgte wie aufgelistet:

1. Positiv fiir eine diffuse p16™*“2-Expression im Tumor, wenn die Tumore eine
nukledre und/oder zytoplasmatische, in den basalen und parabasalen Zellen

beginnende kontinuierliche diffuse Farbung aufwiesen (als p16+ bezeichnet).
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2. Negativ fiir eine diffuse p16™ **-Expression im Tumor. Diese Gruppe beinhaltet
Falle mit fokaler oder sporadischer p16™<**-Expression oder mit kompletter
Abwesenheit einer p16™“2-Expression im Tumor (als p16- bezeichnet). Eine
fokale und sporadische Farbung kann erheblich sein, zeigt jedoch niemals ein
kontinuierliches Muster mit Beginn in den basalen und parabasalen Zellschichten.
Es hat sich erwiesen, dass diese Farbung mit HPV-assoziierter Transformation
nicht in Verbindung steht (Klaes 2001, Reuschenbach 2012).

Das Ausmal der Ki-67- Expression in den Tumoren wurde in 4 Gruppen eingestuft,

beruhend auf der Prozentanzahl der Epithelzellen mit nuklearer Farbung.

1. <10% der Tumorzellen

2. 10-bis 30% der Tumorzellen
3. 30 bis <70% der Tumorzellen
4

270% der Tumorzellen

Tumore, die mindestens eine Zelle mit Expression beider Proteine beinhaltet haben,

wurden als positiv fiir Koexpression von p16™“? und Ki-67 bezeichnet.

2.5 Inmunhistochemie fiir p53-Expression und mikroskopische Evaluation

Die p53-Farbung wurde mithilfe eines gegen p53 gerichteten monoklonalen
Antikérpers durchgefihrt (clone DO-7, Dako, Glostrup, Danemark). Die p53-Expression
der untersuchten La&sionen wurde nach der Prozentanzahl der nuklearen Expression

zeigenden Tumorzellen in 3 Gruppen klassifiziert:

1. Negativ bis sehr schwach (<10% der Tumorzellen)
2. MaRig (10-50% der Tumorzellen)
3. Stark (>50% der Tumorzellen)

2.6 Statistik

Das Alter der Patientinnen wurde als quantitative Grole anhand von Mittelwert und
Standardabweichung, Minimum und Maximum sowie den Quartilen beschreibend
dargestellt und mittels Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalverteilung geprtft. Da keine
signifikante Abweichung von einer Normalverteilung nachgewiesen werden konnte,
wurden die beiden Tumorgruppen mit dem parametrischen t-Test fiur unabhangige

Stichproben hinsichtlich der Altersverteilung verglichen.
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Alle weiteren untersuchten Parameter hatten ordinales und nominales Skalenniveau
und wurden anhand von absoluten und prozentualen Haufigkeiten deskriptiv dargestellt.
Je zwei Groflen dieser Skalierung wurden in Kontingenztafeln gegenlbergestellt, so dass
mit dem Chi%-Test gepriift werden konnte, ob eine Abh&ngigkeit bestand. Bei zu kleinen
erwarteten Haufigkeiten wurde alternativ der Exakte Test nach Fisher eingesetzt. Bei
ordinalem Skalenniveau wurden Assoziationen mittels Chi>-Test auf linearen Trend
untersucht. Als Effekistarkemal wurden Odds Ratios mit 95%-Konfidenzintervall

berechnet.

Es wurde stets zweiseitig getestet und ein Signifikanzniveau von 5% zugrunde gelegt.
Eine Alpha-Adjustierung fur multiples Testen fand nicht statt, die Ergebnisse haben
dementsprechend explorativen, beschreibenden Charakter. Fur die Durchfihrung der
statistischen Berechnungen wurde IBM SPSS Statistics 20 (SPSS Inc. an IBM Company,
Chicago, IL) eingesetzt.

Unbekannte klinische oder histopathologische Daten und ungiiltige HPV-p16™*“2- oder

p53-Ergebnisse wegen ungentugenden Gewebematerials wurden als ,unbekannt*

registriert und von den Berechnungen ausgeschlossen.

3.Ergebnisse

In der Tabelle 4 werden die Tumormerkmale und die Patientinnendaten angegeben. In
den Tabellen 5 und 6 werden die Tumormerkmale der HPV-positiven und HPV-negativen
Karzinome der vorderen Kommissur (Tabelle 5) und der anderen Lokalisationen
(Referenztumore) (Tabelle 6) dargestellt. Die Tabellen 7 und 8 geben die Tumormerkmale
der HPV-positiven (Tabelle 7) und der HPV-negativen (Tabelle 8) Karzinome beider

Lokalisationsgruppen an.
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Tabelle 4: Patientinnendaten und Tumormerkmale bei der Gesamtheit der untersuchten

Tumore.

Vulva Ca
Vulva Ca vordere Odds-Ratio
Referenz Kommissur p-Wert Test [95%-KI]
Anzahl der Patienten (n) 52 135
Alter [Jahre] MW+SD 63,1£12,9 56,8+16,2 0,006 t-Test
<50 Jahre 11 (21,2%) 50 (37,0%)
=50 Jahre 41 (78,8%) 85 (63,0%)
Tumorstadium T1a 5 (9,8%) 35 (26,7%)
T1b 14 (27,5%) 54 (41,2%) Chi?-Test
T2 25(49,0%)  39(298%)  <0,001 . auf
inearen
T3 7 (13,7%) 3(2,3%) Trend
unbekannt 1 4
Nodalstatus NO 31 (63,3%) 71 (73,2%)
N1 11 (22,4%) 20 (20,6%) Chi>-Test
N2 6 (12,2%) 6 (6,2%) 0087 auf
inearen
N3 1(2,0%) 0 (0,0%) Trend
unbekannt 3 38
Fernmetastasierung Mo 50 (96,2%) 119 (98,3%) Chi2-Test
M1 2 (3,8%) 2(17%) 0380 | auf
inearen
unbekannt 0 14 Trend
G 0 o
G1 2 (3,9%) 9 (7,2%) Chi*-Test
G2 43 (84,3%) 87 (69,6%) 0.320 auf
G3 6 (11,8%) 29 (23,2%) ’ li$earzn
unbekannt 1 10 ren
R RO 41 (78,8%) 124 (96,1%) Chi*-Test
auf 6,65 [2,18;
R1 11 (21,2%) 5 (3,9%) <0,001 linearen 20,28]
unbekannt 0 4 Trend
\Y VO 46 (100,0%) 118 (98,3%) Chi*Test
auf
V1 0 (0,0%) 2 (1,7%) 0,380 linearen
unbekannt 6 15 Trend
L LO 40 (87,0%) 110 (93,2%) Chi*Test
auf
L1 6 (13,0%) 8 (6,8%) 0,199 linearen
unbekannt 6 17 Trend
VIN in der nein 44 (84,6%) 120 (91,6%)
Anamnese i 8 (15,4%) 11 (8,4%) 0183 exakter
J /o e ’ Fisher-Test
unbekannt 0 4
Kondylome nein 51 (98,1%) 127 (96,9%)
in der Anamnese . o o exakter
ja 1(1,9%) 4 (3,1%) >0,999 Fisher-Test
unbekannt 0 4
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Vulva Ca

Vulva Ca vordere Odds-Ratio
Referenz Kommissur p-Wert Test [95%-KI]
Anzahl der Patienten (n) 52 135
Immunsuppression nein 51 (98,1%) 118 (95,2%)
ja 1(1,9%) 6 (4,8%) 0,675 Fig;]‘:'r‘_tﬁgst
unbekannt 0 11
Nikotinabusus nein 37 (75,5%) 74 (67,9%)
ja 12 (24,5%) 35 (32,1%) 0,332 Chi?-Test
unbekannt 3 26
CIN/Zervix-Ca nein 50 (96,2%) 128 (97,7%)
in der Anamnese ia 2 (3,8%) 3 (2,3%) 0.624 Figﬁght_?gst
unbekannt 0 4
Paritat 0 8 (15,4%) 21 (16,0%)
(Anzahl Kinder) 1 14 (26.9%)  31(23.7%)
2 18 (34,6%) 48 (36,6%)
3 6 (11,5%) 20 (15,3%)
4 3 (5,8%) 5 (3,8%)
5 1(1,9%) 1(0,8%)
6 0 (0,0%) 2 (1,5%)
7 2 (3,8%) 3 (2,3%)
unbekannt 0 4
Paritat keine 8 (15,4%) 21 (16,0%)
(Anzahl Kinder) 1-2 32 (61,5%) 79 (60,3%) Chi>-Test
0,974  auflinearen
3-7 12 (23,1%) 31 (23,7%) Trend
unbekannt 0 4
Pille nein 38 (95,0%) 76 (73,8%)
,-a 2600 27Esz  oms Sal OTLSE
unbekannt 12 32
Hormone nein 38 (92,7%) 94 (89,5%)
ja 3(7.3%)  11(105%) 0758 oA
unbekannt 11 30
HIV nein 41 (100,0%) 74 (100,0%)
unbekannt 11 61
Menopausenstatus E)nrg;]opausal 7 (13.7%) 48 (36,6%) k N
POSt sl 44663 B3(E3a%) 0002 gl OO o
unbekannt 1 4
ayn. Malignome nein 47 (90,4%) 123 (94,6%)
in der Anamnese ia 5 (9,6%) 7 (5,4%) 0,328 Figﬁglr(-t'(l?(rast
unbekannt 0 5
Pap-Abstrich [+ 40 (97,6%) 73 (93,6%) Chi-Test
I, Nd + IVa 1(2,4%) 5 (6,4%) 0,349 auflinearen
unbekannt 11 57 Trend
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Vulva Ca

Vulva Ca vordere Odds-Ratio
Referenz Kommissur p-Wert Test [95%-KI]
Anzahl der Patienten (n) 52 135
Erscheinung Fleck 5 (9,6%) 10 (9,3%)
Ulcus 9 (17,3%) 49 (45,8%) exakter
Erhabener 0,001 Fisher-
Tumor 38 (73,1%) 48 (44,9%) Test
unbekannt 0 28
Kardinalsymptom keine 2 (4,2%) 3 (4,4%)
Beschwerden e e
Schmerzen /
Brennen / 15 (31,3%) 32 (47,1%)
Dysurie exakter
Juckreiz 5 (10,4%) 8 (11,8%) 0,228 F'TS:Setr'
Tumor tastbar 22 (45,8%) 24 (35,3%)
Blutung 4 (8,3%) 1(1,5%)
unbekannt 4 67

VIN in der nein 40 (76,9%) 59 (53,6%)

; : exakter .

Umgebung ja 12(23,1%)  51(464%) 0006  Fisher- ¢ 55
unbekannt 0 25 Test ’

Lichen in der nein 42 (80,8%) 104 (96,3%)

Umgebung exakter g 19 11.84;
ja 10 (19,2%) 4 (3,7%) 0,002 Fisher- ’20 821] ’
unbekannt 0 27 Test

HPV-Abstrich Zervix negativ 6 (75,0%) 25 (54,3%)
positiv, low risk 0 (0,0%) 18 (39,1%) ChZ'queSt

G 0,932 :
ppsﬂw, high 2 (25,0%) 3 (6,5%) linearen
risk Trend
unbekannt 44 89

HPV DNA im Tumor  negativ 27 (51,9%) 76 (58,0%)
positiv 25 (48,1%) 55 (42,0%) 0,454  Chi*Test
unbekannt 0 4

p53 schwach (< o o
10%) 30 (63,8%) 60 (47,6%) Chit-Test
mittel(10-50%) 3 (6,4%) 17 (13,5%) 0.111 auf

’ linearen
stark(>50%) 14 (29,8%) 49 (38,9%) Trend
unbekannt 5 9

p16m e negativ 18 (37,5%) 56 (44,1%)

fokal 14 (29,2%) 30 (23,6%) 0.663 ?:)far'?tef

, isher-
diffus 16 (33,3%) 41 (32,3%) Test
unbekannt 4 8

Ki-67 <10% 10 (21,3%) 23 (18,4%)

10-30% 10 (21,3%) 41 (32,8%) Chi2-Test

auf
30-70% 18 (38,3%) 37 (29,6%) 0,741 linearen
> 70% 9 (19,1%) 24 (19,2%) Trend
unbekannt 5 10
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Tabelle 5: Tumore der vorderen Kommissur: HPV-positive vs. HPV-negative Tumore.

HPV negativ HPV positiv p-Wert Test
Anzahl der Patienten (n) 76 55
Alter [Jahre] MW+SD 57,4+15,5 56,0+£17,2 0,626 t-Test
<50 Jahre 28 (36,8%) 21 (38,2%)
250 Jahre 48 (63,2%) 34 (61,8%)
Tumorstadium T1a 17 (22,4%) 18 (32,7%)
T1b 27 (35,5%) 27 (49,1%) Chi2-Test
T2 29 (382%) 10 (18,2%) 0,008 "n:;‘:en
T3 3 (3,9%) 0 (0,0%) Trend
unbekannt 76 55
Nodalstatus NO 45 (76,3%) 26 (68,4%)
N1 11 (18,6%) 9 (23,7%) Chi2-Test
N2 3 (5,1%) 3(7.9%) 0,385 Iin:;:en
N3 0 (0,0%) 0 (0,0%) Trend
unbekannt 17 17
Fernmetastasierung o 69 (98,6%) 50 (98,0%) Chi-Test
M1 1(1,4%) 1(20%) 0,821 ”n:;‘Ien
unbekannt 6 4 Trend
G G1 7 (9,6% 2 (3,8% ,
G2 47 264,4"/)0) 40 276,9"/)0) ChZ],TfeSt
G3 19 (26,0%) 10 (19,2%) 0913 inearen
unbekannt 3 3 Trend
R RO 71(94,7%) 53 (98,1%) Chi2-Test
R1 4 (5,3%) 1(1.9%) 0314 |in2:Ien
unbekannt 1 1 Trend
v VO 68 (98,6%) 50 (98,0%) Chi2-Test
V1 1 (1,4%) 1 (2,0%) 0,829 Iin(aagIen
unbekannt 7 4 Trend
L LO 64 (92,8%) 46 (93,9%) Chi2-Test
L1 5 (7,2%) 3 (6,1%) 0,812 Iin(aagIen
unbekannt 7 6 Trend
VIN in der nein 69 (90,8%) 51 (92,7%)
Anamnese . exakter
ja 7 (9,2%) 4 (7,3%) 0760  Licher-Test
unbekannt 0 0
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HPV negativ HPV positiv p-Wert Test
Anzahl der Patienten (n) 76 55
Kondylome nein 74 (97,4%) 53 (96,4%)
in der Anamnese . o o exakter
ja 2 (2,6%) 2 (3,6%) >0,999 Fisher-Test
unbekannt 0 0
Immunsuppression nein 70 (95,9%) 48 (94,1%)
. exakter
ja 3 (4,1%) 3 (5,9%) 0,689 Fisher-Test
unbekannt 3 4
Nikotinabusus nein 43 (68,3%) 31 (67,4%)
ja 20 (31,7%) 15 (32,6%) 0,924 Chi-Test
unbekannt 13 9
_Clg/ZeriX-Ca nein 75 (98,7%) 53 (96,4%)
in der Anamnese . exakter
0, 0,
ja 1(1,3%) 2 (3,6%) 0,572 Fisher-Test
unbekannt 0 0
Paritat 0 10 (13,2%) 11 (20,0%)
(Anzahl Kinder)
1 18 (23,7%) 13 (23,6%)
2 26 (34,2%) 22 (40,0%)
3 15 (19,7%) 5(9,1%)
4 2 (2,6%) 3 (5,5%)
5 0 (0,0%) 1(1,8%)
6 2 (2,6%) 0 (0,0%)
7 3 (3,9%) 0 (0,0%)
unbekannt 0 0
Paritat keine 10 (13,2%) 11 (20,0%) ,
(Anzahl Kinder) Chi*-Test
1-2 44 (57,9%) 35 (63,6%) 0.073 auf
3-7 22 (28,9%) 9 (16,4%) ’ linearen
Trend
unbekannt 0 0
Pille nein 42 (73,7%) 34 (73,9%)
ja 15 (26,3%) 12 (26,1%) 0,979 Chi-Test
unbekannt 19 9
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Odds-Ratio

HPV negativ HPV positiv p-Wert Test [95%-KI]
Anzahl der Patienten (n) 76 55
Hormone nein 54 (91,5%) 40 (87,0%)
. o o exakter
ja 5 (8,5%) 6 (13,0%) 0,529 Fisher-Test
unbekannt 17 9
HIV nein 42 (100,0%) 32 (100,0%)
unbekannt 34 23
Menopausenstatus pra- 28 (36,8%) 20 (36,4%)
menopausal ’ ’
post- 0,955  Chi>-Test
menopausal 48 (63,2%) 35 (63,6%)
unbekannt 0 0
gyn. Malignome nein 70 (93,3%) 53 (96,4%)
in der Anamnese . .
ja 5 (6,7%) 2 (3,6%) 0,449  Chi*Test
unbekannt 0 0
Erscheinung Fleck 6 (9,5%) 4 (9,1%)
0, 0,
Ulcus 25 (39,7%) 24 (54,5%) 0271 exakter
Erhabener ’ i 2
Tumor 32 (50,8%) 16 (36,4%) Fisher-Test
unbekannt 13 11
Kardinalsymptom keine o o
Beschwerden 1(2:4%) 2(1.7%)
Schmerzen /
Brennen / 17 (40,5%) 15 (57,7%)
Dysurie Kt
. exakter
:Jruckrelz 6 (14,3%) 2(7,7%) 0,408 Fisher-Test
umor o o
tastbar 17 (40,5%) 7 (26,9%)
Blutung 1(2,4%) 0 (0,0%)
unbekannt 34 29
VINin der nein 41 (64,1%) 18 (39,1%)
Umgebung ja 23(359%)  28(60,9%) 0,010  Chi>Test 2,77
’ ’ ’ [1,27; 6,06]
unbekannt 12 9
Lichen in der nein 58 (93,5%) 46 (100,0%)
Umgebung . 4 (6.5% % 1 exakter
ja (6.5%) 0(0,0%) 0135 Ficher-Test
unbekannt 14 9
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Odds-Ratio

HPV negativ HPV positiv p-Wert Test [95%-KI]
Anzahl der Patienten (n) 76 55
p53 schwach o o
(< 10%) 29 (38,7%) 31 (60,8%) —
mittel -
10 (13,3% 7 (13,7%
Care o B 0008 inoaren
star
(>50%) 36 (48,0%) 13 (25,5%) Trend
unbekannt 1 4
p16 negativ 42 (56,0%) 14 (26,9%)
fokal 18 (24,0%) 12 (23,1%) )
. 0,001 Chi-Test
diffus 15 (20,0%) 26 (50,0%)
unbekannt 1 3
Ki-67 < 10% 16 (21,6%) 7 (13,7%)
10-30% 21 (28,4%) 20 (39,2%) Chi-Test
30-70% 20 (27,0%) 17 (33,3%) 0,814 Iin(aagIen
> 70% 17 (23,0%) 7 (13,7%) Trend
unbekannt 2 4
negativ positiv Gesamt p-Wert Test
Anzahl der Patienten (n) 76 55 131
Pap-Abstrich L+l 38 (48,7%)  35(44,9%)  73(93,6%) Chiz-Test
auf
[, Ild + 1Va 2 (2,6%) 3 (3,8%) 5 (6,4%) 0,604 linearen
unbekannt 36 17 53 Trend
HPV-Abstrich Zervix  pegativ 17 (37,0%) 8 (17,4%) 25 (54,3%)
positiv, 10 (21,7%)  8(17.4%) 18 (39,1%) Chi*-Test
low risk 0206 auf
positiv, ’ linearen
high risk 1(2.2%) 2 (4.3%) 3 (6:5%) Trend
unbekannt 48 37 85
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Tabelle 6: Tumore anderer Lokalisationen: HPV-positive vs. HPV-negative Tumore.

HPV negativ HPV positiv p-Wert Test
Anzahl der Patienten (n) 27 25
Alter [Jahre] MW+SD 66,3+12,5 59,6+12,6 0,061 t-Test
<50 Jahre 28 (36,8%) 21 (38,2%)
250 Jahre 48 (63,2%) 34 (61,8%)
Tumorstadium T1a 2 (7,7%) 3 (12,0%)
T1b 9 (34,6%) 5 (20,0%) Chi-Test
T2 12 (46,2%) 13 (52,0%) 0,657 Iin:;Ien
T3 3 (11,5%) 4 (16,0%) Trend
unbekannt 1 0
Nodalstatus NO 15 (57,7%) 16 (69,6%)
N1 7 (26,9%) 4 (17,4%) Chi-Test
N2 3(11,5%)  3(13,0%) 0426 "n:;‘Ien
N3 1(3,8%) 0 (0,0%) Trend
unbekannt 1 2
Fernmetastasierung Mo 25(92,6%) 25 (100,0%) Chi-Test
M1 2 (7,4%) 0 (0,0%) 0,169 Iin(aa;IIen
unbekannt 0 0 Trend
G G1 1(3,8% 1(4,0% ,
G2 21 280,8"/)0) 22 288,0"/)0) ChZ'queSt
G3 4 (15,4%) 2 (8,0%) 0492 linearen
unbekannt 1 0 Trend
R RO 21(77,8%) 20 (80,0%) Chi-Test
R1 6 (22,2%) 5 (20,0%) 0,846 "n:;‘Ien
unbekannt 0 0 Trend
\ VO 23 (100,0%) 23 (100,0%)
V1 0 (0,0%) 0 (0,0%)
unbekannt 4 2
L LO 19 (82,6%) 21 (91,3%) Chi-Test
L1 4 (17,4%) 2 (8,7%) 0,386 Iin(aagIen
unbekannt 4 2 Trend
VIN in der nein 23 (85,2%) 21 (84,0%)
Anamnese . exakter
ja 4 (14,8%) 4 (16,0%) 0,999 pictor Test
unbekannt 0 0
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HPV negativ HPV positiv p-Wert Test
Anzahl der Patienten (n) 27 25
Kondylome nein 27 (100,0%) 24 (96,0%)
in der Anamnese . exakter
ja 0 (0,0%) 1(4,0%) 0,481 Fisher-Test
unbekannt 0 0
Immunsuppression nein 26 (96,3%) 25 (100,0%)
ja 1(3,7%) 0(0.0%)  >0999 A
unbekannt 0 0
Nikotinabusus nein 22 (84,6%) 15 (65,2%)
ja 4 (15,4%) 8 (34,8%) 0,115  ChixTest
unbekannt 1 2
_Clg/ZeriX-Ca nein 27 (100,0%) 23 (92,0%)
in der Anamnese
ja 0 (0,0%) 2 (8,0%) 0,226 Fig;]‘g'r‘_tﬁgst
unbekannt 0 0
Paritat 0 3 (11,1%) 5 (20,0%)
(Anzahl Kinder)
1 8 (29,6%) 6 (24,0%)
2 9 (33,3%) 9 (36,0%)
3 4 (14,8%) 2 (8,0%)
4 2 (7,4%) 1(4,0%)
5 0 (0,0%) 1(4,0%)
6 0 (0,0%) 0 (0,0%)
7 1(3,7%) 1(4,0%)
unbekannt 0 0
Paritat keine 3 (11,1%) 5 (20,0%) ,
(Anzahl Kinder) Chi*-Test
1-2 17 (63,0%) 15 (60,0%) 0.455 auf
3-7 7 (25,9%) 5 (20,0%) ’ linearen
Trend
unbekannt 0 0
Pille nein 21 (95,5%) 17 (94,4%)
ja 1(4,5%) 1(56%)  >0,999 SXAKer
unbekannt 5 7

39



HPV negativ HPV positiv. p-Wert Test
Anzahl der Patienten (n) 27 25
Hormone nein 20 (90,9%) 18 (94,7%)
ja 2 (9,1%) 1(53%)  >0999 S
unbekannt 5 6
HIV nein 20 (100,0%) 21 (100,0%)
unbekannt 7 4
Menopausenstatus pra- 3 (11,1%) 4 (16,7%)
menopausal ’ ’ Kt
ost- exakter
monopausal 24 (889%)  20(833%) 0893 pigher Test
unbekannt 0 1
gyn. Malignome nein 24 (88,9%) 23 (92,0%)
in der Anamnese . 11.1% 2 (8.0% 99 exakter
1a 3 (11,1%) (8,0%) >0.9 Fisher-Test
unbekannt 0 0
Erscheinung Fleck 3 (11,1%) 2 (8,0%)
0, 0,
EI;UE 5 (18,5%) 4 (16,0%) 0,999 exakter
rhabener ’ i -
Tumor 19 (70,4%) 19 (76,0%) Fisher-Test
unbekannt 0 0
Kardinalsymptom keine o o
Beschwerden 1(4.0%) 1(4.3%)
Schmerzen /
Brennen / 7 (28,0%) 8 (34,8%)
Dysurie Kt
Juckreiz 2 (8,0%) 3(13,0%) 0,924 Fig“gr_?;st
Tumor 0 0
tastbar 13 (52,0%) 9 (39,1%)
Blutung 2 (8,0%) 2 (8,7%)
unbekannt 2 2
VINin der nein 21 (77,8%) 19 (76,0%)
Umgebung . o 0 i2
ja 6 (22,2%) 6 (24,0%) 0,879  Chi*Test
unbekannt 0 0
Lichen in der nein 19 (70,4%) 23 (92,0%)
Ymgebung ia 8 (29,6%) 2(80%) 0078 _SXaKter
Y 070 70 ’ Fisher-Test
unbekannt 0 0
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HPV negativ HPV positiv p-Wert Test
Anzahl der Patienten (n) 27 25
p53 schwach o o
(< 10%) 13 (52,0%) 17 (77,3%) .
mittel 2 (8.0% 1 (4 5% Chi*-Test
(10-50%) (8,0%) @S%) o7 auf
stark . . ’ linearen
(>50%) 10 (4010/0) 4 (1812/0) Trend
unbekannt 2 3
p16" negativ 13 (50,0%) 5 (22,7%)
fokal 10 (38,5%) 4 (18,2%) )
. 0,002 Chi-Test
diffus 3 (11,5%) 13 (59,1%)
unbekannt 1 3
Ki-67 <10% 7 (28,0%) 3 (13,6%)
10-30% 7 (28,0%) 3 (13,6%) Chi-Test
auf
30-70% 9 (36,0%) 9 (40,9%) 0,028 linearen
> 70% 2 (8,0%) 7 (31,8%) Trend
unbekannt 2 3
negativ positiv Gesamt p-Wert Test
Anzahl der Patienten (n) 27 25 52
Pap-Abstrich |+ 11 20 (48,8%) 20 (48,8%) 40 (97,6%) Chi-Test
I, d +1vVa 0 (0,0%) 1(2,4%) 1(2,4%) 0329 | auf
inearen
unbekannt 7 4 11 Trend
HPV-Abstrich Zervix  negativ 4 (50,0%) 2 (25,0%) 6 (75,0%)
positiv, o o o Chi>-Test
low risk 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0127 auf
positiv, o o o ’ linearen
high risk 0(0,0%) 2(25,0%) 2(25,0%) Trend
unbekannt 23 21 44
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Tabelle 7: HPV-positive Tumore: Tumore anderer Lokalisationen vs. Tumore der vord.

Kommissur.

Vulva Ca
Vulva Ca vordere Odds-Ratio
Referenz Kommissur p-Wert Test [95%-KI]
Anzahl der Patienten (n) 25 55
Alter [Jahre] MW<+SD 59,6+12,6 56,0+£17,2 0,347 t-Test
<50 Jahre 6 (24,0%) 21 (38,2%)
>50 Jahre 19 (76,0%) 34 (61,8%)
Tumorstadium T1a 3 (12,0%) 18 (32,7%)
T1b 5 (20,0%) 27 (49,1%) Chi*-Test
T2 13 (52,0%) 10 (18,2%)  <0,001 |in2§:en
T3 4 (16,0%) 0 (0,0%) Trend
unbekannt 0 0
Nodalstatus NO 16 (69,6%) 26 (68,4%)
N1 4 (17,4%) 9 (23,7%) Chi*-Test
N2 3 (13,0%) 3 (7,9%) 0,846 "n:;‘:en
N3 0 (0,0%) 0 (0,0%) Trend
unbekannt 2 17
Fernmetastasierung MO 25 (100,0%) 50 (98,0%)
M1 0 (0,0%) 120%)  >0999 XK
unbekannt 0 4
G G1 1 (4,0%) 2 (3,8%) Chiz.Test
G2 22 (88,0%) 40 (76,9%) 0275 auf
G3 2 (8,0%) 10 (19,2%) ’ linearen
unbekannt 0 3 Trend
R RO 20 (80,0%) 53 (98,1%)
R1 5 (20,0%) 1(1.9%) 0011 K 13;'235[’10’]5?
unbekannt 0 1
\Y VO 23(100,0%) 50 (98,0%)
V1 0 (0,0%) 120%)  >0999 _SXaKler
unbekannt 2 4
L LO 21 (91,3%) 46 (93,9%)
L1 2 (8.7%) 361%) 0652 A
unbekannt 2 6
VIN in der nein 21 (84,0%) 51 (92,7%) exakter
Anamnese ja 4 (16,0%) 4(7,3%) 0249 Fisher-Test
Kondylome nein 24 (96,0% 53 (96,4%
in der Anamnese ia 1 2410%) ) 5 23,6%) ) >0,999 Figr):lr(-t'(l?;st
Immunsuppression  nein 25(100,0%) 48 (94,1%)
ja 0 (0,0%) 3(5.9%) 0547 SAer
unbekannt 0 4
Nikotinabusus nein 15 (65,2%) 31 (67,4%)
ja 8(34,8%)  15(32,6%)  >0,999 Figr):lr(-t'l(?;st
unbekannt 2 9
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Vulva Ca

Vulva Ca vordere Odds-Ratio
Referenz Kommissur p-Wert Test [95%-KI]
Anzahl der Patienten (n) 25 55
CIN/Zervix-Ca nein 23 (92,0%) 53 (96,4%) exakter
in der Anamnese ja 2 (8,0%) 2 (3.6%) 0,585 Fisher-Test
Paritat _ 0 5 (20,0%) 11 (20,0%)
(Anzahl Kinder) 1 6 (24,0%) 13 (23,6%)
2 9 (36,0%) 22 (40,0%)
3 2 (8,0%) 5(9,1%) - -
4 1 (4,0%) 3 (5,5%)
5 1(4,0%) 1(1,8%)
7 1 (4,0%) 0 (0,0%)
Paritat keine 5 (20,0%) 11 (20,0%) Chi-Test
(Anzahl Kinder) 12 15(600%)  35(636%) 0800 U
3-7 5 (20,0%) 9 (16,4%) Trend
Pille nein 17 (94,4%) 34 (73,9%)
ja 1(56%)  12(261%) 0089 XK
unbekannt 7 9
Hormone nein 18 (94,7%) 40 (87,0%)
ja 1(53%)  6(13,0%) 0663 SXAKer
unbekannt 6 9
HIV nein 21 (100,0%) 32 (100,0%)
ja 0(0.0%) 0(0.0%) © Fiaher Test
unbekannt 4 23
Menopausenstatus pramenop. 4 (16,7%) 20 (36,4%) 2
postmenop. 20 (833%)  36(63.6%) 0080 OV 1%
unbekannt 1 0
Gyn. Malignome nein 23 (92,0%) 53 (96,4%) exakter
in der Anamnese ja 2 (8,0%) 2 (3,6%) 0,585 Fisher-Test
Pap-Abstrich [+11 20 (95,2%) 35 (92,1%)
W Id+1Va 1 (4,8%) 3(7.9%)  >0999 oA
unbekannt 4 17
HPV-Abstrich Zervix  neg. 2 (50,0%) 8 (44,4%)
ﬁCSJE flow 0(0,0%) 8 (44,4%) 0139 exakter
pos./high ’ Fisher-Test
risk 2 (50,0%) 2 (11,1%)
unbekannt 21 37
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Vulva Ca

Vulva Ca vordere Odds-Ratio
Referenz Kommissur p-Wert Test [95%-KI]
Anzahl der Patienten (n) 25 55
Erscheinung Fleck 2 (8,0%) 4 (9,1%)
Ulcus 4 (16,0%) 24 (54,5%) exakter
0,003 Fisher-
erh. Tumor 19 (76,0%) 16 (36,4%) Test
unbekannt 0 11
Kardinalsymptom keine Beschw. 1 (4,3%) 2 (7,7%)
Schmerzen/ o o
Brennen/ Dysurie 8 (34,8%) 15 (57,7%)
Juckreiz 3 (13,0%) 2 (7,7%) 0.347
Tumor tastbar 9 (39,1%) 7 (26,9%)
Blutung 2 (8,7%) 0 (0,0%)
unbekannt 2 29

VIN in der nein 19 (76,0%) 18 (39,1%)

Umgebung . : ’ exakter 4 g4 7,
ja 6 (24,0%) 28 (60,9%) 0,006 Fisher- ’14 7’] ’
unbekannt 0 9 Test

Lichen in der nein 23 (92,0%) 46 (100,0%)

Umgebung . ’ ° e).(akter
ja 2 (8,0%) 0 (0,0%) 0,121 Fisher-
unbekannt 0 9 Test

p33 schwach (<10%) 17 (77,3%) 31 (60,8%)
mittel (10-50%) 1 (4,5%) 7 (13,7%) exakter

0,435 Fisher-
stark (>50%) 4 (18,2%) 13 (25,5%) Test
unbekannt 3 4

p1e™ e negativ 5 (22,7%) 14 (26,9%)

fokal 4 (18,2%) 12 (23,1%) exakter

i 0,838 Fisher-
diffus 13 (59,1%) 26 (50,0%) Test
unbekannt 3 3

Ki-67 <10% 3(13,6%) 7 (13,7%)
- 0, 0, 0,

10-30% 3 (13,6%) 20 (39,2%) exakter
30-70% 9 (40,9%) 17 (33,3%) 0,098 Fisher-
>70% 7(31.8%) 7 (13,7%) Test
unbekannt 3 4
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Tabelle 8: HPV-negative Tumore: Tumore anderer Lokalisationen vs. Tumore der vord.

Kommissur.

Vulva Ca
Vulva Ca vordere Odds-Ratio
Referenz Kommissur p-Wert Test [95%-KI]
Anzahl der Patienten (n) 27 76
Alter [Jahre] MW<+SD 66,3+12,5 57,4+15,5 0,008 t-Test
<50 Jahre 5 (18,5%) 28 (36,8%)
>50 Jahre 22 (81,5%) 48 (63,2%)
Tumorstadium T1a 2 (7,7%) 17 (22,4%)
T1b 9 (34,6%) 27 (35,5%) Chi*-Test
T2 12 (46.2%) 29 (38.2%) 0,049 "n:;‘Ien
T3 3 (11,5%) 3 (3,9%) Trend
unbekannt 1 0
Nodalstatus NO 15 (57,7%) 45 (76,3%)
N1 7 (26,9%) 11 (18,6%) Chi>-Test
N2 3 (11,5%) 3(51%) 0,052 "n:;‘Ien
N3 1 (3,8%) 0 (0,0%) Trend
unbekannt 1 17
Fernmetastasierung MO 25 (92,6%) 69 (98,6%)
M1 2 (7,4%) 1(1,4%) 0,186 Fist):glr(-t'le');st
unbekannt 0 6
G G1 1(3,8%) 7 (9,6%) Chit-Test
G2 21 (80,8%) 47 (64,4%) 0692 auf
G3 4 (15,4%) 19 (26,0%) ’ linearen
unbekannt 1 3 Trend
R RO 21 (77,8%) 71 (94,7%)
R1 6 (22,2%) 4(53%) 0020 A 5’119[,16’]3?
unbekannt 0 1
\Y VO 23 (100,0%) 68 (98,6%)
V1 0 (0,0%) 1(14%)  >0,999 [ SXoKer
unbekannt 4 7
L LO 19 (82,6%) 64 (92,8%)
L1 4 (17.4%) 5(7.2%) 0220 S
unbekannt 4 7
VIN in der nein 23 (85,2%) 69 (90,8%) exakter
Anamnese ja 4 (14,8%) 7 (9,2%) 0.473 " Fisher-Test
Kondylome nein 27 (100,0% 74 (97,4%
in der Anamnese ia O((0,0%) ) 5 §2,6%) ) >0,999 Figr):lr(-t'(l?;st
Immunsuppression  pein 26 (96,3%) 70 (95,9%)
ja 1(3,7%) 3(41%)  >0,999 Figﬁzlr(-t'?;st
unbekannt 0 3
Nikotinabusus nein 22 (84,6%) 43 (68,3%)
ja 4(154%)  20(317%) 0188 KT
unbekannt 1 13
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Vulva Ca

Vulva Ca vordere Odds-Ratio
Referenz Kommissur p-Wert Test [95%-KI]
Anzahl der Patienten (n) 27 76
CIN/Zervix-Ca nein 27 (100,0%)  75(98,7%
in der Anamnese ia O((0,0%) ) 1 21’3%)) >0,999 Figr):lr(-t'(l?(rast
Paritat 0 3 (11,1%) 10 (13,2%)
(Anzahl Kinder) 1 8 (29,6%) 18 (23.7%)
2 9 (33,3%) 26 (34,2%)
3 4 (14,8%) 15 (19,7%) - -
4 2 (7,4%) 2 (2,6%)
6 0 (0,0%) 2 (2,6%)
7 1(3,7%) 3 (3,9%)
Paritat keine 3 (11,1%) 10 (13,2%) Chi*Test
(Anzahl Kinder) 1-2 17 (63,0%) 44 (57.9%) 0,914 "n:;‘:en
3-7 7 (25,9%) 22 (28,9%) Trend
Pille nein 21 (95,5%) 42 (73,7%)
ja 1(45%)  15(263%) 0033 KO 7’g0[%]9;
unbekannt 5 9
Hormone nein 20 (90,9%) 54 (91,5%)
ja 2 (9,1%) 585%)  >0999 S
unbekannt 5 17
HIV nein 20 (100,0%) 42 (100,0%)
ja 0 (0,0%) 0 (0,0%) -
unbekannt 7 34
Menopausenstatus pramenop. 3 (11,1%) 28 (36,8%) 0012  ChiTest 4711,3;
postmenop. 24 (88,9%) 48 (63,2%) ’ (Pearson) 16,9]
_Gyn- Malignome nein 24 (88,9%) 70 (93,3%)
in der Anamnese ia 3 (11,1%) 5 (6,7%) 0433 Fi;):glr(_t_?gst
unbekannt 0 1
Pap-Abstrich I+ 1 20 (100,0%) 38 (95,0%)
W, d+I1Va 0 (0,0%) 2(50%) 0,548 Figr):glr(-t'(l?;st
unbekannt 7 36
HPV-Abstrich Zervix neg. 4 (100,0%) 17 (60,7%)
ﬁCSJE flow 0(0,0%) 10(35,7%) exakter
pos./high 0,367 Fisher-Test
risk 0 (0,0%) 1 (3,6%)
unbekannt 23 48




Vulva Ca

Vulva Ca vordere Odds-Ratio
Referenz Kommissur p-Wert Test [95%-KI]
Anzahl der Patienten (n) 27 76
Erscheinung Fleck 3 (11,1%) 6 (9,5%)
Ulcus 5 (18,5%) 25 (39,7%) exakter
0,151 Fisher-
erh. Tumor 19 (70,4%) 32 (50,8%) Test
unbekannt 0 13
Kardinalsymptom keine Beschw. 1 (4,0%) 1(2,4%)
Schmerzen/ o o
Brennen/ Dysurie 7(28,0%) 17 (40,5%) exakter
Juckreiz 2 (8,0%) 6 (14,3%) 0,559 Fisher-
Tumor tastbar 13 (562,0%) 17 (40,5%) Test
Blutung 2 (8,0%) 1(2,4%)
unbekannt 2 34

VIN in der nein 21 (77,8%) 41 (64,1%)

Umgebung . ° ’ e).(akter
ja 6 (22,2%) 23 (35,9%) 0,228 Fisher-
unbekannt 0 12 Test

Lichen in der nein 19 (70,4%) 58 (93,5%)

Umgebung ) : ’ exakter g 414.7;
ja 8 (29,6%) 4 (6,5%) 0,006 Fisher- ’22 7’] ’
unbekannt 0 14 Test ’

p33 schwach (<10%) 13 (562,0%) 29 (38,7%)
mittel (10-50%) 2 (8,0%) 10 (13,3%) exakter

0,548 Fisher-
stark (>50%) 10 (40,0%) 36 (48,0%) Test
unbekannt 2 1

p16™ " negativ 13 (50,0%) 42 (56,0%)

fokal 10 (38,5%) 18 (24,0%) exakter

i 0,355 Fisher-
diffus 3 (11,5%) 15 (20,0%) Test
unbekannt 1 1

Ki-67 <10% 7 (28,0%) 16 (21,6%)
- 0, 0, 0,

10-30% 7 (28,0%) 21 (28,4%) exakter
30-70% 9 (36,0%) 20 (27,0%) 0,397 Fisher-
>70% 2(8.0%) 17 (23,0%) Test
unbekannt 2 2
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3.1 Vulvakarzinome der vorderen Kommissur:

Das Durchschnittsalter der Patientinnen bei Erstdiagnose war 56,8 Jahre. 37,0% der
Patientinnen (n=50) waren unter 50 Jahre alt. In den meisten Fallen zeigten sich die
Vulvakarzinome der vorderen Kommissur entweder als Ulcera (n=49, entsprechend
45,8%) oder erhabene Tumore (n=48, entsprechend 44,9%) (Tabelle 4 ; Abb. 16). 47,1%
der Frauen gaben als Hauptsymptome Schmerzen, Brennen oder Dysurie an, wahrend
35,3% sich wegen eines tastbaren Tumors beim Frauenarzt vorgestellt haben. 46,4% der
Tumore waren von einer VIN umgeben. Eine Dermatose im Sinne eines Lichen sclerosus
wurde lediglich bei 3,7% der Patientinnen histologisch nachgewiesen. Die Mehrheit der
Tumore (41,2%) befand sich im Stadium pT1b und in den meisten Fallen zeigten sich
keine Lymphknoten- oder Fernmetastasen (73,2% und 98,3%). 69,6% der Karzinome
zeigten einen G2 Differenzierungsgrad und in deren Mehrheit wurde keine Lymph- oder
Blutgefallinvasion nachgewiesen (93,2% und 98,3%). Nikotinabusus wurde von 35
Frauen (32,1%) angegeben und 4,8% der Patientinnen waren immunsupprimiert, davon
keine HIV positiv. Bei den meisten Patientinnen wurden keine VIN, Kondylome,
CIN/Zervixkarzinom oder andere gynakologische Malignome anamnestisch erhoben
(91,6% ; 96,9% ; 97,7% ; 94,6%). 26,2% der Frauen gaben anamnestisch eine Pille- und
10,5% eine Hormoneinnahme an. 52,4% der Karzinome wiesen eine mafige bis starke
p53- Expression auf. Bei 44,1% der Tumore war der p16™**>-Nachweis negativ (Tabelle
4).

HR-HPV DNA wurde in 55 Tumoren der vorderen Kommissur (42%) nachgewiesen
(Tabelle 4), in 48 davon (86,8%) handelte es sich um den HPV 16. HPV 18 wurde in 3
Tumoren identifiziert. HR-HPV 31, 33, 39, 73 und der LR-HPV 11 wurden in jeweils einem
Tumor detektiert (Abb. 15).

HPV Verteilungsmuster in den HR-HPV+ Tumoren
der v. Kommissur (n=55 ; 42%)

m HPV 16 (86,8%)
® HPV 18 (5,7%)
= HPV 31 (1,9%)
m HPV 33 (1,9%)
= HPV 39 (1,9%)
= HPV 73 (1,9%)

Abb. 15: HPV Typen-Verteilungsmuster in den HR-HPV-positiven Tumoren der vorderen Kommissur
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Im Vergleich zu den HR-HPV negativen Tumoren, zeigten sich bei den HR-HPV
positiven Tumoren statistisch signifikant haufiger eine umgebende VIN (60,9% vs. 35,9% ;
p=0,010 ; Chi>-Test) und ein friiheres Tumorstadium (p=0,008 ; Chi*-Test auf linearen
Trend) (Tabelle 5). 81,8% der HR-HPV positiven vs. 57,9% der HR-HPV-negativen
Karzinome befanden sich im pT1 Stadium. Hinsichtlich des Nodalstatus, der
Fernmetastasierung, der Tumordifferenzierung und des L- und V-Status konnte kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen den HR-HPV positiven und den HR-HPV
negativen Tumoren nachgewiesen werden (p=0,385 ; p=0,821 ; p=0,913 ; p=0,812 ;
p=0,829 ; jeweils Chi%-Test auf linearen Trend). Kein HR-HPV positiver Tumor war mit
Lichen sclerosus assoziiert, wahrend 6,5% der HR-HPV negativen Tumore von einem LS

umgeben waren (p=0,135 ; exakter Fisher-Test) (Tabelle 5).

93,6% der Frauen hatten einen unauffalligen Pap-Abstrich Befund, ohne signifikanten
Unterschied zwischen der Gruppe der HR-HPV positiven Tumore und der Gruppe der HR-
HPV negativen Tumore (p=0,604 ; Chi*-Test auf linearen Trend). In der Gruppe der HR-
HPV positiven Karzinome fand sich bei 3,8% der Frauen ein auffalliger Pap-Abstrich und
nur bei 4,3% ein positiver HR-HPV Abstrichbefund aus der Zervix. Hinsichtlich des Pap-
und des HPV-Abstrichbefundes aus der Zervix konnte kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen der Gruppe der HR-HPV positiven und der Gruppe der HR-HPV
negativen Tumore nachgewiesen werden (p=0,604 ; p=0,206 ; jeweils Chi*-Test auf
linearen Trend), wobei diese Daten auch nur von einem geringen Anteil der Patientinnen

vorlagen (Tabelle 5).

Zwischen der Gruppe der HR-HPV positiven und der Gruppe der HR-HPV negativen
Vulvakarzinome wurde hinsichtlich der p16™**®- und der p53-Expression ein statistisch
signifikanter Unterschied nachgewiesen (p=0,001 und p=0,008 ; Chi*-Test), wobei 50%
der HR-HPV positiven Tumore (vs. 20% der HR-HPV negativen) eine diffuse p16™"“-
Expression und 48% der HR-HPV negativen Tumore (vs. 25,5% der HR-HPV positiven)
eine starke p53-Expression zeigten (Tabelle 5). HSV DNA und EBV DNA wurden in

keinem Tumor nachgewiesen.
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Klinisches Erscheinungsbild der Vulvakarzinome
der vorderen Kommissur

M Fleck (9,30%)

M Ulcus (45,8%)

Erhabener Tumor
(44,9%)

Abb. 16: Klinisches Erscheinungsbild der Vulvakarzinome der vorderen Kommissur

3.2 Vulvakarzinome anderer Lokalisationen (Referenztumore)

In dieser Gruppe betrug das Durchschnittsalter 63,1 Jahre. 11 Frauen (21,2%) waren
unter 50 Jahre alt (Tabelle 4). Der grof3te Anteil der Karzinome (73,1%) hat sich klinisch
als erhabener Tumor manifestiert. Ulcera fanden sich bei lediglich 17,3% der Patientinnen
(Tabelle 4 ; Abb. 18). Nur ein geringer Prozentsatz (23,1%) der Tumore war von einer VIN
und 19,2% von einem Lichen sclerosus umgeben. Bei 49% der Patientinnen befanden
sich die Tumore im Stadium pT2 bei Erstdiagnose. Bei 63,3% der Frauen fanden sich
keine Lymphknotenmetastasen und bei 96,2% keine Fernmetastasen. 84,3% der Tumore
zeigten einen G2 Differenzierungsgrad und eine Lymph- oder BlutgefaRinvasion bestand
in der Mehrheit der Karzinome nicht (87% LO- und 100% VO-Status). Anamnestisch gaben
15,4% der Frauen eine VIN, 3,8% eine CIN oder Zervixkarzinom und 1,9% Kondylome an.
24,5% der Patientinnen waren Raucherinnen und 1,9% (n=1) immunsupprimiert (keine
HIV Infektion). Pille- bzw. Hormoneinnahme wurde von 5% und 7,3% der Frauen
berichtet. 97,6% der Patientinnen hatten unauffallige Pap-Abstriche. Die Mehrheit der
Tumore (63,8%) zeigte eine schwache p53-Expression, nur 29,8% zeigten eine starke

Expression (Tabelle 4).

In 48,1% der Tumore (n=25) wurde HR-HPV DNA nachgewiesen (Tabelle 4). Das
Verteilungsmuster der HPV-Typen war ahnlich mit dem der Gruppe der Karzinome der
vorderen Kommissur: In 22 Tumoren (87%) fand sich HPV 16, in 2 Tumoren (8,7%) HPV
18 und in einem Tumor (4,3%) HPV 33. Der LR-HPV 6 wurde in einem Tumor dieser
Gruppe identifiziert (Abb. 17).
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HPV Verteilungsmuster in den HR-HPV+ Tumoren
anderer Lokalisationen (n=25 ; 48,1%)

® HPV 16 (87,0%)
m HPV 18 (8,7%)
HPV 33 (4,3%)

Abb. 17: HPV Typen-Verteilungsmuster in den HR-HPV-positiven Tumoren anderer Lokalisationen

Die Frauen mit HR-HPV positiven Tumoren waren junger als diejenigen mit HR-HPV
negativen Tumoren (Durchschnittsalter 59,6 J vs. 66,3 J ; p=0,061 ; t-Test flr
unabhangige Stichproben) und in ihrer Anamnese fand sich haufiger Nikotinabusus
(34,8% vs. 15,4% ; p=0,115 ; Chi*-Test) (Tabelle 6). Im Gegensatz dazu, fand sich in der
Gruppe der Tumore der vorderen Kommissur kein wesentlicher Unterschied beziiglich

des Alters zwischen den Patientinnen mit HPV positiven und negativen Karzinomen.

Hinsichtlich des Tumorstadiums, Nodalstatus, Fernmetastasierung,
Differenzierungsgrades, Lymph- und Blutgefainvasion wurde kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den HR-HPV positiven und den HR-HPV negativen Tumoren
nachgewiesen (p=0,657 ; p=0,426 ; p=0,169 ; p=0,492 ; p=0,386 ; jeweils Chi*-Test auf
linearen Trend) (Tabelle 6). Das gleiche gilt auch fur anamnestische Daten wie VIN in der
Anamnese (p>0,999 ; exakter Fisher-Test), CIN oder Zervixkarzinom in der Anamnese
(p=0,226 ; exakter Fisher-Test), Kondylome (p=0,481 ; exakter Fisher-Test), Pille- bzw.
Hormoneinnahme oder gynakologische Malignome in der Anamnese (jeweils p>0,999 ;
exakter Fisher-Test). Das klinische Erscheinungsbild des Tumors und die
Beschwerdesymptomatik zeigten keinen signifikanten Unterschied zwischen den HR-HPV
positiven und den HR-HPV negativen Tumoren (p>0,999 ; p=0,924 ; jeweils exakter
Fisher-Test) (Tabelle 6).

Der groRte Anteil der HR-HPV positiven und HR-HPV negativen Tumore waren mit
Lichen sclerosus (92% und 70,4% ; p=0,078 ; exakter Fisher-Test) und VIN (76% und
77,8% ; p=0,879 ; ChiZ-Test) nicht assoziiert. Ein statistisch signifikanter Unterschied
(p=0,002 ; Chi*-Test) zeigte sich hinsichtlich der p16™“2-Expression zwischen der Gruppe
der HR-HPV positiven und der Gruppe der HR-HPV negativen Tumore, wobei 59,1% der
HR-HPV positiven Karzinome eine diffuse p16™*>-Expression aufwiesen. Im Gegensatz
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dazu, trat lediglich bei 18,2% der HR-HPV positiven Tumoren vs. 40% der HR-HPV
negativen Karzinome eine starke p53-Expression auf, jedoch ohne signifikanten
Unterschied (p=0,078 ; Chi*-Test auf linearen Trend) (Tabelle 6). Analog zu der Gruppe
der Vulvakarzinome der vorderen Kommissur, ist der Nachweis von HSV- und EBV-DNA
bei allen Tumoren negativ ausgefallen.

Klinisches Erscheinungsbild der Vulvakarzinome
anderer Lokalisationen

H Fleck (9,6%)

m Ulcus (17,3%)

m Erhabener Tumor
(73,1%)

Abb. 18: Klinisches Erscheinungsbild der Vulvakarzinome anderer Lokalisationen
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3.3 Vergleich der Tumore der vorderen Kommissur mit den Tumoren anderer

Lokalisationen

3.3.1 Alter
Perzentile
Standard- 50.
Alter [Jahren] N Mittelwert  abweichung Min Max 25. (Median) 75.
Vulva Ca 52 63,08 12,89 36 85 52,50 64,50 73,75
anderer Lok.
Vulva Ca 135 56,77 16,18 19 89 45,00 56,00 69,00

vordere Kommissur

Tabelle 9: Alter der Patientinnen mit Vulvakarzinom getrennt nach Tumorlokalisation.

100+

80

60

Alter [Jahre]

T T
Vulva Ca Vulva Ca_
Referenz vordere Kommissur

Diagramm 3: Altersvergleich zwischen den Patientinnen mit Tumoren der v. Kommissur und Tumoren anderer
Lokalisationen.

Da sowohl in der Gruppe der Vulvakarzinome anderer Lokalisationen als auch in der
Gruppe der Vulvakarzinome der vorderen Kommissur keine signifikante Abweichungen
von einer Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test, p=0,184 bzw. p=0,199)
nachgewiesen werden konnte, erfolgte der statistische Vergleich der beiden
Vulvakarzinom-Gruppen mittels t-Test fir unabhangige Stichproben. Es zeigte sich ein
signifikanter Altersunterschied (t-Test flr unabhangige Stichproben, p=0,006), wobei die
Patientinnen mit Vulvakarzinom der vorderen Kommissur im Mittel junger waren als die
mit Vulvakarzinom anderer Lokalisationen (63,1J vs. 56,8J) (Tabelle 4 ; Tabelle 9).

Aus dem Diagramm 3 wird ersichtlich, dass das Minimum und die drei Perzentile der
Altersverteilung der Patientinnen mit Vulvakarzinom der vorderen Kommissur niedriger
waren als die entsprechenden Werte der Patientinnen mit Vulvakarzinom anderer
Lokalisationen (Referenzgruppe). Eine Ausnahme stellte nur das Maximum der

Altersverteilung dar, das mit 89 Jahren in der Gruppe der vorderen Kommissur leicht
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hoher war als das Maximum in der Gruppe der anderen Lokalisationen, das bei 85 Jahren

lag (Tabelle 9 ; Diagramm 3).

Perzentile
Standard- 50.
Alter [Jahre] N Mittelwert  abweichung Min Max 25. (Median) 75.
HPV negativ  Vulva Ca 27 66,30 12,51 36 85 58 70 75
anderer Lok.
Vulva Ca
vordere 76 57,37 15,51 19 86 47 58 68
Kommissur
HPV positiv Vulva Ca 25 59,60 12,62 36 80 49 61 71
anderer Lok.
Vulva Ca
vordere 55 55,96 17,20 28 89 43 56 71
Kommissur
HPV Vulva Ca
unbekannt vordere 3 51,00 18,08 32 68 32 53 68
Kommissur
fehlend Vulva Ca
vordere 1 73,00 73 73
Kommissur

Tabelle 10: Alter der Patientinnen mit HPV-negativen und HPV-positiven Tumoren der v. Kommissur und
Tumoren anderer Lokalisationen.

HPV
negativ positiv
1004
804 T -|-
— |
2
= 60-
<
2. J
z l
- 404
< o l
20+
0_
T T T T
Vulva Ca Vulva Ca Vulva Ca Vulva Ca
Referenz vordere Referenz vordere
Kommissur Kommissur

Diagramm 4: Altersvergleich zwischen den Patientinnen mit HPV-negativen und HPV-positiven Tumoren fiir
beide Tumorlokalisationen.

Da fur HPV-negativ und HPV-positiv sowohl in der Gruppe der Tumore anderer

Lokalisationen als auch in der Gruppe der Vulvakarzinome der vorderen Kommissur keine

signifikante Abweichungen von einer

Normalverteilung

(Kolmogorov-Smirnov-Test,
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p=0,200, p=0,141, p=0,200 bzw. p=0,200) nachgewiesen werden konnten, erfolgte der
statistische Vergleich der beiden Vulvakarzinom-Gruppen jeweils fur beide HPV-
Konstellationen mittels t-Test flir unabhangige Stichproben. In der HPV-negativ Gruppe
zeigte sich ein signifikanter Altersunterschied (t-Test fur unabhangige Stichproben,
p=0,008), wobei die Patientinnen mit Vulvakarzinom der vorderen Kommissur im Mittel
junger waren als die mit Vulvakarzinom anderer Lokalisationen (57,4J vs. 66,3J) (Tabelle
8 ; Tabelle 10 ; Diagramm 4). In der HPV-positiven Gruppe lieR sich kein signifikanter
Altersunterschied nachweisen (t-Test fur unabhangige Stichproben, p=0,347) (Tabelle 7 ;
Tabelle 10 ; Diagramm 4).

Aus dem Diagramm 4 wird ersichtlich, dass in der HPV-negativen Gruppe das
Minimum und die drei Perzentile der Altersverteilung der Patientinnen mit Vulvakarzinom
der vorderen Kommissur niedriger waren als die entsprechenden Werte der Patientinnen
mit Vulvakarzinom anderer Lokalisationen. Eine Ausnahme stellt nur das Maximum der
Altersverteilung dar, das mit 86 Jahren in der Vulvakarzinom vordere Kommissur-Gruppe
dem Maximum der Vulvakarzinom anderer Lokalisationen-Gruppe fast entsprach, das bei
85 Jahren lag. In der HPV-positiv Gruppe waren das Minimum und das 25. und 50.
Perzentil der Altersverteilung der Patientinnen der Vulvakarzinom der vorderen
Kommissur-Gruppe leicht niedriger als die entsprechenden Werte der Vulvakarzinom
anderer Lokalisationen-Gruppe. Dagegen lag das 75. Perzentil in beiden Gruppen bei 71
Jahren, wahrend das Maximum der Vulvakarzinom vordere Kommissur-Gruppe mit 89
Jahren deutlich Gber dem Maximum der Vulvakarzinom anderer Lokalisationen-Gruppe

lag, das bei 80 Jahren war (Tabelle 10 ; Diagramm 4).

3.3.2 Tumorstadium

Es wurde ein statistisch signifikanter Unterschied hinsichtlich des Tumorstadiums
zwischen den beiden Gruppen nachgewiesen (p<0,001 ; Chi®-Test auf linearen Trend),
wobei die Karzinome der vorderen Kommissur in einem friheren T-Stadium diagnostiziert
wurden. 67,9% der Tumore der vorderen Kommissur vs. 37,3% der Tumore anderer
Lokalisationen befanden sich im pT1 Stadium. Ein pT2 Stadium wurde bei 29,8% der
Tumore der vorderen Kommissur und bei 49% der Tumore anderer Lokalisationen
beobachtet (Tabelle 4).
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3.3.3 Nodalstatus

Vulva Ca
Vulva Ca vordere
Tumorstadium Referenz Kommissur p-Wert Test
Tb Anzahl der Patienten (n) 14 57
Nodalstatus  Ng 12 (85,7%) 44 (81,5%)
0, 0,
N1 2 (14,3%) 9 (16,7%) Chiz-Test auf
N2 0 (0,0%) 1(1,9%) 0,639 linearen
N3 0(0,0%)  0(0,0%) Trend
unbekannt 0 3
T2 Anzahl der Patienten (n) 25 40
Nodalstatus  NQ 13 (52,0%) 22 (59,5%)
N1 8 (32,0%) 10 (27,0%) Chi-Test auf
N2 4 (16,0%) 5(13,5%) 0,602 linearen
N3 0(0,0%)  0(0,0%) Trend
unbekannt 0 3
T3 Anzahl der Patienten (n) 7 3
Nodalstatus  Ng 3(42,9%)  2(66,7%)
0, 0,
N1 1(14,3%) 1(33,3%) Chiz-Test auf
N2 2 (28,6%) 0 (0,0%) 0,286 linearen
0 0 Trend
N3 1(14,3%) 0 (0,0%)
unbekannt 0 0
Gesamt Anzahl der Patienten (n) 51 135
Nodalstatus  No 30 (62,5%) 74 (74,0%)
N1 11 (22,9% 20 (20,0%
( ) ( ) Chi%-Test auf
N2 6 (12,5%) 6 (6,0%) 0,058 linearen
Trend
N3 1(2,1%) 0 (0,0%)
unbekannt 3 35

Tabelle 11: Vergleich des Nodalstatus im jeweiligen Tumorstadium zwischen den Lokalisationsgruppen.

Hinsichtlich des Nodalstatus fur das jeweilige Tumorstadium wurde kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den Tumoren der vorderen Kommissur und den
Referenztumoren nachgewiesen (flr pT1b: p=0,639 ; fir pT2: p=0,602 ; fir pT3: p=0,286 ;
fir alle T-Stadien: p=0,058 ; jeweils Chi*-Test auf linearen Trend) (Tabelle 11).

Dementsprechend, ist die Tendenz fir Lymphknotenmetastasierung bei den
Karzinomen der vorderen Kommissur nicht signifikant hdher oder niedriger als bei den

Karzinomen anderer Lokalisationen.

Weder in der Gruppe der Karzinome der vorderen Kommissur noch in der Gruppe der
Referenztumore noch in der Gesamtheit der untersuchten Tumore konnte ein statistisch

signifikanter Unterschied beziglich des Nodalstatus zwischen den HPV-positiven und den
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HPV-negativen Tumoren nachgewiesen werden. (Fir Tumore der vorderen Kommissur:
p=0,385 ; fur Referenztumore: p=0,426 ; flr die Gesamtheit der Tumore: p=0,847 ; jeweils
Chi-Test auf linearen Trend) (Tabelle 5 ; Tabelle 6 ; Tabelle 12).

HPV negativ.  HPV positiv p-Wert Test
Anzahl der Patienten (n) 85 61
Nodalstatus  No 60 (70,6%) 42 (68,9%)
N1 18 (21,2% 13 (21,3%
( ) ( ) Chi*-Test auf
N2 6 (7,1%) 6 (9,8%) 0,847 linearen
Trend
N3 1(1,2%) 0 (0,0%)
unbekannt 0 0

Tabelle 12: Nodalstatus aller untersuchten Tumore, getrennt nach HPV-Status.

Dementsprechend ist die Tendenz zur Lymphknotenmetastasierung in beiden Gruppen
und in der Gesamtheit bei den HPV-positiven Tumoren nicht signifikant héher oder

niedriger als bei den HPV-negativen Tumoren.

3.3.4 HPV

HR-HPV DNA wurde in 42% der Tumore der vorderen Kommissur und 48,1% der
Tumore anderer Lokalisationen nachgewiesen, ohne dass ein statistisch signifikanter
Unterschied hinsichtlich des HPV-Status zwischen den beiden Gruppen ermittelt werden
konnte (p=0,454 ; Chi’>-Test) (Tabelle 4). Diese Zahlen stimmen mit den bisher
publizierten Daten (de Vuyst 2009) Uberein. Das Verteilungsmuster der HPV-Typen war in
den beiden Gruppen ahnlich und entspricht den bisher verdéffentlichten Beobachtungen
(Hampl 2006). Der HPV 16 war in beiden Gruppen der am haufigsten nachgewiesene
Typ (86,8% und 87%), gefolgt vom HPV 18 (5,7% und 8,7%) (Abb. 15 ; Abb. 17).

HPV-negative Tumore

In der Gruppe der HPV-negativen Karzinome waren die Patientinnen mit Tumoren der
vorderen Kommissur statistisch signifikant jinger als die Frauen mit Tumoren anderer
Lokalisationen (mittleres Alter 57,4J vs. 66,3J ; p=0,008 ; t-Test) (Tabelle 8). Auf diesem
Altersunterschied beruht auch die nachgewiesene statistisch signifikant haufigere
Pilleneinnahme in der Gruppe der Tumore der vorderen Kommissur (26,3% vs. 4,5% ;
p=0,033 ; exakter Fisher-Test). Ein Lichen sclerosus in der Tumorumgebung wurde
statistisch signifikant haufiger bei den Referenztumoren nachgewiesen (29,6% vs. 6,5% ;
p=0,006 ; exakter Fisher-Test) (Tabelle 8). Diese Beobachtungen spiegeln den
Entstehungsmechanismus des nicht HPV-induzierten, Lichen-assoziierten

Vulvakarzinoms der alteren Frauen wider.
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Die Tumore der vorderen Kommissur wurden statistisch signifikant haufiger in einem
friheren Tumorstadium diagnostiziert im Vergleich zu den Referenztumoren (22,4% vs.
7,7% im Stadium pT1a ; p=0,049 ; Chi’>-Test auf linearen Trend), was auch die statistisch
signifikant haufigere RO-Resektion bei dieser Lokalisationsgruppe erklaren kann (94,7%
vs. 77,8% ; p=0,020 ; exakter Fisher-Test) (Tabelle 8).

Bezlglich der restlichen untersuchten klinischen und molekulargenetischen Parameter
wurde kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Karzinomen der vorderen
Kommissur und den Referenztumoren festgestellt (Nodalstatus: p=0,052 ;
Fernmetastasierung: p=0,186 ; Differenzierungsgrad: p=0,692 ; Lymphgefaliinvasion:
p=0,220 ; Blutgefainvasion: p>0,999 ; VIN in der Anamnese: p=0,473 ; Kondylome in der
Anamnese: p>0,999 ; Immunsuppression: p>0,999 ; Nikotinabusus: p=0,188 ;
CIN/Zervixkarzinom in der Anamnese: p>0,999 ; Paritdt: p=0,914 ; Hormoneinnahme:
p>0,999 ; gynakologische Malignome in der Anamnese: p=0,433 ; Pap-Abstrich: p=0,548 ;
Erscheinung: p=0,151 ; Kardinalsymptom: p=0,559 ; HPV-Abstrich Zervix: p=0,367 ; VIN
in der Tumorumgebung: p=0,228 ; p53-Uberexpression: p=0,548 ; p16™**-Expression:
p=0,355 ; Ki-67: p=0,397) (Tabelle 8).

HPV-positive Tumore

In dieser Gruppe zeigte sich im Gegensatz zu den HPV-negativen Tumoren kein
statistisch signifikanter Altersunterschied zwischen den beiden Lokalisationsgruppen
(mittleres Alter bei den Tumoren der vorderen Kommissur 56,0 vs. 59,6J bei den
Referenztumoren ; p=0,347 ; t-Test) (Tabelle 7).

Ahnlich wie bei den HPV-negativen Karzinomen, wurden die HPV-positiven Tumore
der vorderen Kommissur statistisch signifikant haufiger in einem friheren Tumorstadium
diagnostiziert im Vergleich zu den HPV-positiven Referenztumoren (81,8% vs. 32,0% im
Stadium pT1, sowie 32,7% vs. 12,0% im Stadium pT1a ; p<0,001 ; Chi*>-Test auf linearen
Trend), wodurch signifikant haufiger eine RO-Resektion erreicht wurde (98,1% vs. 80,0% ;
p=0,011 ; exakter Fisher-Test). Die HPV-positiven Tumore der vorderen Kommissur
haben sich im Vergleich zu den Referenztumoren signifikant haufiger als Ulcus (54,5% vs.
16,0%) und signifikant seltener als erhabene Tumore (36,4% vs. 76,0%) klinisch
manifestiert (p=0,003 ; exakter Fisher-Test). Ein signifikanter Unterschied hinsichtlich des
Kardinalsymptoms bestand allerdings zwischen den beiden Lokalisationsgruppen nicht
(p=0,347). Eine VIN fand sich in der Tumorumgebung der Karzinome der vorderen
Kommissur signifikant haufiger im Vergleich zu der Umgebung der Referenztumore
(60,9% vs. 24,0% ; p=0,006 ; exakter Fisher-Test) (Tabelle 7).
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Hinsichtlich der restlichen untersuchten klinischen und molekulargenetischen
Parameter ergab sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Lokalisationsgruppen (Nodalstatus: p=0,846 ; Fernmetastasierung: p>0,999 ;
Differenzierungsgrad: p=0,275 ; Lymphgefaliinvasion: p=0,652 ; Blutgefallinvasion:
p>0,999 ; VIN in der Anamnese: p=0,249 ; Kondylome in der Anamnese: p>0,999 ;
Immunsuppression: p=0,547 ; Nikotinabusus: p>0,999 ; CIN/Zervixkarzinom in der
Anamnese: p=0,585 ; Paritat: p=0,800 ; Pilleneinnahme: p=0,089 ; Hormoneinnahme:
p=0,663 ; gynakologische Malignome in der Anamnese: p=0,585 ; Pap-Abstrich: p>0,999 ;
HPV-Abstrich Zervix: p=0,139 ; Lichen sclerosus in der Tumorumgebung: p=0,121 ; p53-
Uberexpression: p=0,435 ; p16™**®-Expression: p=0,838 ; Ki-67: p=0,098) (Tabelle 7).

3.3.5 Klinisches Erscheinungsbild

Ein statistisch signifikanter Unterschied (p=0,001 ; exakter Fisher-Test) wurde
beziglich des klinischen Erscheinungsbildes zwischen den beiden Gruppen festgestellt.
45,8% der Tumore der vorderen Kommissur vs. 17,3% der Tumore anderer
Lokalisationen kommen als Ulcus und 44,9% vs. 73,1% als erhabener Tumor vor
(Tabelle 4 ; Abb. 16 ; Abb. 18). Hinsichtlich des fuhrenden Symptoms war ein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen nicht nachweisbar (p=0,228 ; exakter Fisher-
Test). Die meisten Frauen beider Gruppen haben sich entweder wegen Schmerzen,

Brennen und/oder Dysurie, oder wegen eines tastbaren Tumors beim Arzt vorgestellt.

3.3.6 Pilleeinnahme

Hinsichtlich der Verhitung mit der Pille hat sich ein signifikanter Unterschied zwischen
beiden Gruppen ergeben (p=0,005 ; exakter Fisher-Test). 26,2% der Frauen mit
Karzinomen der vorderen Kommissur vs. 5% der Frauen mit Tumoren anderer
Lokalisationen haben die Pille als Verhitungsmethode eingesetzt (Tabelle 4). Das beruht

auf dem Altersunterschied der zwei Gruppen.

3.3.7 Tumorumgebung

Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen hinsichtlich des
Nachweises von VIN und Lichen sclerosus in der Tumorumgebung wurde demonstriert
(p=0,006 und p=0,002 ; jeweils exakter Fisher-Test) (Tabelle 4).

46,4% der Tumore der vorderen Kommissur vs. 23,1% der Karzinome anderer
Lokalisationen waren von einer VIN-Lasion umgeben. Andererseits zeigten nur 3,7% der
Karzinome der vorderen Kommissur vs. 19,2% der Referenztumore einen Lichen
sclerosus in ihrer Umgebung. Innerhalb der Gruppe der Karzinome der vorderen

Kommissur war der Unterschied hinsichtlich der umgebenden VIN zwischen den HPV-
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positiven und den HPV-negativen Tumoren (60,9% vs. 35,9%) statistisch signifikant
(p=0,010 ; Chi%-Test) (Tabelle 5 ; Diagramm 5). Diese Beobachtungen unterstiitzen die
Einteilung des Vulvakarzinoms in zwei Gruppen je nach Entstehungsmechanismus,
namlich die HPV-assoziierten Tumore der jungeren und die Lichen-assoziierten

Karzinome der alteren Frauen.

70,00%

60,00%

50,00%
H VIN in der Umgebung

40,00%

30,00% M Lichen sclerosus in der

Umgebung

20,00%

10,00%

0,00%

v. Komm. HPV + v. Komm. HPV - and. Lok. HPV + and. Lok. HPV -

Diagramm 5: VIN und Lichen sclerosus in der Umgebung der untersuchten Vulvakarzinome

3.3.8 Tumorresektion

Bezlglich des Tumorresektionsstatus R (R1-Resektion bei 3,9% der Tumore der
vorderen Kommissur vs. 21,2% bei den Referenztumoren) ergab sich ein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen (p<0,001 ; Chi*-Test auf linearen Trend), was
offensichtlich auf den niedrigeren Tumorstadium der Tumore der vorderen Kommissur
zurickzufiihren ist (Tabelle 4). Die Chance auf eine RO-Resektion war bei den
Karzinomen der vorderen Kommissur sechs-mal hoher als bei den Tumoren der

Referenzgruppe.

3.3.9 Weitere klinische Parameter

Hinsichtlich der restlichen untersuchten klinischen Parameter (Nodalstatus: p=0,087 ;
Fernmetastasierung: p=0,380 ; Differenzierungsgrad: p=0,320 ; Lymphgefaldinvasion:
p=0,199 ; BlutgefaRinvasion: p=0,380 ; VIN in der Anamnese: p=0,183 ;
CIN/Zervixkarzinom in der Anamnese: p=0,624 ; gynakologische Malignome in der
Anamnese: p=0,328 ; Kondylome: p>0,999 ; Immunsuppression: p=0,675 ; Nikotinabusus:
p=0,332 ; Paritat: p=0,974 ; Hormoneinnahme: p=0,758 ; Pap-Abstrich-Befund: p=0,349 ;
HPV-Zervixabstrich-Befund: p=0,932) konnte kein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Gruppen nachgewiesen werden. Das gleiche gilt auch fur die
untersuchten molekulargenetischen Parameter (p53-Uberexpression: p=0,111 ; p16™<*-
Expression: p=0,663 ; Ki-67: p=0,741) (Tabelle 4).
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3.3.10 p53

In beiden Tumorlokalisationsgruppen wiesen die HR-HPV negativen Tumore haufiger
eine starke p53-Uberexpression als die HR-HPV positiven (vordere Kommissur: 48,0%
vs. 25,5% ; p=0,008 ; Referenztumore: 40% vs. 18,2% ; p=0,078 ; jeweils Chi*-Test auf
linearen Trend) (Tabelle 5 ; Tabelle 6).

3.3.11 p16™**? und Ki-67

In beiden Tumorlokalisationsgruppen trat bei den HR-HPV positiven Tumoren
statistisch signifikant eine diffuse p16™“?-Uberexpression auf, im Vergleich zu den HR-
HPV negativen Karzinomen (vordere Kommissur: p=0,001 ; Referenztumore: p=0,002 ;
jeweils Chi*-Test) (Tabelle 5 ; Tabelle 6).

3.4 Pap-Abstrich und HPV-Zervixabstrich beim Vulvakarzinom

Vulva-Ca Vulva-Ca
HPV negativ HPV positiv Gesamt p-Wert Test
Anzahl der Patienten (n) 103 80 183
Pap-Abstrich L+ 11 58 (56,3%) 55 (68,7%) 113 (95,0%) Chi=-Test
W, md +1va 2 (1,9%) 4 (5,0%) 6 (5,0%) 0392 | auf
inearen
unbekannt 43 21 64 Trend
HPV-Abstrich Zervix  negativ 21(38,9%)  10(12,5%) 31 (57,4%)
positiv, o o o Chi*Test
o ik 0(185%)  8(148%)  1BEF) ot
positiv, ’ linearen
high risk 1(1,9%) 4 (7,4%) 5(9,3%) Trend
unbekannt 71 58 129

Tabelle 13: Pap- und HPV-Zervix Abstrichbefunde bei den HPV-positiven und HPV-negativen untersuchten

Vulvakarzinomen.

Nur bei 5% der Frauen lag ein pathologischer Pap-Abstrich Befund vor. Ein fir HR-
HPV positiver HPV-Abstrich aus der Zervix trat bei 7,4% der Patientinnen mit HR-HPV
positiven- Karzinomen und bei 1,9% der Patientinnen mit HR-HPV-negativen Karzinomen
auf. In allen untersuchten Tumoren (vordere Kommissur und andere Lokalisationen)
konnte keine Abhangigkeit zwischen dem HPV-Status des Tumors und dem Pap- oder
dem HPV-Zervix-Abstrichbefund nachgewiesen werden (p=0,392 ; p=0,056 ; jeweils Chi%-

Test auf linearen Trend) (Tabelle 13).
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3.5 Kombinationen von HR-HPV-, p16™%*2- und p53- Status

Der Nachweis einer HR-HPV Infektion in einem Tumor reicht allein nicht aus, um
darauszuschliessen, dass es sich um eine HR-HPV induzierte Onkogenese handelt. Ein
positiver HPV-DNA Nachweis im Gewebe kann auch nur eine voriubergehende HPV-

Infektion oder eine Kontamination der Haut mit HPV darstellen.

Die Uberexpression von p16™*? hangt mit der durch persistierende HR-HPV Infektion
verursachten onkogenen Transformation direkt zusammen. Der Nachweis einer
Uberexpression von p16™¢*? deutet auf eine durch die HR-HPV-Onkoproteine verursachte
Inaktivierung der Zellzyklussteuerung hin, die zur Onkogenese beitragt. Die am besten
geeignete Methode, HR-HPV induzierte Karzinome zu identifizieren, ist der synchrone
Nachweis von HR-HPV DNA und p16™“? (von Knebel Doeberitz 2002, Wentzensen
2007). Zellen, die das E7 HPV-Onkoprotein exprimieren, weisen eine erhebliche p16™¢“2-

Uberexpression auf.

Es wurden drei Kombinationen von HR-HPV-, p16™**2- und p53- Status festgelegt, um

die Vulvatumore nach ihren onkogenetischen Mechanismen einzuteilen (Tabelle 14):

1. Tumore entstanden durch eine persistierende HR-HPV Infektion und
Transformation (HR-HPV positiv, p16™? positiv und p53 unmaRgeblich). HR-HPV
positive und p16™*® positive Tumore fanden sich zu 21,4% in der vorderen
Kommissur und zu 27,7% in anderen Lokalisationen. Diese Karzinome hatten die
kleinste Groé3e zwischen den Tumoren der 3 aufgelisteten Gruppen.

2. Tumore bei denen eine p53-Inaktivierung ursachlich zu sein scheint (starke p53-
Expression, HR-HPV und p16™** unmaRgeblich — Ausnahme: HR-HPV und
p16INK4a
Mutationen traten etwas haufiger bei den Tumoren der vorderen Kommissur auf
(33,6% vs. 29,8% ; p=0,365).

3. Tumore unklarer Genese, die weder HPV-induziert zu sein scheinen, noch eine
p53-Uberexpression aufweisen (in der Mehrheit HR-HPV-, p16™**2- und p53

negativ). Diese Tumore haben die Mehrheit der untersuchten Tumore reprasentiert

positive Tumore, die in der ersten Gruppe eingeteilt werden). p53-

(40,3% in der vorderen Kommissur und 42,6% in den anderen Lokalisationen) und

haben sich klinisch haufig als Flecken manifestiert.

HPV-induzierte Tumore mit Tumore unklarer
Tumore p53-Uberexpression Genese
HR-HPV positiv positiv/negativ positiv/negativ
p16™ e positiv negativ negativ
p53-Uberexpression schwach/negativ positiv schwach/negativ

Tabelle 14: Kombinationen der molekulargenetischen Merkmale nach onkogenetischem Mechanismus
62



Entstehungsmechanismus an.

HPV-induzierte Unklarer

Tumore

Tumore der vorderen Kommissur

Insgesamt

Durchschnittsalter

Nikotinabusus

Immunsuppression

Fleck
Ulcus
Erhabener Tumor
VIN
pTla
pTlb
pT2
pT3
pNO
pN1
pN2
MO
M1
G1
G2
G3

Hohe Ki-67 Expression
Niedrige Ki-67 Expression

21,4% (27/126)
55,6 J
31,80%
0,00%
7,70%
46,20%
46,20%
66,70%
33,30%
40,70%
25,90%
0,00%
72,20%
16,70%
11,10%
100%
0,00%
4,00%
72%
24%
3,80%
15,40%

Genese

40,3% (54/126)
55 (p=0,891)
26,7% (p=0,660)
8,0% (p=0,146)
15,8% (p=0,613)
44,70%

39,50%

39,1% (p=0,029)
22,2% (p=0,666)
46,30%

29,60%

1,90%

76,2% (p=0,352)
21,40%

2,40%

98,0% (p=0,472)
2,00%

11,5% (p=0,557)
65,40%

23,10%

30,2% (p=0,061)
13,20%

Tumore mit
p53-Uberexpression

33,6% (45/126)
60,1 (p=0,259)
35,1% (p=0,795)
4,5% (p=0,279)
5,0% (p=0,834)
42,50%

52,50%

40,5% (p=0,046)
26,7% (p=0,531)
33,30%

35,60%

4,40%

69,7% (p=0,913)
21,20%

9,10%

97,7% (p=0,442)
2,30%

4,7% (p=0,979)
69,80%

25,60%

13,3% (p=0,234)
28,90%

Tabelle 15: Einteilung der Tumore der vorderen Kommissur nach Entstehungsmechanismus.

Einteilung der Tumore der vorderen Kommissur
nach Entstehungsmechanismus

W HPV-induzierte Tumore
21,4% (27/126)

B Tumore mit p53-
Uberexpression 33,6%
(45/126)

Tumore unklarer Genese
40,3% (54/126)

Abb. 19: Einteilung der Tumore der vorderen Kommissur nach Entstehungsmechanismus.

Tabelle 15 und Abb. 19 geben die Einteilung der Tumore der vorderen Kommissur nach
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Entstehungsmechanismus an.

HPV-induzierte Unklarer

Tumore

Genese

Tumore mit

p53-Uberexpression

Tabelle 16 und Abb. 20 geben die Einteilung der Tumore der anderen Lokalisationen nach

Tumore anderer Lokalisationen

Insgesamt 27,7% (13/47) 42,6% (20/47) 29,8% (14/47)
Durchschnittsalter 54,9 63,2 (p=0,061) 69,4 (p=0,006)
Nikotinabusus 53,80% 25% (p=0,092)  0,0% (p=0,004)
Immunsuppression 0,00% 0,00% 7,1% (p=0,326)
Fleck 15,40% 10,0% (p=0,893) 7,1% (p=0,780)
Ulcus 15,40% 15,00% 14,30%
Erhabener Tumor 69,20% 75,00% 78,60%

VIN 30,80% 30,0% (p=0,963) 14,3% (p=0,303)
pTla 15,40% 15,8% (p=0,991) 28,6% (p=0,051)
pTlb 23,10% 21,10% 28,60%

pT2 61,50% 63,20% 35,70%

pT3 0,00% 0,00% 7,10%

pNO 72,70% 63,2% (p=0,378) 57,1% (p=0,444)
pN1 27,30% 21,10% 28,6%

pN2 0,00% 15,80% 14,30%

MO 100% 95,0% (p=0,413) 92,9% (p=0,326)
M1 0,00% 5,00% 7,10%

G1 7,70% 5,3% (p=0,208) 0% (p=0,367)
G2 92,30% 73,70% 92,80%

G3 0,00% 21,10% 7,10%

Hohe Ki-67 Expression 0,00% 35,0% (p=0,059) 21,4% (p=0,011)
Niedrige Ki-67 Expression  46,20% 15,00% 0,00%

Tabelle 16: Einteilung der Tumore der anderen Lokalisationen nach Entstehungsmechanismus.

Einteilung der Tumore der anderen Lokalisationen
nach Entstehungsmechanismus

M HPV-induzierte Tumore 27,7%
(13/47)

B Tumore mit p53-
Uberexpression 29,8%
(14/47)

Tumore unklarer Genese
42,6% (20/47)

Abb. 20: Einteilung der Tumore der anderen Lokalisationen nach Entstehungsmechanismus.
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Sowohl in der Gruppe der vorderen Kommissur, als auch in der Referenztumoregruppe
war der Grofdteil der Tumore unklarer Genese (40,3% und 42,6%). Bezuglich des
Tumorentstehungsmechanismus, war das Verteilungsmuster in beiden
Lokalisationsgruppen ahnlich. Tumore der vorderen Kommissur: HPV-Transformation:
21,4% : p53-Uberexpression: 33,6% ; unklare Genese: 40,3%. Tumore anderer
Lokalisationen: HPV-Transformation: 27,7% ; p53-Uberexpression: 29,8% : unklare
Genese: 42,6% (Abb. 19 und Abb. 20).

Ein signifikanter Unterschied hinsichtlich des Tumorentstehungsmechanismus bestand
zwischen der Gruppe der Tumore der vorderen Kommissur und der Gruppe der Tumore
anderer Lokalisationen nicht. Es zeigte sich aber ein Trend, dass Tumore der vorderen
Kommissur seltener HPV-induziert zu sein scheinen, daflir das Tumorsuppressorgen p53
haufiger ausgeschalten zu sein scheint.

3.5.1 Tumore der vorderen Kommissur

Die Tumore der vorderen Kommissur mit HPV-Transformation zeigten signifikant
haufiger eine VIN in ihrer Umgebung im Vergleich zu den Tumoren mit p53-
Uberexpression und Tumoren unklarer Genese der gleichen Lokalisation (p=0,046 ;
p=0,029) (Tabelle 15). Die Tumore unklarer Genese wiesen im Vergleich zu den
Tumoren mit HPV-Transformation und den Tumoren mit p53-Mutation eine niedrigere
Proliferationsrate auf (ausgedriickt durch die Ki-67-Expression ; p=0,061 ; p=0,234)
(Tabelle 15).

Bei den Frauen mit Vulvakarzinomen der vorderen Kommissur fanden sich ein
ahnliches Durchschnittsalter (etwas héheres Alter, aber statistisch nicht signifikant bei den
p53-uberexprimierenden Tumoren) und eine vergleichbare Haufigkeit von Nikotinabusus

in allen 3 Gruppen.

Bei den Patientinnen mit Karzinomen mit HPV-Transformation fand sich weder eine

Immunsuppression noch eine Fernmetastasierung (Tabelle 15).

3.5.2 Tumore anderer Lokalisationen

Die Frauen mit Tumoren mit HPV-Transformation in anderen Lokalisationen waren
junger als diejenigen mit Tumoren unklarer Genese (p=0,061) und p53-Uberexpression
(p=0,006) (Tabelle 16). Diese Patientinnen gaben haufiger eine Nikotinabususanamnese
(53,8%) im Vergleich zu der Gruppe der Tumore mit p53-Uberexpression (0% ; p=0,004)
und der Tumore unklarer Genese (25% ; p=0,092) an.
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Die Tumore anderer Lokalisationen mit p53-Uberexpression befanden sich in
héheren T-Tumorstadien und zeigten haufiger befallene Leistenlymphknoten. Diese
Tumore, sowie die Tumore unklarer Genese wiesen ein hdheres Grading und eine
niedrigere Proliferationsrate (angegeben durch Ki-67 Expression) im Vergleich zu den
Tumoren mit HPV Transformation (p=0,011 und p=0,059) (Tabelle 16).

Analog zu der Gruppe der Tumore der vorderen Kommissur, kam bei keiner Patientin
mit HPV-Transformation-induziertem  Tumor  eine Immunsuppression oder

Fernmetastasierung vor (Tabelle 16).

3.5.3 Tumore vorderer Kommissur vs. Tumore anderer Lokalisationen in Bezug auf

unterschiedlichen Entstehungsmechanismen

Vergleicht man die Ergebnisse der Tabelle 15 (Tumore der vorderen Kommissur) mit

den Ergebnissen der Tabelle 16 (Tumore anderer Lokalisationen), so fallt folgendes auf:

1. Alter: Das Durchschnittsalter der Patientinnen mit Tumoren der vorderen
Kommissur ist bei den 3 Tumorentitdten ahnlich (bei den Tumoren mit p53-
Uberexpression eher hoher, jedoch statistisch nicht signifikant, p=0,259) (Tabelle
15). In der Gruppe der Referenztumoren sind die Frauen mit HPV-induzierten
Tumoren deutlich jinger (54,9J vs. 63,2J und 69,4J ; p=0,061 ; p=0,006) (Tabelle
16).

2. Nikotinabusus: 53,8% der Frauen mit HPV-induzierten Karzinomen anderer
Lokalisationen waren Raucherinnen, wahrend keine Patientin mit p53-
Uberexprimierendem Tumor dieser Lokalisationsgruppe einen Nikotinabusus
angegeben hat (p=0,004) (Tabelle 16). Im Gegensatz dazu, ergaben sich bei den
3 Entitaten der Tumoren der vorderen Kommissur keine signifikante Unterschiede
bezuglich des Nikotinabusus (31,8% vs. 26,7% und 35,1%) (Tabelle 15).

3. Erscheinung: In der Gruppe der Referenztumore zeigte sich deutlich haufiger das
klinische Erscheinungsbild eines erhabenen Tumors im Vergleich zu den Tumoren
der vorderen Kommissur bei allen 3 Entitaten (69,2%, 75,0% und 78,6% vs.
46,2%, 39,5% und 52,5%) (Tabellen 15 und 16), wahrend die Karzinome aller 3
Entitaten der vorderen Kommissur deutlich haufiger als Ulcus erschienen (46,2%,
44,7% und 42,5% vs. 15,4%, 15,0% und 14,3%).

4. Tumorstadium: Bei beiden Lokalisationsgruppen befanden sich die p53-
Uberexprimierenden Karzinome haufiger in einem héheren Tumorstadium und die

HPV-induzierten Tumore haufiger in einem friiheren Tumorstadium.
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5. Nodalstatus: Bei den HPV-induzierten Referenztumoren fand sich haufiger eine
Lymphknotenmetastasierung (pN1) im Vergleich zu den HPV-induzierten Tumoren
der vorderen Kommissur (27,3% vs. 16,7%) (Tabelle 15 ; Tabelle 16).

6. Grading: Die HPV-induzierten und die p53-uberexprimierenden Tumore der
vorderen Kommissur wiesen deutlich haufiger einen G3-Status im Vergleich zu
den Referenztumoren dieser 2 Entitaten auf (24,0% und 25,6% vs. 0,0% und
7,1%) (Tabelle 15 ; Tabelle 16).

7. Ki-67 Expression: Bei beiden Lokalisationsgruppen zeigten die Tumore unklarer
Genese haufiger eine hohe Ki-67 Expression (vord. Kommissur 30,2% ;
Referenztumore 35,0%) (Tabelle 15 ; Tabelle 16).

4. Diskussion

Das Vulvakarzinom ist ein seltener gynakologischer Tumor (ca. 4% aller
gynakologischen Genitalmalignome) und tritt meistens bei alteren Frauen auf. Nach dem
heutigen Kenntnisstand gibt es zwei Tumorentitaten des Vulvakarzinoms: Das
Vulvakarzinom der &alteren Frauen, das mit Lichen sclerosus und p53-Uberexpression
assoziiert ist, und das Vulvakarzinom der jlingeren Frauen, das nach HPV-Infektion tber
VIN-L&sion entsteht und selten mit p53-Uberexpression in Verbindung steht. Der Anteil
der HPV-positiven Vulvakarzinome variiert von 9% bis 70% in verschiedenen Studien
(Brandenberger 1992, Iwasawa 1997, Lerma 1999, Pinto 2004, Knopp 2006, Skapa 2007,
Madsen 2008, Sutton 2008, Hampl 2008).

Im Gegensatz zum HPV-positiven Vulvakarzinom, ist der Kenntnisstand bez. des
onkogenetischen Mechanismus des HPV-negativen Vulvakarzinoms deutlich niedriger. Es
wurde vermutet, dass eine virale Komponente im Sinne eines bisher unbekannten HPV-
Typs oder eines Polyomavirus eine Rolle spielen kénnte (zur Hausen 2009). Das HPV-
negative Vulvakarzinom ist mit VIN-d und Lichen sclerosus assoziiert. Die Mehrheit der
VIN-d La&sionen sind molekulargenetisch mit p53-Mutationen oder DNA-Deletionen
verbunden, wobei eine Ahnlichkeit zu den p53-Mutationen beim  Vulvakarzinom

nachgewiesen worden ist (Pinto 2010).

In den letzten Jahren hat sich ein Abfall des Durchschnittsalters der Patientinnen mit
Vulvakarzinom gezeigt und die Tumorlokalisation in der vorderen Kommissur zwischen
Klitoris und Urethra kommt immer haufiger vor (Hampl 2008). Diese Beobachtungen in

der Frauenklinik der Heinrich-Heine-Universitdt Dusseldorf fihrten zur Initierung der
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vorliegenden Studie mit der Fragestellung, ob diese Karzinome der vorderen Kommissur

einer neuen, 3. Tumorentitat des Vulvakarzinoms entsprechen.

Im Rahmen dieser multizentrischen Studie wurden die klinischen, histopathologischen
und molekulargenetischen Merkmale der Vulvakarzinome der vorderen Kommissur
untersucht und mit den entsprechenden Merkmalen von Vulvatumoren anderer
Lokalisationen verglichen. 135 Tumore der vorderen Kommissur und 52 Tumore anderer
Lokalisationen (Referenztumore) wurden analysiert. Die untersuchten klinischen
Parameter umfassten Alter bei Erstdiagnose, klinisches Erscheinungsbild und
Beschwerdesymptomatik, Nikotinabusus, Immunsuppression, VIN in der Anamnese,
CIN/Zervixkarzinom oder andere gynakologische Malignome in der Anamnese, Paritat,
Kondylome in der Anamnese, Pille- oder Hormoneinnahme, VIN oder Lichen sclerosus in
der Tumorumgebung, Pap- und HPV-Zervix-Abstrichbefunde, TNM-Stadium und Grading.
Eine HPV-Typisierung, sowie eine Untersuchung nach Herpes simplex Virus und Epstein-
Barr Virus wurden durchgefihrt. Die beiden letzten Viren wurden in den vergangenen
Jahren als fragliche Kofaktoren bei der Entstehung des Vulvakarzinoms diskutiert. Die
Expression der Zellzyklusregulatoren p53 und p16™<*?, sowie des Proliferationsmarkers

Ki-67 wurden ebenfalls untersucht.

4.1 Unterschiede zwischen den Tumoren der vorderen Kommissur und den

Referenztumoren

Es hat sich ein signifikanter Altersunterschied zwischen der Gruppe der Karzinome der
vorderen Kommissur und der Gruppe der Karzinome anderer Lokalisationen ergeben,
wobei die Patientinnen der ersten Gruppe im Mittel jinger waren (Durchschnittsalter 56,8J
vs. 63,1J ; p=0,006 ; Tabelle 4). Ein signifikanter Altersunterschied zeigte sich auch
zwischen den HR-HPV-negativen Karzinomen (66,3J vs. 57,4J ; p=0,008 ; Tabelle 8),
jedoch nicht zwischen den HR-HPV-positiven Karzinomen (59,6J vs. 56,0J ; p=0,347 ;
Tabelle 7) der beiden Lokalisationsgruppen. D.h. die Patientinnen mit Tumoren der
vorderen Kommissur sind jlunger, unabhangig vom HPV-Status des Tumors. Ein
wesentlicher Altersunterschied zwischen HR-HPV positiven und HR-HPV negativen
Karzinomen zeigte sich bei den Referenztumoren, jedoch nicht bei den Tumoren der
vorderen Kommissur. Die Ursache fir den Altersunterschied zwischen den beiden

Tumorgruppen ist bislang unklar.

Die Tumore der vorderen Kommissur zeigten haufiger (p<0,001) ein friheres
Tumorstadium (67,9% vs. 37,3% im Stadium pT1) (Tabelle 4) ohne signifikanten
Unterschied (p=0,058) beziiglich der Lymphknotenmetastasierungstendenz im jeweiligen

Tumorstadium im Vergleich zu den Referenztumoren (Tabelle 11).
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42% der Tumore der vorderen Kommissur und 48,1% der Tumore anderer
Lokalisationen waren HR-HPV positiv, wobei das HPV-Verteilungsmuster bei beiden
Lokalisationsgruppen ahnlich war und der HPV 16 der am haufigsten identifizierte HPV-
Typ gewesen ist (86,8% und 87%). Die nachgewiesenen HPV-Typen in unserer Studie
entsprechen den bisherigen Beobachtungen (HPV 16, 33 und 45 in 93,4% der HPV-
positiven Vulvakarzinome - Skapa 2007 ; HPV 16 in 85% der HPV-positiven
Vulvakarzinome, sonst HPV 45 und 33 — Kagie 1997 ; HPV 16 in 71% der HPV-positiven
Vulvakarzinome, sonst HPV 18 — Trimble 1996). Ein HR-HPV positiver HPV-Abstrich der
Zervix kann nach unseren Ergebnissen nicht als Risikofaktor fir die Entstehung eines HR-

HPV positiven Vulvakarzinoms gewertet werden.

Die Mehrheit der Tumore der vorderen Kommissur zeigen sich klinisch als Ulcus,
wahrend der Hauptanteil der Karzinome anderer Lokalisationen als erhabener Tumor
vorkommt (Abb. 16 ; Abb. 18). 46,4% der Tumore der vorderen Kommissur waren von
einer VIN, dagegen 19,2% der Referenztumore von einem Lichen sclerosus umgeben.
Dies beruht darauf, dass innerhalb der Gruppe der Karzinome der vorderen Kommissur
bei den HR-HPV positiven Tumoren signifikant haufiger eine VIN in der Umgebung
histologisch diagnostiziert wurde im Vergleich zu den HR-HPV negativen Karzinomen.

Eine Assoziation zu einem Lichen sclerosus liel sich in dieser Gruppe nicht nachweisen.

Lediglich 4,8% (n=6) der Patientinnen mit Vulvakarzinom der vorderen Kommissur (vs.
1,9% ; n=1 der Patientinnen der Referenzgruppe, statistisch nicht signifikanter

Unterschied ; p=0,675) waren immunsupprimiert. Keine Patientin war HIV positiv.

Bezuglich der untersuchten klinischen Parameter Nodalstatus, Fernmetastasierung,
Kardinalsymptom, Differenzierungsgrad, LymphgefaRinvasion, BlutgefaRinvasion, VIN in
der Anamnese, CIN/Zervixkarzinom oder andere gynakologische Malignome in der
Anamnese, Kondylome, Immunsuppression, Nikotinabusus, Paritat, Hormoneinnahme,
Pap-Abstrich-Befund und HPV-Zervix-Abstrichbefund konnte kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Lokalisationsgruppen nachgewiesen werden. Das
gleiche qilt auch fir die untersuchten molekulargenetischen Parameter (p53-
Uberexpression, p16™“2-Expression, Ki-67), wobei sich jedoch ein Trend zur haufigeren
p53-Uberexpression bei den Tumoren der vorderen Kommissur zeigte (Tabelle 4). Die
HR-HPV positiven Karzinome der vorderen Kommissur zeigten signifikant haufiger eine
diffuse p16™“2-Expression und signifikant seltener eine p53-Uberexpression als die HR-

HPV negativen Tumore dieser Gruppe (Tabelle 5).
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Herpes simplex Virus und Epstein-Barr Virus wurden in keinem der untersuchten
Vulvakarzinome nachgewiesen. Nach unseren Befunden gibt es somit keinen Anhalt fur

eine Beteiligung dieser beiden Viren an der Pathogenese des Vulvakarzinoms.

4.2 Vergleich HPV-positive vs. HPV-negative Tumore der zwei Lokalisationsgruppen

Es zeigte sich ein signifikanter Altersunterschied zwischen den HR-HPV-negativen
Karzinomen (66,3J vs. 57,4J ; p=0,008) (Tabelle 8), jedoch nicht zwischen den HR-HPV-
positiven Karzinomen (59,6 vs. 56,0 ; p=0,347) (Tabelle 7) der zwei
Lokalisationsgruppen.

Die HR-HPV positiven Tumore zeigten keine signifikant unterschiedliche
Lymphknotenmetastasierungstendenz als die HR-HPV negativen Tumore, sowohl
innerhalb jeder einzelner Lokalisationsgruppe (Tabelle 5 ; Tabelle 6), als auch in der
Gesamtheit der untersuchten Tumore (Tabelle 12), sodass nach unseren Daten die HR-
HPV-Positivitat oder Negativitat keinen Risikofaktor fur Lymphknotenmetastasen beim
Vulvakarzinom darstellt. Die HPV-positiven Vulvakarzinome scheinen erfahrungsgeman
weniger aggressiv zu sein. Lindell et al. konnten eine statistisch signifikant hohere
Uberlebensrate bei Frauen mit HPV-positiven Vulvakarzinomen im Vergleich zu
Patientinnen mit HPV-negativen Tumoren nachweisen, jedoch ohne signifikanten
Unterschied hinsichtlich des Leistenlymphknotenbefalls zwischen den beiden Gruppen
(Lindell und Nasmann 2010). Weitere Arbeitsgruppen berichten Uber ahnliche Befunde
beziiglich der Uberlebensrate (Monk 1995, Knopp 2006, Sutton 2008), wahrend andere
Studienergebnisse diese Behauptung nicht unterstitzen (Pinto 1999, Pinto 2004). In
unserer Studie konnten wir die These beziiglich der niedrigeren Aggressivitat der HPV-
positiven Vulvakarzinome fir die Tumore der vorderen Kommissur unterstiitzen
(p=0,008), jedoch nicht fiir die Tumore anderer Lokalisationen (p=0,657), da die Tumore
der vorderen Kommissur in einem niedrigeren Tumorstadium diagnostiziert wurden
(Tabelle 5 ; Tabelle 6).

Im Gegensatz dazu zeigten die HR-HPV positiven Tumore der Referenzgruppe eine
statistisch signifikant starkere Ki-67 Expression im Vergleich zu den HR-HPV negativen
Tumoren dieser Gruppe (p=0,028) (Tabelle 6). Dieser Trend zeigt sich bei den Tumoren

der vorderen Kommissur nicht (p=0,814) (Tabelle 5).

In beiden Lokalisationsgruppen wurde kein signifikanter Unterschied hinsichtlich des
Tumordifferenzierungsgrades, der Lymphknoten- und Fernmetastasierungstendenz und
der Neigung zur Lymph- bzw. BlutgefaRinvasion zwischen den HPV-positiven und HPV-

negativen Tumoren nachgewiesen.
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Innerhalb der Gruppe der Karzinome der vorderen Kommissur wurde bei den HR-HPV
positiven Tumoren signifikant haufiger eine VIN in der Umgebung histologisch
diagnostiziert im Vergleich zu den HR-HPV negativen Karzinomen. Hinweis auf einen

Lichen sclerosus zeigte sich in dieser Gruppe nicht.

Die HR-HPV positiven Karzinome der anderen Lokalisationen wiesen auch eine
signifikant haufigere p16™“2-Expression und eine nicht signifikant seltenere p53-
Uberexpression im Vergleich zu den HR-HPV negativen Tumoren dieser Gruppe auf
(Tabelle 6). Diese Befunde stimmen somit mit der Theorie der zwei
Vulvakarzinomentstehungsmechanismen (iberein, namlich des HPV/p16™“%- und VIN-
assoziierten, sowie des  HPV-unabhangigen/p53- und  Lichen-assoziierten
Entstehungsmechanismus. Zu der ersten Entitat des Vulvakarzinoms (Vulvakarzinom der
jingeren Frauen) gehdren HPV-induzierte, Uber VIN-Vorstufen entstehende Karzinome,
die selten eine p53-Uberexpression zeigen. Histologisch sind diese Tumore nicht
verhornende Plattenepithelkarzinome vom basaloiden oder verrukdésen Typ. Beim
Vulvakarzinom der alteren Frauen handelt es sich um Tumore, die sich nicht Uber VIN-
Vorstufen entwickeln. Diese Tumore sind haufig mit einer p53-Uberexpression und/oder
einem Lichen sclerosus assoziiert und sind differenzierte  verhornende

Plattenepithelkarzinome.

4.3 HPV-negative Tumore: Tumore vorderer Kommissur vs. Tumore anderer

Lokalisationen

In der Gruppe der HPV-negativen Karzinome waren die Patientinnen mit Tumoren der
vorderen Kommissur statistisch signifikant jinger als die Frauen mit Tumoren anderer
Lokalisationen (Durchschnittsalter 57,4J vs. 66,3J ; p=0,008). Ein Lichen sclerosus wurde
statistisch signifikant haufiger in der Tumorumgebung der Referenztumoren histologisch
nachgewiesen (29,6% vs. 6,5% ; p=0,006), nicht aber bei den Tumoren der vorderen
Kommissur. Diese Beobachtungen spiegeln den Entstehungsmechanismus des nicht
HPV-induzierten, Lichen-assoziierten Vulvakarzinoms der alteren Frauen wider (Tabelle
8). Dieser Mechanismus scheint fur die Tumore anderer Lokalisationen zuzutreffen,
wahrend die Tumore der vorderen Kommissur diesem Paradigma nicht folgen. Der Grund

dafir ist unklar.

Die Karzinome der vorderen Kommissur wurden statistisch signifikant haufiger in
einem friheren Tumorstadium diagnostiziert im Vergleich zu den Referenztumoren
(22,4% vs. 7,7% im Stadium pT1a, p=0,049). Hinsichtlich der restlichen untersuchten
klinischen und molekulargenetischen Parameter (Nodalstatus, Fernmetastasierung,

Differenzierungsgrad, LymphgefaRinvasion, Blutgefainvasion, VIN in der Anamnese,
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Kondylome in der Anamnese, Immunsuppression, Nikotinabusus, CIN/Zervixkarzinom in
der Anamnese, Paritat, Hormoneinnahme, gynakologische Malignome in der Anamnese,
Pap-Abstrich, Erscheinung, Kardinalsymptom, HPV-Zervix-Abstrich, VIN in der
Tumorumgebung, p53-Uberexpression, p16™<*®-Expression, Ki-67) wurde kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den Karzinomen der vorderen Kommissur und den

Referenztumoren festgestellt (Tabelle 8).

4.4 HPV-positive Tumore: Tumore vorderer Kommissur vs. Tumore anderer

Lokalisationen

In dieser Gruppe zeigte sich im Gegensatz zu den HPV-negativen Tumoren kein
statistisch signifikanter Altersunterschied zwischen den beiden Lokalisationsgruppen
(mittleres Alter bei den Tumoren der vorderen Kommissur 56,0 vs. 59,6J bei den

Referenztumoren ; p=0,347).

Ahnlich wie bei den HPV-negativen Karzinomen, wurden die HPV-positiven Tumore
der vorderen Kommissur statistisch signifikant haufiger in einem friheren Tumorstadium
diagnostiziert im Vergleich zu den HPV-positiven Referenztumoren (81,8% vs. 32,0% im
Stadium pT1, sowie 32,7% vs. 12,0% im Stadium pT1a ; p<0,001). Die HPV-positiven
Tumore der vorderen Kommissur zeigten im Vergleich zu den Referenztumoren
signifikant haufiger das klinische Erscheinungsbild eines Ulcus (54,5% vs. 16,0%) und
signifikant seltener eines erhabenen Tumors (36,4% vs. 76,0%) (p=0,003), jedoch ohne
einen signifikanten Unterschied hinsichtlich des Kardinalsymptoms. Eine VIN fand sich in
der Tumorumgebung der Karzinome der vorderen Kommissur signifikant haufiger im
Vergleich zu der Umgebung der Referenztumore (60,9% vs. 24,0% ; p=0,006) (Tabelle 7).

Bezuglich der restlichen untersuchten klinischen und molekulargenetischen Parameter
ergab sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Lokalisationsgruppen (Nodalstatus, Fernmetastasierung, Differenzierungsgrad,
LymphgefaRinvasion, Blutgefalinvasion, VIN in der Anamnese, Kondylome in der
Anamnese, Immunsuppression, Nikotinabusus, CIN/Zervixkarzinom in der Anamnese,
Paritat, Pilleeinnahme, Hormoneinnahme, gynakologische Malignome in der Anamnese,
Pap-Abstrich, HPV-Zervix-Abstrich, Lichen sclerosus in der Tumorumgebung, p53-
Uberexpression, p16™**-Expression, Ki-67) (Tabelle 7).

4.5 Molekulargenetik und die 3 identifizierten Entstehungsmechanismen des

Vulvakarzinoms

Nach dem Modell der Mehrschrittsonkogenese, muss eine Reihe von biochemischen

und zellregulatorischen Kontrollmechanismen uberwunden werden, um eine maligne
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Entartung eines Zellklons hervorzurufen. Im Rahmen der Tumorprogression werden
Tumorzellen plétzlich unabhangig von physiologischen wachstumsstimulierenden
Signalen bzw. insensitiv gegeniber wachstumshemmenden oder  apoptotischen
Signalen. Die Abschaffung der Zellzykluskontrolle wird zumeist durch aktivierende
Mutationen von Onkogenen oder durch die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen
erreicht. Das p53 Tumorsuppressorgen spielt durch seine Funktion im Rahmen der
Zellzyklusregulation und der Apoptose eine zentrale Rolle in der Entstehung einer grof3en
Anzahl von soliden Tumoren. Seine Deaktivierung ist ein wichtiger Schritt in Richtung der
Onkogenese. Bei Schadigung der zellularen DNA induziert p53 entweder
Reparaturenzyme  oder den  programmierten  Zelltod. Die  p53-abhangige
Zellzyklusregulation bewirkt eine Zyklusarretierung vor der S-Phase bei reparablen DNA-
Schaden, um die nur wahrend dieser Zyklusphase durchfihrbaren Reparaturvorgange zu
ermoglichen (Kastan 1991, Lane 1992).

Der Untersuchung der Expression des zyklinabhangige-Kinase-Inhibitors p16™<*?
kommt eine besondere Bedeutung zu. Die Expression von p16™** wird durch das HR-
HPV E7-Gen induziert und ihr Nachweis (diffuse Expression) bei HR-HPV positiven
Tumoren weist auf eine virale Transformation der befallenen Zellen hin. Der HR-HPV
DNA Nachweis allein reicht namlich nicht aus, um eine viral bedingte
Zellzyklusdysregulation und onkogene Wirkung zu beweisen (Wang 2004, Dehn 2007,
Bergeron 2010, Galgano 2010).

In unserer Studie wurden die Karzinome nach der Kombination ihres HR-HPV-, p53-
und p16™“aStatus in 3 Gruppen eingeteilt, ihrem Entstehungsmechanismus

entsprechend:

1. HPV-induzierte Tumore (nach HR-HPV Infektion und Transformation - HR-HPV
positiv und p16™ *? positiv - entstandene Tumore)

2. Tumore mit p53-Uberexpression (nach p53-Mutation entstandene Tumore - p53-
Uberexpression, HR-HPV positiv und p16™%*® negativ oder HR-HPV negativ und
p16™*@ positiv/negativ)

3. Tumore unklarer Genese, die weder nach einer HR-HPV Infektion noch nach
erfolgter p53-Mutation entstanden sind (in der Mehrheit HR-HPV-, p16™ *2- und
p53 negativ)

Der Tumorentstehungsmechanismus nach erfolgter HR-HPV Infektion (Kombination
von HR-HPV-DNA-Nachweis und diffuser p16™ **-Expression) zeigte sich in einem

kleineren Anteil der Tumore der vorderen Kommissur im Vergleich zu den Tumoren
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anderer Lokalisationen (21,4% vs. 27,7%). Die diffuse p16™***-Expression bei HR-HPV
Positivitdt war in engem Zusammenhang mit der Abwesenheit einer p53-Uberexpression.
Ein kleiner Anteil der HR-HPV- und p16™“2-positiven Tumore zeigten jedoch eine starke
p53-Uberexpression (3,2% der Tumore der vorderen Kommissur), was auf das
zusatzliche Auftreten von p53-Mutationen in einer HR-HPV-infizierten Zelle zurtickgefuhrt

werden kann.

Die Tumore mit p53-Uberexpression waren in ihrer Mehrheit HR-HPV negativ und

6™%? negativ, sodass bei diesen Karzinomen eine HR-HPV induzierte Onkogenese

p1
ausgeschlossen werden konnte. Im Kollektiv der Frauen mit Tumoren der vorderen
Kommissur zeigte sich ein dhnliches Durchschnittsalter zwischen den Patientinnen mit
HR-HPV- induzierten Tumoren (HR-HPV positiv und p16™*® positiv) und den
Patientinnen mit p53-Uberexprimierenden Tumoren (55,6J und 60,1J) (Tabelle 15). Im
Gegensatz dazu, zeigte sich im Kollektiv der Tumoren anderer Lokalisationen ein
ausgepragter Durchschnittsaltersunterschied zwischen diesen beiden Gruppen (54,9J bei
den HR-HPV induzierten und 69,4J bei den p53-Uberexprimierenden Tumoren) (Tabelle
16). In Zusammenschau mit der haufigen Anwesenheit eines umgebenden Lichen
sclerosus bei diesen Tumoren, zeigt sich in unserer Studie das bekannte Gesamtbild der
pS53-induzierten, Lichen-assoziierten und HPV-unabhangigen Vulvakarzinomentstehung
bei alteren Frauen, v.a. bei den Frauen mit Tumoren anderer Lokalisationen, wahrend
diese Genese bei den Frauen mit Tumoren der vorderen Kommissur p53-induziert auch

bei jingeren Frauen zu finden war.

Diese Studie zeigt, dass sowohl das Vulvakarzinom der vorderen Kommissur als auch
der anderen Lokalisationen uber drei verschiedene Onkogenese-Mechanismen entstehen
kann: HR-HPV induziert, nach p53-Mutation oder Uber einen anderen Weg, der bisher
unbekannt ist. Die meisten untersuchten Vulvakarzinome gehdrten zu der Gruppe der
Tumoren unklarer Genese (HR-HPV-, p16™*2. und p53-negativ). 40,3% der Tumoren der
vorderen Kommissur und 42,6% der Tumoren anderer Lokalisationen wurden dieser
Gruppe zugeteilt (Abb. 19 ; Abb. 20).

Das Durchschnittsalter der Frauen mit Karzinomen der vorderen Kommissur war
junger bei den p53-Uberexprimierenden Tumoren und den Tumoren unklarer Genese im

Vergleich zu den Frauen mit Tumoren anderer Lokalisationen (Diagramm 6).
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Diagramm 6: Durchschnittsalter der Frauen mit Vulvakarzinom fir jeden Entstehungsmechanismus.

Im Gegensatz zu den Tumoren der vorderen Kommissur, zeigte sich bei den
Referenztumoren ein statistisch signifikanter Unterschied hinsichtlich des Nikotinabusus
zwischen den verschiedenen Tumorentitaten (53,8% der Patientinnen mit HPV-
induzierten Tumoren vs. 0% der Patientinnen mit p53-tberexprimierenden Karzinomen)
(Tabelle 15 ; Tabelle 16). Die Mehrheit der Tumore der vorderen Kommissur zeigt das
klinische Bild eines Ulcus, wahrend sich die Mehrheit der Karzinome anderer
Lokalisationen als erhabener Tumor manifestiert. Dies gilt fir alle 3 Entitaten der beiden
Lokalisationsgruppen mit Ausnahme der p53-tberexprimierenden Tumore der vorderen
Kommissur (Tabelle 15 ; Tabelle 16). Bei den Karzinomen der vorderen Kommissur
wurden die HPV-induzierten Tumore in einem friheren Tumorstadium und die p53-
Uberexprimierenden Tumore in einem hoheren Tumorstadium diagnostiziert. Bei den p53-
uberexprimierenden Referenztumoren lag haufiger eine Lymphknotenmetastasierung vor
(PN1 28,6% vs. 21,2% bei den Tumoren der vorderen Kommissur) (Tabelle 15 ; Tabelle
16). Ein G3-Differenzierungsgrad fand sich deutlich haufiger bei den HPV-induzierten und
den pS&3-Uberexprimierenden Karzinomen der vorderen Kommissur im Vergleich zu
diesen 2 Entitaten der Referenztumore (24,0% und 25,6% vs. 0,0% und 7,1%), wahrend
bei beiden Lokalisationsgruppen eine hohe Ki-67 Expression haufiger bei den Tumoren

unklarer Genese vorlag (Tabelle 15 ; Tabelle 16).

Die vorliegenden Daten (jingeres Alter, friheres Tumorstadium, haufiger
Ulcuserscheinung, haufiger VIN und seltener Lichen sclerosus in der Umgebung)
rechtfertigen keine Klassifikation der Karzinome der vorderen Kommissur zwischen
Klitoris und Urethra bei jingeren Frauen als eine neue, 3. Tumorentitat des

Vulvakarzinoms. Der Klinische Aspekt dieser Tumore besitzt aber weiterhin eine
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bedeutende Wichtigkeit. Arzte, insbesondere Gynékologen und Dermatologen sollen
darauf aufmerksam gemacht werden, dass auch bei jungeren Frauen mit Beschwerden
an der Vulva oder Miktionsbeschwerden ein Vulvakarzinom die Ursache der Beschwerden
sein kann. Die traditionelle Einstellung, das Vulvakarzinom sei eine Erkrankung der
alteren Frauen, ist nicht mehr haltbar. Die gesamte Vulva und insbesondere der Bereich
der vorderen Kommissur mussen im Rahmen einer gynakologischen Untersuchung bei
entsprechenden Beschwerden immer ausflihrlich untersucht werden. Vulvabeschwerden
wie Juckreiz oder Brennen sollten nicht routinemaRig auf Pilzinfektionen oder unklare
Dermatosen zuriickgefiihrt werden und bei unklarer Diagnose ist eine Uberweisung in ein
Zentrum fir gynakologische Onkologie/Dysplasiezentrum dringend zu empfehlen. Die
Stelle zwischen Kilitoris und Urethra sollte bei Angabe von insbesondere seit langerer Zeit
bestehenden, therapieresistenten Beschwerden (Schmerzen, Brennen, Juckreiz, Dysurie)
ausfihrlich untersucht werden. Beim Auftreten von Lasionen wie kleines Ulcus oder
erhabener Tumor, sollte die Indikation zur Vulvoskopie und Biopsieentnahme von jeder

suspekter Lasion groRzlgig und zeitnah gestellt werden.
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