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Zusammenfassung

Das Peniskarzinom ist mit einer Inzidenz von ca. 1,0 Neuerkrankung/100.000 Einwohner in
Mitteleuropa und Nordamerika eine seltene Tumorerkrankung. Histologisch liegt am haufigsten
ein Plattenepithelkarzinom vor. Die pathohistologische Diagnostik stellt die Grundlage fur die
Therapie dar und orientiert sich an der UICC-Klassifikation. Bei verschiedenen menschlichen
Tumoren wurde das biologische Phdnomen des Tumor-Buddings (Aussprossung von
Tumorzellen vor der Invasionsfront = Buds) beschrieben. In der vorliegenden Arbeit wird
gepruft, ob dieses Phdnomen beim Peniskarzinom reproduzierbar vorkommt und ob es eine
pradiktive und prognostische Relevanz besitzt. Es wurden Gewebeproben von 79 Patienten
(Alter zwischen 29 bis 92 Jahren) konventionell-histologisch und immunhistologisch (CK5/6,
CD34, Cyclin D1, p16, E-Cadherin, Vimentin, Ki67, Syndecan/CD138) hinsichtlich des Tumor-
Buddings unter Berilcksichtigung klinischer und epidemiologischer Parameter analysiert. Die
biostatistische Bewertung erfolgte mittels des Chi2-Tests. Die Berechnung der metrischen
Variablen wurde mit der Varianzanalyse und dem t-Test nach Student durchgefihrt. Die
komplexen Zusammenhénge, die sich auf die Anzahl der Tumorbuds bezogen, wurden mit Hilfe
der logistischen Regression bewertet. Bei der Analyse der Uberlebensdaten fand die Kaplan-

Meier-Methode und multivariat die Cox-Regression Anwendung.

Die immunhistologische Untersuchung anhand der Marker (CK5/6, CD34, Cyclin D1, p16, E-
Cadherin, Vimentin, Ki67, Syndecan/CD138) konnte in Bezug auf das Tumor-Budding beim

Peniskarzinom keine Signifikanzen im multivariaten Modell aufweisen.

Im univariaten und multivariaten Modell zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen der
Anzahl der Tumorbuds und dem Invasionsmuster beim Peniskarzinom sowie zwischen
vermehrtem Auftreten von Tumorbuds und Bildung von Lymphknotenmetastasen. Die pT-
Kategorie besal einen unabhdngigen Einfluss auf die Patientenprognose. Auch konnte
multivariat bestatigt werden, dass zwar der Progressionsstatus beim Peniskarzinom einen
unabhangigen Einfluss auf das Gesamtlberleben besitzt, dies jedoch weder auf die pN-Kategorie
noch die Anzahl der Tumorbuds zutrifft. Die Kaplan-Meier-Uberlebenskurven ergaben, dass sich
mit hoherer pT-Kategorie die Uberlebensprognose der Patienten verschlechterte und eine
Tumorprogression mit reduziertem Gesamtuberleben und karzinombezogenen Lebensstatus

assoziiert ist.



Das Tumor-Budding beim Peniskarzinom besitzt keine prognostische und prédiktive Relevanz.
Ferner bleibt unklar, ob das Phanomen des Tumor-Buddings beim Peniskarzinom uberhaupt
existiert und nicht kontinuierliche Tumorproliferate schnittbedingt als Buds imponieren.

Weiterfuhrende dreidimensionale histologische Untersuchungen zur Verifizierung des Tumor-

Buddings beim Peniskarzinom sind daher zu empfehlen.



Abstract

With an incidence rate of approximately 1 new case per 100,000 inhabitants in central Europe
and North America, penile cancer is a rare tumor disease. Histologically, most penile cancers
manifest as squamous cell carcinoma. The pathohistological diagnosis acts as the basis for
therapy and is determined by the UICC classification. The biological phenomenon of tumor
budding was found in different human carcinoma. The following study examines whether tumor
budding exists in penile cancer and has reproducible and predictive relevance as a prognostic
marker. Paraffin-embedded tissues from 79 patients (ages between 29 and 92) were subjected to
a conventional histological and immunohistological (CK5/6, CD34, Cyclin D1, p16, E-Cadherin,
Vimentin, Ki67, Syndecan/CD138) analysis regarding tumor budding taking into account
clinical and epidemiological parameters. Biostatic evaluation was done using the Chi? test.
Metric variables were calculated using analysis of variance and t-test. Complex relationships
pertaining to the number of tumor buds have been assessed using logistical regression. The
analysis of survival data were carried out using the Kaplan-Meier method. Multivariable

analyses were calculated using a Cox regression analysis model.

The immunohistological examination under specific markers (CK5/6, CD34, Cyclin D1, p16, E-
Cadherin, Vimentin, Ki67, Syndecan/CD138) did not show significant correlations between

penile cancer and tumor budding in multivariate models.

Univariate and multivariate models showed a significant correlation between the number of
tumor buds and invasion patterns in penile cancer as well as a correlation between an increase of
tumor buds occurrence and lymph node metastases. The pT-category had an independent effect
on the patient prognosis.

Using multivariate models it has also been confirmed that the progression status of penile cancer
had an independent influence on overall survival which, however, was not true for pN-category

and the number of tumor buds.

Kaplan-Meier survival curves indicated an exacerbation of the survival curve with an elevated
pT-category. They also showed that tumor progression is associated with reduced overall

survival and cancer-specific survival status.



Tumor budding in penile cancer does not carry prognostic and predictive significance. In
addition, it remains unclear whether the phenomenon of tumor budding in penile cancer is
present at all rather than continuous proliferation of tumors presenting themselves as buds.
Three-dimensional (3-D) histological analyses are therefore recommended to verify the

phenomenon of tumor budding in penile cancer.



1. Wissenschaftliche Grundlagen

1.1 Epidemiologie

Das Peniskarzinom stellt in Mitteleuropa und Nordamerika eine seltene Tumorerkrankung dar
mit einer Inzidenzrate von unter 1 Neuerkrankung pro 100 000 Einwohner pro Jahr [11]. In
Europa werden jahrlich 4000 Neuerkrankungen diagnostiziert, das entspricht einer Rate von 0,5
% aller malignen Tumore beim Mann [45]. Es ist jedoch zu erwéhnen, dass die Inzidenzrate des
Peniskarzinoms innerhalb Europas einer Schwankung von unter 0,5 bis 0ber 1,5
Neuerkrankungen pro 100 000 Einwohner pro Jahr unterliegt [142]. Im Gegensatz dazu liegt die
Inzidenz des Peniskarzinoms in Indien bei 0,7-3 Neuerkrankungen pro 100 000 Einwohner, in
Brasilien bei 8,3 Neuerkrankungen pro 100 000 Einwohner pro Jahr und stellt in diesen Landern
10-20 % aller malignen Tumoren beim Mann dar. In Uganda ist das Peniskarzinom der am
haufigsten diagnostizierte Tumor unter Mannern [144]. Israel z&hlt mit 0,1 Erkrankungen pro
100 000 Einwohner pro Jahr zu dem Land mit der geringsten Inzidenzrate [33].

1.2 Atiologie

Es gibt verschieden Risikofaktoren, die fur die Entstehung eines Peniskarzinoms verantwortlich
gemacht werden. Zu den wichtigsten Risikofaktoren zéhlen:

1. Phimose [70]

2. Chronisch entzlindliche Verénderungen, wie Balanoposthitis und Lichen sclerosus et
atrophicus [70, 131]

3. Behandlung mit Psoralen und UV-A Photochemotherapie (PUVA) [176]

Eine neonatal durchgefuhrte Zirkumzision kann das Risiko an einem Peniskarzinom zu
erkranken um das 10-fache senken [127]. Von der American Cancer Society wird die
Zirkumzision als eine Karzinom vorbeugende Malinahme jedoch nicht empfohlen [169].

Es herrscht ein direkter Zusammenhang zwischen dem Risikofaktor Rauchen und dem
Peniskarzinom. Wobei das Rauchen als Risikofaktor sowohl dosisabhangig als auch unabhéngig
zu anderen Risikofaktoren zu sehen ist [70]. Des Weiteren besteht eine Korrelation zwischen



dem Rauchen und der invasiven Form des Peniskarzinoms im Gegensatz zu dem Peniskarzinom
in Situ [34].

Das Humane-Papilloma-Virus (HPV) zahlt ebenfalls zu den Risikofaktoren des Peniskarzinoms.

Dabei werden die HPV-Subtypen 16 und 18 fiir 70 % der Karzinome des Zervix, der Vagina und
des Anus und fir ca. 30-40 % der Karzinome der Vulva, des Penis und des Oropharynx
verantwortlich gemacht [128]. Wahrend das verhornende Plattenepithelkarziom in ca. 35 % und
der verrukdse Subtyp in ca. 33 % der Falle mit HPV in Zusammenhang stehen, konnte der
basaloide Subtyp in 80 % und der kondylomatése Subtyp in 100 % der Félle mit HPV in
Beziehung gesetzt werden. Obwohl das HPV in ca. 42 % der Peniskarzinome nachgewiesen
wurde, kann eine HPV-Infektion singuldr nicht zu einem Peniskarzinom flhren. Es sind weitere
Faktoren fur eine maligne Entartung notwendig [158].

Die Annahme, dass das menschliche Smegma karzinogen sei, ist nicht evidenzbasiert. Somit
kann das Smegma als noch gegenwértig haufig angegebener Risikofaktor fir das Peniskarzinom
ausgeschlossen werden [189].

1.3 Pathologie und Prakanzerosen

Bei den Prékanzerosen des Peniskarzinoms unterscheidet man zwischen fakultativen und

obligatorischen prdmalignen Lé&sionen [42].

Zu den fakultativen Prakanzerosen zéhlen:

Hyperkeratose mit Hornbildung
Balanitis xerotica obliterans (Lichen sclerosus et atrophicus)
Chronisch entziindliche Prozesse

Bowenoide Papulose (HPV 16, 18 assoziiert)

o B~ D

Buschke-Lowenstein-Tumor (Low-Risk-HPV 6, 11 assoziiert)

Zu den obligaten Prékanzerosen zéhlen:

1. Carcinoma in Situ
1.1 Morbus Bowen (Lé&sion des Schaftes) (High-Risk-HPV 16, 18 assoziiert)



1.2 Erythroplasie de Queyrat (L&sion der Glans penis) (High-Risk-HPV 16, 18

assoziiert)

Bei malignen Tumoren des Penis handelt es sich in 95 % der Félle um Plattenepithelkarzinome,
die entsprechend der European Association of Urology (EAU)-Leitlinien und nach der
histologischen Klassifikation der World Health Organization (WHO), gemal dem
morphologischen Code der International Classification of Diseases for Oncology, in Subtypen
unterteilt werden. Dabei kommt das klassische Plattenepithelkarzinom in 65 % der Falle, der
papillare Subtyp in 5-15 %, der gemischtzellige (konylomatts-basaloider und adenobasaloider)
Subtyp in 9-10 %, der kondylomatdse Subtyp in 7-10 %, der basaloide Subtyp in 4-10 %, der
verrukése Subtyp in 3-8 %, der sarkomatoide Typ in 1-3 % und der adenosquamdse Typ in
weniger als in 1 % der Falle vor. Wahrend bei dem basaloiden und dem sarkomatoiden Subtyp
ein starkes Metastasierungsverhalten beobachtet wurde, fiel die Metastasenbildung bei dem
verrukésen und papillaren Subtyp schwach aus [23, 32, 41, 62, 65, 150]. Zu den selten
vorkommenden malignen Erkrankungen des Penis gehoren das Basalzellkarzinom, das
Melanom, das Sarkom, das Hamangioendotheliom und das Kaposi-Sarkom bei Humaner-
Immundefizienz-Virus-Infektion (HIV) [42].

Das Wachstumsmuster des Peniskarzinoms kann in finf Formen unterteilt werden [30, 31]:

1. Superfiziell-spreitend
2. Vertikal wachsend
3. Verrukds
4. Multizentrisch
5. Gemischt
Dabei konnte gezeigt werden, dass das vertikale Wachstumsmuster signifikant mit einem

vermehrten Auftreten von Lymphknotenmetastasen in Zusammenhang steht [44, 191].

1.4 Klinik

Die Primarl&sion des Peniskarzinoms manifestiert sich zu 48 % an der Glans penis, zu 21 % an
dem Praputium, zu 14 % an der Glans, dem Pr&putium und dem Schaft, zu 9 % an der Glans und

dem Praputium, zu 6 % an dem Sulcus coronarius und zu 2 % an dem Penisschaft [18].



Das Peniskarzinom ist in seiner klinischen Erscheinungsform variabel. Es kann als ein kleines
induriertes Areal, als papuldse, exophytische oder flache ulzergse Lasion in Erscheinung treten.
Die primaren Symptome reichen von einem Brennen oder Jucken unter der VVorhaut bis zu einer
auftretenden Ulzeration an der Glans oder am Préputium. Eine vorherrschende Phimose kann
dazu fuhren, dass ein Tumor unentdeckt bleibt und erst nach weiterer Progression durch
sekundare Symptome, wie Erosion durch das Praputium, fotidem Geruch und/oder blutigem
Ausfluss, aufféllig wird [18].

Aufgrund von Schamgefuhlen, Angst, Ignoranz und personlicher Vernachlassigung kommt es
bei 15-50 % der Patienten zu einer einjahrigen Verzdgerung des Behandlungsbeginns. Dies flihrt
dazu, wie eine Metaanalyse aus 16 Untersuchungen ergeben hat, dass zum Diagnosezeitpunkt
30-60 % der Patienten palpable Lymphknoten in der Leistenregion aufweisen [73]. Bei circa der
Hélfte dieser Patienten, wie eine weitere Metaanalyse zeigte, handelt es sich bei der auftretenden
Schwellung um Lymphknotenmetastasen, wéhrend bei der anderen Halfte der Patienten die
Lymphknotenschwellung auf eine entzlindliche Reaktion des Primartumors zurtickzufuhren ist
[3].

Unbehandelte inguinale Metastasen kodnnen aufgrund exophytischen bzw. endophytischen
Wachstums einerseits zu Ulzerationen an der Aufenhaut fihren und andererseits femorale
Gefaliperforationen verursachen, welche immense Hamorrhagien nach sich ziehen [18]. In 1-10
% der Falle kann es zur Bildung von Fernmetastasen in Knochen, Gehirn, Leber und Lunge
kommen, wobei diese meist erst zu einem spéateren Zeitpunkt auftreten, nachdem der
Primartumor bereits entfernt wurde [117]. Ein unbehandeltes Peniskarzinom fihrt nach zwei
Jahren zum Tod [123].

1.5 TNM-Klassifikation (klinisch und pathologisch) und histopathologisches
Grading

2009 kam es zur Veroffentlichung der Uberarbeiteten TNM-KIlassifikation der Union
International Contre Le Cancer (UICC) des Peniskarzinoms [171]. In der 7. Auflage der TNM-
Klassifikation (TumorgrofRe, Nodalstatus, Fernmetastasen) wurde eine Unterteilung des T1-
Stadiums vorgenommen.

Berlcksichtigung fand jedoch nicht die prognoserelevante Unterscheidung zwischen dem Befall

des Corpus cavernosum und des Corpus spongiosum des T2-Stadiums.



Bei einem bis ins Corpus cavernosum infiltrierenden Peniskarzinom besteht eine erhohte
Rezidiv- und Mortalitatsrate sowie eine erhéhte Infiltrationstiefe. In Bezug auf
Lymphknotenbeteiligung, lymphovaskularer Infiltration und Metastasenbildung kommt es
zwischen dem Corpus cavernosum und dem Corpus spongiosum jedoch zu keinen

nennenswerten Unterschieden [155].

Klinische Klassifikation:

T-Priméartumor

TX Primartumor kann nicht bestimmt werden

T0 Keine Evidenz flr einen Primartumor

Tis  Carcinoma in situ

Ta Nicht invasives, verrukdses Karzinom

Tl Tumor infiltriert das subepitheliale Bindegewebe
Tla ohne lymphovaskuldre Invasion und nicht schlecht oder undifferenziert
T1b  mit lymphovaskul&rer Invasion oder schlecht oder undifferenziert

T2 Tumor infiltriert das Corpus spongiosum oder das Corpus cavernosum

T3 Tumor infiltriert die Urethra

T4 Tumor infiltriert andere Nachbarstrukturen

N-Regionédre Lymphknoten

Nx  Regionare Lymphknoten kdnnen nicht bestimmt werden

NO  Keine palpablen oder sichtbar vergroRerten Leistenlymphknoten
N1  Ein palpabler mobiler unilateraler Leistenlymphknoten

N2  Multiple oder bilaterale palpable mobile Leistenlymphknoten

N3  Fixierte Leistenlymphknotenpakete oder uni- oder bilaterale pelvine Lymphadenopathie

M-Fernmetastasen

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen



Pathologische Klassifikation und histopathologisches Grading:

Die pT-Stadien entsprechen den T-Stadien.

pN-Regionére Lymphknoten

pPNX Regionédre Lymphknoten kdnnen nicht bestimmt werden

pPNO  Keine regiondren Lymphknotenmetastasen

pPN1 Metastase(n) in einem Leistenlymphknoten

pN2  Metastasen in multiplen oder bilateralen Leistenlymphknoten

pN3  Metastasen in Beckenlymphknoten (uni- oder bilateral) oder extranodale Ausbreitung

regiondrer Lymphknotenmetastasen

pM-Fernmetastasen

pMO Keine Fernmetastasen

pM1 Fernmetastasen

G-Histopathologisches Grading

Gx  Differenzierungsgrad kann nicht bestimmt werden
Gl  gutdifferenziert
G2  maRig differenziert

G3 schlecht differenziert/undifferenziert

1.6 Diagnose

Die Entscheidung fir die zutreffende Behandlung des Peniskarzinoms erfordert eine prézise
histologische Diagnose sowie ein korrektes Staging unter Berticksichtigung des Primértumors
und der regionalen Lymphknoten und eventuell feststehender Fernmetastasen [174]. Persistiert
die primére Penislasion nach konservativer Behandlung ist eine Biopsieentnahme mit
anschlielender pathohistologischer Untersuchung erforderlich. Ist jedoch die Biopsieentnahme

aufgrund einer vorherrschenden Phimose nicht mdglich, ist eine vorausgehende Zirkumzision
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indiziert. Bei der Probeentnahme ist darauf zu achten, diese aus der Peripherie der L&sion zu
entnehmen, damit ebenfalls gesundes Gewebe in der zu untersuchenden Biopsieprobe enthalten
ist [18].

Bei der klinischen Untersuchung des Peniskarzinoms missen folgende Kriterien der priméren
Lasion berticksichtigt werden: Durchmesser, Lokalisation, Anzahl der Lé&sionen, Morphologie
(papillér, nodulér, ulzerds oder flach), Beziehung zu Nachbarstrukturen (Submukosa, Tunica
albuginea, Urethra, Corpus spongiosum und Corpus cavernosum), Farbe der Ldsion sowie
Lasionsgrenzen [144]. Der klinischen Untersuchung wird die héchste Sensitivitat und Spezifitat
in Bezug auf das Tumor-Staging zugeschrieben.

Als unterstitzende bildgebende Verfahren zur Beurteilung der Infiltrationstiefe des
Peniskarzinoms kommen die Magnetresonanztomographie (MRT) sowie die Sonographie in
Betracht, wobei letztere zu einer unzuverlassigen Diagnose fiihrt. Die MRT-Untersuchung unter
kinstlich forcierter Erektion durch intrakaverndse Injektion von Prostaglandin E1 (Alpostradil)
besitzt eine hohe Sensitivitat und Spezifitdt in Bezug auf die Tumorinfiltration des Corpus
cavernosum und wird als erganzendes diagnosestiitzendes Verfahren empfohlen, vor allem dann,
wenn die klinische Beurteilung des Peniskarzinoms aufgrund erschwerter Palpation zu einem
uneindeutigen Ergebnis fuhrt [85, 111].

An die Untersuchung der Primarlé&sion schlief3t sich eine sorgféltige Palpation der inguinalen
Lymphknoten an, wobei eine alleinige klinische Untersuchung als nicht ausreichend zu erachten
ist, da ca. 20 % der Patienten mit nicht palpablen Lymphknoten bereits Mikrometastasen
aufweisen [123]. Aus diesem Grund muss die Diagnostik auf invasive Methoden ausgeweitet
werden. Die ultraschallunterstitzte Feinnadelaspirationsbiopsie (FNAB) stellt eine Mdglichkeit
dar, palpable sowie nicht palpable inguinale Lymphknoten auf Metastasenbefall zu untersuchen.
Bei Patienten mit unaufféalligen Lymphknoten betragt die Sensitivitat 39 % und Spezifitat 100 %
[93]. Werden palpable Lymphknoten mit der FNAB untersucht, kommt es zu einer Sensitivitat
von 93 % und einer Spezifitat von 91 % [159].

Als weitere Untersuchungsmethode dient die dynamische Sentil-Lymphknoten-Biopsie (DSNB).
Bei dieser Methode kommt es zur Entfernung der “Wéchter-(Sentinel)“-Lymphknoten, die
praoperativ durch eine peritumorale Injektion des radioaktiven Technetium-99m-Nanokolloids
mit Hilfe einer Gamma-Sonde und einer zusatzlichen, kurz vor der Operation durchgefihrten
Injektion von z.B. Patentblau, detektiert werden konnen. Mit Hilfe einer ergénzenden
Modifikation der DSNB konnte die Falsch-Negativ-Rate dieser Methode von 22 % auf 4,8 %
reduziert werden. Zu der Modifikation zdhlt eine zusétzliche ultraschallunterstitzte FNAB, eine

histopathologische Untersuchung der Wachterlymphknoten, eine chirurgische Untersuchung von
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lymphszintigraphisch nicht dargestellten Wachterlymphknoten sowie eine intraoperative
Palpation der Operationsregion [102].

Die Computer-, Magnetresonanz- und Positronen-Emissions-Tomographie (PET, CT/PET) sind
fur die Detektion nicht palpabler inguinaler Lymphknoten nicht empfehlenswert. Bei diesen
bildgebenden Verfahren sind Metastasen namlich erst ab einer GroRe von ca. 2 mm ausfindig zu
machen, so dass die erhohte Gefahr besteht, dass okkulte Mikrometastasen unentdeckt bleiben.
Bei jedoch bereits palpablen inguinalen Lymphknoten kann die Computertomographie (CT) und
das MRT zur Detektion von pelvinen und retroperitonealen Metastasen angewendet werden [73,
77,162].

Die Positronen-Emissions-Tomographie in Verbindung mit dem CT und dem Radiopharmakon
Fluordesoxyglucose verspricht bei der Detektion von inguinalen Lymphknoten eine Sensitivitat
von 94 %. Die Eisenoxid-Nanopartikel-Magnetresonanztomographie erzielt bei der Detektion
von inguinalen Lymphknoten eine Sensitivitat von 100 % und Spezifitat von 97 % [179]. Beide
Methoden scheiterten jedoch daran Mikrometastasen aufzuspiren. Ebenfalls muss erwahnt
werden, dass die zu den zwei letztgenannten Verfahren durchgefiihrten Studien aufgrund des

geringen Patientenkollektivs kritisch zu beurteilen sind.

1.7 Therapie

Die Wahl der Therapiemethode des Peniskarzinoms ist abhangig vom Tumorstadium. In den
Tumorstadien Tis, Ta und T1a kann eine organerhaltende Therapie durchgefiihrt werden. Zu den
entsprechenden Therapiemethoden z&hlen unter anderem die Lasertherapie, bei der der Nd: Yag-
und CO2-Laser Anwendung findet. Wéhrend der Nd: Yag-Laser eine hohere Eindringtiefe
besitzt, besteht bei der Anwendung des COz-Lasers die Mdglichkeit einer Biopsiegewinnung.
Aufgrund der hohen Rezidivrate von 42-48 % wird eine regelmalRige Nachsorge und eine
grandliche Unterweisung des Patienten in die Selbstuntersuchng des Penis und der Lymphknoten
empfohlen [28, 120, 163]. Bei organerhaltender Therapie konnte in einer weiteren Studie eine
allgemeine Lokalrezidivrate von 28 % beobachtet werden, die jedoch einen anscheinend

geringen Einfluss auf das Gesamtiiberleben des Patienten austibt [100].

Eine Alternative stellt die photodynamische Therapiemethode dar, die jedoch aufgrund der
unzureichenden Datenlage und des geringen Patientenkollektivs kritisch beurteilt werden sollte
[140].
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Allein bei dem Carcinoma in situ kann eine topische Applikation des Immunmodulators
Imiquimod oder des Chemotherapeutikums 5-Fluorouracil erfolgen [6a].

Eine weitere Therapiemethode ist die von Dr. Frederic Edward Mohs entwickelte schrittweise
durchgefuhrte Tumorexzision mit unmittelbarer histologischer Untersuchung des jeweiligen
Exzidats. Die schichtweise durchgefuhrte Exzision wird vollzogen bis mikroskopisch kein
Tumorgewebe mehr vorhanden ist. Aufgrund der Rezidivrate von 32 % wird ein engmaschiges
Recallsystem empfohlen [168].

T1-Tumoren, die sich auf das Préputium beschréanken, kdnnen mit einer lokalen Exzision in
Kombination mit oder ohne Zirkumzision, abhéngig von der Tumorausbreitung, therapiert
werden. Bei durchgefihrter lokaler Exzision mit oder ohne Zirkumzision wird in der Literatur
eine Rezidivrate von 7,7-9,4 % angegeben [12, 105].

Die empfohlene Therapiemethode der T1-Tumoren der Glans penis ist die Glansektomie oder
partielle Penektomie mit Rekonstruktion einer Neoglans durch ein Hauttransplantat. Die Wahl
dieser Therapie bietet ein hohes MaR an postoperativer Funktionalitdt und gutem kosmetischen
Ergebnis des Penis bei geringer Rezidivrate mit jedoch reduzierter Sensibilitat der Glans [143,
170]. Bei der Resektion von T1-Tumoren wird ein Sicherheitsabstand zum Tumor von >3mm
empfohlen. Der friher geforderte Sicherheitsabstand von 20 mm kann nach heutigen
wissenschaftlichen Erkenntnissen als veraltet betrachtet werden. Bei T2-Tumoren wird ein
Sicherheitsabstand der Resektionsrander von 10-15 mm empfohlen. Von hdchster Wichtigkeit ist
es, anhand eines Schnellschnitts die Tumorfreiheit der Resektionsrdnder zu Gberprifen [4, 122,
144, 150]. Fur T2-Tumoren mit Invasion der Corpora cavernosa sowie fur T3 und T4 Tumoren
wird eine partielle bzw. eine totale Penektomie als Therapiemethode empfohlen [91, 173, 105].
Bei T2-Tumoren, die keine Infiltration der Corpora cavernosa aufweisen, konnte eine noch

teilweise organerhaltende Glansektomie in Betracht gezogen werden [150].
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Lymphknotentherapie

Bei Patienten mit nicht palpablen Lymphknoten, einem Tumorstadium und Differenzierungsgrad
<1 (pTis, pTa, pT1laG1l) kann empfohlen werden, ein engmaschiges Beobachtungsprogramm zu
erstellen solange eine sehr gute Compliance von Seiten des Patienten besteht [150]. Bei T1G2-
Tumoren, die die mittlere Risikogruppe darstellen, wird eine DSNB angeraten [76]. Das Risiko
des Auftretens von Lymphknotenmetastasen in dieser Gruppe reicht von 0-50 %, wobei die
Untersuchung mit dem groReren Patientenkollektiv ein Risiko von 13 % angibt [69, 76, 132].
Eine frih durchgefuhrte Lymphadenektomie bei T2/T3 Karzinomen, die keine palpablen
Lymphknoten aufwiesen, filhrte zu einer 3-Jahres-Uberlebensrate von 84-91 %. Wurde die
Lymphadenektomie jedoch erst bei wihrend der Uberwachungszeit palpatorisch auffallig
gewordenen Lymphknoten durchgefiihrt, resultierte eine 3-Jahres-Uberlebesrate von 35-79 %.
Aus diesem Grund wird eine friihe Entfernung der Lymphknotenmetastasen mit vorausgehender
DSNB empfohlen, da dieses Vorgehen zu einer Verbesserung des Gesamtiberlebens des
Patienten beitragt [94, 113, 137].

Bei nicht palpablen Lymphknoten wird im Zweifelsfall eine modifizierte inguinale
Lymphadenektomie nach Catalona [22] empfohlen.  Bei diesem Vorgehen fallt das
Dissektionsgebiet lateral der Arteria femoralis und kaudal der Fossa ovalis weg. Ebenfalls
kommt es zur Schonung der Vena saphena magna und des Musculus sartorius [22].

Da eine direkte lymphatische Drainage in die zentrale und die beiden superioren Zonen (medial
und lateral) nach Daseler besteht, sollten diese Regionen in die modifizierte inguinale
Lymphadenektomie mit einbezogen werden [103]. Der Vorteil der modifizierten gegenuber der
radikalen Lymphadenektomie liegt in der signifikant geringeren Komplikationsrate. Es konnte
gezeigt werden, dass die Spat-Komplikationen der radikalen Lymphadenektomie bei 43,1 %
lagen, wéhrend sie bei der modifizierten Lymphadenektomie bei 3,4 % lagen [14].

Es besteht eine starke Beziehung zwischen der Bildung von Lymphknotenmetastasen und dem
klinischen Stadium des Peniskarzinoms. Dabei zeigten Patienten mit palpablen Lymphknoten im
pT3/pT4-Stadium in 50-100 % der Falle und Patienten im pT2-Stadium in 50-70 % der Félle
Lymphknotenmetastasen [149]. Eine 4-6-wdchige antibiotische Vortherapie, um die
Lymphknotenschwellung als Infektionsursache auszuschlie3en, ist als obsolet zu betrachten, da
dieses VVorgehen eine Verzdgerung zur Folge hétte, was wiederum einen negativen Effekt fur die
kurativen Prozesse bedeuten wiirde [69, 73, 159].

Patienten mit palpablen Lymphknoten weisen in 50 % der Félle Lymphknotenmetastasen auf

[149]. Bei Patienten mit palpablen inguinalen Lymphknoten wird zur Diagnostik eine Feinnadel-
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Aspiration-Zytologie empfohlen [159]. Kommt es zu einem positiven Metastasenbefund der
Lymphknoten wird eine sofortige Lymphadenektomie der betroffenen Seite empfohlen [69, 103,
137, 138, 149].

Werden bei der inguinalen Lymphadenektomie zwei oder mehr von Metastasen befallene
Lymphknoten entdeckt und/oder besteht ein extrakapsulares Wachstum der Lymphknoten, wird
in den aktuellen EAU-Leitlinien, aufgrund der erhdhten Wahrscheinlichkeit fur die pelvine
Lymphknotenmetastasierung, eine pelvine Lymphadenektomie empfohlen [65].

Bei Patienten mit fixierten inguinalen Lymphknoten wird vor der radikalen Lymphadenektomie
eine neoadjuvante Chemotherapie empfohlen. Bei den Patienten, die auf die neoadjuvante
Chemotherapie ansprachen, konnte die allgemein schlechte Prognose dieser Patientengruppe
verbessert werden [38, 65, 101].

1.8 Tumor-Budding

Der Begriff Tumor-Budding (Tumorsprossung) fand erstmals 1989 durch Morodomi et al. [126]
Verwendung und wurde in Beziehung zu dem Metastasierungsverhalten und der lymphatischen
Invasion des rektalen Karzinoms gesetzt. Tumor-Budding ist ein histopathologisches Merkmal,
das das Vorhandensein von einzelnen isolierten dedifferenzierten Krebszellen oder einer
Anhdufung bestehend aus weniger als finf Krebszellen an der Invasionsfront der
Haupttumormasse beschreibt [51, 52, 86, 146, 188]. Im Gegensatz zur Hamatoxylin—Eosin-
Farbung stellt die immunhistochemische Farbung mit z.B. Pan-Zytokeratin eine Erleichterung
bei der Detektion von Tumorzellen an der Invasionsfront dar, da dadurch eine Abgrenzung zu
Fibroblasten und Lymphozyten erreicht werden kann [86, 146, 192]. Es wird ein Zusammenhang
zwischen dem Tumor-Budding und dem biologischen Prozess der epithelial-mesenchymalen
Transition (EMT) diskutiert [192, 199, 15]. Die EMT spielt einerseits in der embryologischen
Entwicklung und andererseits in der Metastasierung von Tumoren eine wichtige Rolle. Einer von
vielen wichtigen Prozessen der EMT ist das Herunterregulieren des Membranproteins E-
Cadherin, welches fir die Zell-Zell-Adhdsion verantwortlich ist. Durch diesen Prozess kénnen
sich die Tumorzellen aus dem Tumorverband I6sen und eine Metastasierung des Karzinoms
begunstigen [183, 184, 199].

Das Phanomen des Tumor-Buddings kann peri- sowie intratumoral beobachtet werden [82, 115]

und wurde als pradiktives Merkmal mit negativer Prognose bei verschiedenen Karzinomen, wie

15



zum Beispiel dem Plattenepithelkarzinom der Zunge [192], dem &sophagealen
Plattenepithelkarzinom [156], dem Plattenepithelkarzinom der Lunge [180], dem duktalen
Adenokarzinom des Pankreas [82] und dem kolorektalen Adenokarzinom [67] beschrieben.
Dabei korreliert das Tumor-Budding mit einem erhéhten Risiko einer lymphogenen
Metastasierung, einer erhohten Rezidivrate und einer verminderten Uberlebensrate.

Das Tumor-Budding korreliert mit einer verminderten E-Cadherin- und einer vermehrten
Vimentin-Expression in den Tumorzellen und Tumorbuds (Tumorknospen) der invasiven
Tumorfront.

Das Tumor-Budding kann in Bezug auf die Intensitét der histologischen Farbung in hochgradig
und niedriggradig unterteilt werden. Vereinzelt auftretende Spindelzellen und Zellen mit
multiplen Zellkernen, die von Endothelzellen bzw. Fibroblasten nicht unterschieden werden
kdnnen, finden bei dem Auszéhlen der Tumor-Budding charakteristischen Tumorzellen keine
Berucksichtigung [192].

1.9 Antikorper

1.9.1 Zytokeratin 5/6

Als Bestandteile des Zytoskeletts stellen die Zytokeratine die erste und zweite Gruppe der
Intermedidrfilamente dar, die fiir die Form und Stabilitdt der Zelle verantwortlich sind. In
menschlichen Zellen unterscheidet man 20 verschiedene Zytokeratine, deren Molekulargewicht
zwischen 40-68 kDa (Kilodalton) liegt. Zytokeratine werden gemall des pH-Wertes in zwei
Subtypen unterteilt, wobei die sauren Zytokeratine 9-20 zum Typ | und die basischen sowie
neutralen Zytokeratine 1-8 zum Typ |l zahlen [124, 125]. Zytokeratin 5 besitzt eine
Molekiilmasse von 56 kDa und einen isoelektrischen pH-Wert von 7,4. Es wird in den mitotisch
aktiven Basalzellen des Epithels gebildet. Im Differenzierungsprozess der Basalzellen zu
Plattenepithelzellen, der mit dem Verlust der Zellteilung einhergeht, wird Zytokeratin 5 herunter
reguliert [19, 95, 124]. Zytokeratin 6 hat eine Molekilmasse von 56 kDa und einen
isoelektrischen  pH-Wert von 7,8. In Karzinomen und wéhrend ablaufender
Waundheilungsprozesse wird Zytokeratin 6 durch hyperproliferierende Epithelzellen produziert
[133]. Bei Hautkrankheiten und Wundheilungsvorgdngen kommt es zu einer verstarkten

Expression von Zytokeratin 6 [29].
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In einer Untersuchung von 29 Patienten, die an einem Mukoepidermoidkarzinom erkrankten,
konnte gezeigt werden, dass eine erhOhte Expression von Zytokeratin 5 mit einer negativen
Uberlebensrate Kkorrelierte [113]. Bhalla et al. [13] beobachteten, dass die gesteigerte
Zytokeratin-5/6-Expression bei Mammakarzinomen mit einer positiven Rezidivrate und
verstarkten Metastasierung in Beziehung steht. Zwei Studien zeigten, dass durch die
immunhistochemische Farbung mit dem Zytokeratin-5/6-Antikorper beim Mammakarzinom
zwischen benignen und malignen Lasionen unterschieden werden kann [1,13]. In der
vorliegenden Arbeit soll die prognostische Relevanz des Tumor-Buddings beim Peniskarzinom
ermittelt werden. Der Zytokeratin-Marker besitzt den Vorteil, dass er im Gegensatz zur
H&matoxylin-Eosin-Farbung eine leichtere Detektion des Tumor-Buddings ermdglicht, da
Fibroblasten und Lymphozyten farbetechnisch abgegrenzt werden kénnen [86, 146, 192].

1.9.2 CD34

Das CD34-Glykoprotein besitzt eine Molekilmasse von ca. 110 kDa und wird exprimiert von
hamatopoetischen Stammzellen und Endothelzellen [26]. Der Genort des CD34 ist auf dem
Chromosom 1g32 lokalisiert [75]. Obwohl die Funktionen des CD34-Proteins noch nicht
vollstandig geklart sind, soll das CD34-Protein die Differenzierung inhibieren und die
Proliferation in hdamatopoetische Stammzellen fordern. Als Adhdsionsmolekil unterstiitzt es die
hamatopoetische Zelladhasion zum stromalen Gewebe des Knochenmarks und ist beteiligt an der
Regulierung von Stammzellen [68]. Des Weiteren ist es bei der Bindung von Lymphozyten an
endotheliale Venolen in Lymphknoten beteiligt. Ebenfalls fungiert es als Antiadhésionsmolekiil,
welches die Migration von Vorlduferzellen zum Knochenmark beglnstigt [49]. In der
vorliegenden Arbeit wurde der CD34-Antikorper benutzt, um die Blutgefale an der

Invasionsfront der Peniskarzinome zu identifizieren.
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1.9.3 CyclinD1

Cyclin D1 gehort, so wie das p16 zu den Zellzyklusregulatoren und reguliert den Zellzyklus
zwischen der G1- und S-Phase. Zusammen mit den Cyclin-abhéngigen Kinasen CDK4 und
CDKG6 bildet das Cyclin D1 Komplexe, die zur Phosphorylierung des Retinoblastomproteins
fihren. Nachdem das Retinoblastomprotein phosphoryliert wurde, kann es den
Transkriptionsfaktor E2F1 nicht mehr inhibieren, so dass der Zellzyklus in die néchste Phase
eintreten kann [9, 84, 106, 121]. Die Uberexpression des Cyclin-D1-Proteins filhrt zu Schaden in
der DNA, zu einer Anh&ufung von genetischen Fehlern und zu selektiven Wachstumsvorteilen
veranderter Zellen [129]. In 25 Plattenepithelkarzinomen der Wange wurde beobachtet, dass eine
gesteigerte Expression des Cyclin-D1-Proteins mit einer schlechten Uberlebensrate korreliert.
Bei den in der gleichen Studie untersuchten 25 Plattenepithelkarzinomen der Zunge konnte keine
Korrelation zwischen der Cyclin-D1-Expression und der Uberlebensrate festgestellt werden
[118]. In der Studie von Angadi et al. [7], in der 41 orale Plattenepithelkarzinome untersucht
wurden, konnte ein Zusammenhang zwischen der Cyclin-D1-Expression und dem
Differenzierungsgrad festgestellt werden, wobei eine starke Expression mit mangelnder
Differenzierung korrelierte. Die immunhistochemisch mit dem Tissue Microarray Verfahren
untersuchten Peniskarzinome, die auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht wurden,
ergaben keine Korrelation zwischen dem Cyclin D1 und der Uberlebensrate der untersuchten
Patienten [61]. Eine weitere Untersuchung von Peniskarzinomen ergab eine positive Beziehung
zwischen der Cyclin-D1-Expression und der Proliferationsaktivitat, die jedoch als gering
einzustufen war. Die Untersuchung von 21 Plattenepithelkarzinomen des Penis konnte eine
Korrelation zwischen der Cyclin-D1-Expression und einer negativen Uberlebensrate der

Patienten zeigen [141].

194 P16

Das Tumorsuppressorprotein pl6 Inka 4a ist ein Zellzyklusregulator, der eine wichtige Rolle in
der Tumorprogression einnimmt und zur Familie der INKA 4a Proteine gehort, deren Mitglieder
das pl16-, p15-, p18- und p-19-Protein sind [59, 66, 72, 166]. Dem P16 INKA 4a-Gen, das auf
dem Chromosomenabschnitt 9p21 sitzt, werden Tumorsuppressoraktivitaten zugeschrieben, da
es in zahlreichen Karzinomen inaktiviert war [81, 135]. Durch die Bindung des p16-Proteins an

die zyklinabhangigen Kinasen 4 und 6 (CDK4/6) kommt es zur Funktionsunterbrechung des
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Cyklin-D-Proteins. Daraus resultiert, dass das Retinoblastomprotein nicht phosphoryliert werden
kann und somit der Zellzyklus zwischen der G1- und S-Phase unterbrochen wird [81, 166]. Bei
der Untersuchung von kolorektalen Karzinomen ergab die lineare Regressionsanalyse keine
Beziehung zwischen einer erhohten p16-Expression und einem vermehrten Tumor-Budding. Die
Schlussfolgerung, aus dieser Studie war, dass es trotz geringer pl6-Expression im Zellkern zu
einem starken Tumor-Budding kommen kann [148]. Im Tumorgewebe und an der Invasionsfront
des oralen Plattenepithelkarzinoms stellten Dragomir et al. [39] eine geringe pl6-Expression
fest. Im angrenzenden dysplastischen Epithel war die p16-Expression verstarkt, konnte jedoch
nicht in Beziehung zu dem Grad der Dysplasie gesetzt werden [39]. Die p16-Expression war in
fortgeschrittenen Tumorstadien der Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs reduziert
und zeigte weder eine prognostische Relevanz zum metastatischen Verhalten der Tumoren, noch
zur Uberlebensrate der Patienten [194]. Poetsch et al. [145] zeigten bei der Untersuchung von 52
Plattenepithelkarzinomen des Penis, dass das Auftreten von Lymphknotenmetastasen im
Zusammenhang mit einer reduzierten pl6-Expression steht. Ein immunhistochemisch positiver
Nachweis des pl16-Antigens korrelierte mit einer besseren Uberlebensprognose, die jedoch
statistisch nicht signifikant war (p=0,381). Zwischen den Tumorstadien und der p16-Expression
konnte kein Zusammenhang festgestellt werden [145]. Gunia et al. [60] zeigten bei 92 durch das
Tissue Microarray Verfahren untersuchten Plattenepithelkarzinomen des Penis, die auch im
Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht wurden, dass eine positive pl6-Expression in

Korrelation mit einem besseren tumorspezifischen Uberleben steht.

1.9.5 E-Cadherin

E (epitheliales)-Cadherin gehort zur Familie der klassischen Cadherine, zu denen die P
(plazentaren)-Cadherine und die N (neuralen)-Cadherine gerechnet werden. Das E-Cadherin ist
ein transmembranares Glykoprotein der Zelloberflache, welches durch das CDH(Cadherin)1-
Gen auf dem Chromosom 16921 kodiert wird. Das kalziumabhéngige, interzellulére
Zelladhdsionsmolekiil ist fur den Zellkontakt gegenuberliegender Epithelzellen verantwortlich
[15, 157]. Das Adhé&sionsmolekul ist zusammengesetzt aus flnf extrazellularen Domanen, die
aus jeweils ca. 110 Aminosduren bestehen, einer transmembranen Doméne und einer
cytoplasmatischen Domine, die durch a-, f- und y-Cateninbindung mit dem Aktinfilament
verbunden ist [2, 87, 182]. Die extrazellulare N-terminale Domane ist flr die cadherin-

spezifische homophile Adhéasion zweier gegeniberliegender E-Cadherine verantwortlich [181].
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Die verminderte Expression von E-Cadherin an der invasiven Tumorfront steht in Verbindung
mit einem invasiven Progressionsverhalten des malignen Tumors. So konnten Wang et al. [192]
an Plattenepithelkarzinomen der Zunge zeigen, dass E-Cadherin an der Zytoplasmamembran, in
dem interzelluldaren Raum des karzinomfreien Epithels, im Tumorzentrum und an der
Tumoroberflache stark, an der invasiven Tumorfront hingegen nicht bis schwach angefarbt
wurde. Eine schwache Expression von E-Cadherin an der invasiven Tumorfront korrelierte mit
einer hohen Tumor-Budding-Intensitat, die wiederum mit einer geringeren 5-Jahres-
Uberlebensrate der Patienten korrespondierte [192]. Liu et al. [110] demonstrierten, dass die
reduzierte E-Cadherin-Expression an der invasiven Tumorfront oraler Plattenepithelkarzinome
mit einer erhdhten Rezidivrate und einem verminderten krankheitsfreien Uberleben der Patienten
verbunden ist. Eine verstarkte Expression von E-Cadherin Kkorrelierte mit einer besseren
Prognose. Diniz-Freitas et al. [37] beobachteten, dass bei schwacher E-Cadherin-Expression die
Invasivitdt der oralen Plattenepithelkarzinome starker ausfiel. Bei untersuchten
Gebarmutterkarzinomen konnte E-Cadherin in  Zusammenhang mit einem schlechten
Differenzierungsgrad und fortgeschrittenen Tumorstadien der Karzinome gebracht werden [92].
Bei der Untersuchung von Plattenepithelkarzinomen des Penis steht eine geringe E-Cadherin-
Expression bei T1-Peniskarzinomen in Beziehung zu einem erhéhten Vorkommen von
Metastasen [197].

1.9.6 Vimentin

Vimentin ist neben dem sauren Gliafilament-Protein und dem Desmin ein Typ Il
Intermediarfilamentprotein. Zusammen mit den Mikrofilamenten und den Mikrotubuli bilden die
Intermedidrfilamente das Zytoskelett. Vimentin besteht aus 466 Aminosduren. Der a-helikale
Mittelteil (Stab-Domane) ist durch drei Verbindungsstellen, sogenannten Linkern (L1, L12, L2)
in vier helikale Bereiche unterteilt (coil 1A, 1B, 2A, 2B). Die Stab-Doméne wird durch eine
nicht a-helikale Kopf- und Schwanz-Doméne begrenzt [57]. Den Kopfteil stellt die n-terminale
Aminogruppe dar, die eine wichtige Rolle fur die Ausbildung der Tetramerstruktur spielt. Die
Schwanz-Doméne wird durch die c-terminale Carboxylgruppe definiert [71]. Durch den
antiparallel formierten Verbund zweier Dimere, die aus zwei in einer coiledcoil Struktur
angeordneten Vimentinmonomere bestehen, wird ein Tetramer gebildet [53]. Vimentin kommt in
Zellen mesenchymaler Herkunft vor [175], wobei die Vimentinfilamente sowohl mit dem

Zellkern als auch mit der Plasmamembran in Verbindung stehen [47]. Vimentin verleiht der
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mesenchymalen Zelle Beweglichkeit, unterstiitzt die Bestdndigkeit gegen mechanische
Belastung und dient dem Erhalt der Zellform [27]. Bei M&usen, denen Vimentin fehlte, konnten
Wundheilungsstoérungen gezeigt werden, die auf eine Motilitdtsabnahme der Fibroblasten in der
Wundregion zuriickzufuhren sind. Ferner verzogert Vimentin die Differenzierung der
Fibroblasten zu Myofibroblasten, wodurch es zu einer Verzogerung der Wundkontraktion
kommt [43].

Bei oralen Plattenepithelkarzinomen ist Vimentin ein immunhistologischer Marker, der
prognostische Informationen Uber das biologische Verhalten des Tumors liefert [110]. In dem
angrenzenden karzinomfreien Epithel, an der Tumoroberflache und in dem Tumorzentrum des
Plattenepithelkarzinoms der Zunge konnte immunhistochemisch kein Vimentin nachgewiesen
werden. Dem gegeniber wiesen die invasive Tumorfront und die Zellen der Tumorbuds eine
starke Vimentinfarbung auf, die in Zusammenhang mit einer hohen Tumorbudding-Intensitat
steht. Je groRer die Intensitat des Tumorbuddings war, desto starker ausgepragt waren die
klinisch-pathologischen Merkmale wie Tumorgrolie, Zelldifferenzierung Tumorstadium und
Lymphknotenmetastasen. Ebenfalls war die 5-Jahres-Uberlebensrate bei den Patienten mit hoher
Tumorbudding-Intensitat reduziert [192].

Die Expression von Vimentin und E-Cadherin stehen bei dem oralen Plattenepithelkarzinom in
einem reziproken Verhaltnis. Die Uberexpression von Vimentin an der invasiven Tumorfront
geht mit einer verminderten Expression von E-Cadherin einher. Die Uberexpression von
Vimentin und die reduzierte E-Cadherinexpression an der invasiven Tumorfront ist in oralen
Plattenepithelkarzinomen verbunden mit einer erhohten Rezidivrate und einem verminderten
krankheitsfreien Uberleben der Patienten. Umgekehrt steht eine niedrige Expression von
Vimentin in Verbindung mit einer besseren Prognose fiir die Patienten [110]. Bei
nichtkleinzelligen Lungenkarzinomen steht die Vimentin-Expression im Zusammenhang mit
dem Auftreten von Metastasen [35]. Tumorzellen der invasiven Tumorfront und Tumorbuds, die
eine reduzierte E-Cadherin-Expression und verstarkte Vimentin-Expression zeigen, sowie
morphologische Merkmale, wie Dedifferenzierung und Verlust der Zell-Zell-Adhésion
aufweisen, durchlaufen den Prozess der epithelial-mesenchymalen Transition, die mit einem
verstarkten metastatischen Verhalten der Tumoren in Zusammenhang gebracht wird [192]. Eine
verstarkte Expression von Vimentin ist in migratorisch aktiven Epithelzellen vorhanden, die an

dem Prozess der Tumorinvasion beteiligt sind [56].
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1.9.7 Ki-67

Das Ki-67-Protein wurde durch den monoklonalen Antikérper Ki-67, der durch Immunisierung
von Mausen mit Zellkernen der Hodgkin-Lymphom-Zelllinie L 428 erzeugt wurde, bestimmt
[54]. Der Name des Proliferationsmarkers wurde zusammengesetzt aus dem Entdeckungsort
(Kiel) und aus der Schachtnummer des Orginalklons in der 96-Wellplatte. Das Ki-67-Protein
wird in den Zellkernen von Zellen exprimiert, die sich in der G1-, S-, G2- und M-Phase des
Zellzyklus befinden [55] und stellt damit einen Marker dar, der zur Bestimmung des
Proliferationsstatus von Zellpopulationen dient. Wahrend der S-Phase steigt die Expression des
Ki-67-Proteins an, erfahrt in der G2-Phase eine zusétzliche Intensitdtszunahme und erreicht ihren
Hohepunkt in der Metaphase [40]. Das Ki-67-Protein kommt in zwei Isoformvarianten vor,
wobei die Molekiilmasse 320 kDa und 359 kDa betrdgt [164]. Der Mangel an Kenntnissen Uber
die Funktion des Ki-67-Proteins wird auf die fehlende Ahnlichkeit mit anderen Proteinen und auf
die starke Anfélligkeit des Proteins zur Proteasenspaltung zurtickgefiihrt, da diese erschwerte
Bedingungen flr biochemische Untersuchung darstellt [165]. In oralen Plattenepithelkarzinomen
konnte gezeigt werden, dass ein erhohter Ki-67-Labeling-Index mit einer erhohten
Tumorinvasivitdt und positiv mit dem histopathologischen Tumorgrad korrelierte [97, 186].
Papadopoulos et al. [141] zeigten in ihrer Studie keine signifikante Beziehung zwischen der Ki-
67-Expression und dem Grad der Tumorinvasivitat bei 21 Plattenepithelkarzinomen des Penis.
Es konnte jedoch in fortgeschrittenen Tumorstadien eine verstarkte Ki-67-Expression festgestellt
werden, die jedoch keine statistische Signifikanz aufwies (p = 0,46) [141]. Bei
Plattenepithelkarzinomen der Zunge korrelierte eine gesteigerte Expression des Ki-67-Proteins
mit einem negativen Uberlebensstatus des Patienten und mit der GréRe des Tumors [46].
Mehrere Untersuchungen zeigten, dass ein Zusammenhang zwischen der Ki-67-Expression und
dem Tumorgrad, jedoch kein Zusammenhang zwischen dem Tumorstadium und der
Lymphknotenmetastasierung bei Plattenepithelkarzinomen des Penis bestand [119, 174, 197].
Protzel et al. [151] konnten hingegen bei der Untersuchung von 28 Plattenepithelkarzinomen des
Penis eine Korrelation zwischen einer erhohten Ki-67-Expression und dem Auftreten von
Lymphknotenmetastasen aufzeigen. Ein gegenteiliges Ergebnis zeigte eine Studie von 125
untersuchten Peniskarzinomen, die eine Beziehung zwischen einer erhthten Ki-67-Expression
und einer geringen Lymphknotenmetastasierung beschreibt. Die Autoren duferten als moéglichen
Erklarungsansatz, dass die erhéhte Proliferationsrate auf das bei der Mehrzahl der untersuchten
Peniskarzinome aufgetretene exophytische Wachstum zuriickzufihren ist, das mit einer

geringeren Lymphknotenmetastasierung als das vertikale Wachstumsmuster korreliert [63]. Das
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Ki-67-Protein besitzt bei Plattenepithelkarzinomen des Penis keine prognostische Aussagekraft
in Bezug auf das tumorspezifische Uberleben, das krankheitsfreie Uberleben und das
Gesamtlberleben [63, 119, 174, 197].

1.9.8 Syndecan-1 (CD138)

Syndecan-1 (CD138) ist ein transmembranéres Proteoglykan, das zur Familie der Syndecane
gehort, die bei S&ugetieren aus 4 Mitgliedern (Syndecan 1-4) besteht. Syndecan-1 besitzt eine
kurze zytoplasmatische Domane, die mit den Zytoskelettkomponenten interagiert, eine
transmembrandare und  eine  extrazellullire Domaéne, die  Heparansulfat- und
Chondroitinsulfatketten besitzt, die mit den extrazellularen Matrixbestandteilen in Kontakt treten
[152, 153, 154, 161]. Dabei binden die Heparansulfatketten an das Kollagen 1, 3 und 5, an das
Fibronektin und an das Thrombospondin, so dass diese Bindungen eine weitere
Adhasionskomponente zwischen Epithelzellen darstellen [90, 160, 177]. In der Regel wird
Syndecan-1 zum Nachweis von Plasmazellen im Rahmen der Plasmozytomdiagnostik eingesetzt.
In der vorliegenden Untersuchung wird jedoch die Markierungseigenschaft von Epithelzellen
ausgenutzt. So konnten Fujiya et al. [48] in ihrer Untersuchung von 105 Kolorektalkarzinomen
belegen, dass die Epithelzellen des tumorfreien epithelialen Gewebes an der basolateralen
Oberflache eine starke Syndecan-1-Expression zeigten, wohingegen die Tumorzellen eine
negative bis geringe Expression, mit in einzelnen Fallen, diffuser Expression im Zytoplasma
aufwiesen. Bei den Tumoren, die keine Syndecan-1-Expression zeigten, konnte ein h&ufigeres
Auftreten des Tumor-Buddings beobachtet werden. Bei den Kolorektalkarzinomen korrelierte
ein Syndecan-1-Expressionsverlust mit einer negativen Prognose des Patienten [48]. Bei
Untersuchungen der Syndecan-1-Expression im Prostatakarzinom kam es zu widerspriichlichen
Ergebnissen. Kiviniemi et al. [89] zeigten, dass an der Basalschicht und in den Plasmazellen der
gesunden Prostata Syndecan-1 stark exprimiert wurde. In den sekretorisch hochprismatischen
Epithelzellen kam es hingegen zu einer schwachen Expression von Syndecan-1. Bei den
Karzinomen der Prostata korrelierte eine schwache bis negative Syndecan-1-Farbung mit einer
schlechten und eine starke Syndecan-1-Farbung mit einer guten Tumordifferenzierung [89]. Die
univariate Untersuchung von Zellweger et al. [195] ergab, dass eine erhohte Syndecan-
Expression im Zusammenhang mit einem schlechten Gesamt- und tumorspezifischen Uberleben
steht. Die Studie von Shariat et al. [167] wies eine Korrelation zwischen der Syndecan-

Expression und der PSA (prostataspezifisches Antigen)-Progression sowie einer aggressiven
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Tumor-Progression in univariater Betrachtung auf, die in multivariater Hinsicht, in Bezug auf
weitere pathologische Merkmale verloren ging. Beim Nasopharyngealkarzinom Kkorrelierte
jedoch eine verstarkte Syndecan-1-Expression mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium und
einer negativen Prognose [25]. Die gleiche Beobachtung konnte bei Plattenepithelkarzinomen
der Tonsille gemacht werden, wo es zu einer verminderten Syndecan-1-Expression an der
Tumorzellmembran und zu einem Anstieg der Syndecan-1-Expression im Zytoplasma von
Tumorzellen kam. Aufgrund der dadurch verloren gegangenen extrazellularen Syndecan-1-
Funktion soll die Tumorzelle an Beweglichkeit gewinnen. Dies soll zu einer Beglnstigung des
Invasions- und Metastasierungsverhaltens der Tumorzellen fihren [99]. Kim et al. [88]
berichteten, dass zervikale Plattenepithelkarzinome, die eine starke zytoplasmatische Féarbung
von Syndecan-1 aufwiesen, mit einer giinstigeren Prognose und einer positiven Uberlebensrate
einhergingen, als schlecht differenzierte Zervixkarzinome, die eine verminderte Syndecan-1-
Expression zeigten. An der invasiven Tumorfront von oralen Plattenepithelkarzinomen stellten
Kurokawa et al. [96] fest, dass eine verminderte Expression von Syndecan-1 mit einer negativen
Prognose, einem schlechteren Differenzierungsgrad und einer reduzierten 5-Jahres-
Uberlebensrate korrelierte. Bei Kolonkarzinomen steht eine geringe Syndecan-1-Expression in

Zusammenhang mit dem VVorkommen von Metastasen [185].
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2. Fragestellung

In der Tumordiagnostik ist man standig bestrebt, neue bzw. bessere Kriterien in der
histologischen Diagnostik zu erforschen, um Tumoren treffsicher, auch hinsichtlich pradiktiver
und prognostischer Faktoren, zu diagnostizieren und ihre Malignitat abzuschatzen. Nach den
wissenschaftlichen Erkenntnissen von 1989 bis heute ist das Phanomen des Tumor-Buddings bei
verschiedenen Tumoren beschrieben und bei der Diagnostik verschiedener Tumoren eingesetzt
worden. Beim Peniskarzinom fand bislang jedoch noch keine Untersuchung in Bezug auf das

Tumor-Budding statt.

Peniskarzinome gehdren zu den seltenen Tumorerkrankungen, so dass das Patientenkollektiv
bekannter Studien meist gering war. In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch, aufgrund der
multizentrischen Zusammenarbeit mit sechs deutschen Instituten fiir Pathologie, ein Daten- und
Untersuchungsmaterial von insgesamt 79 sehr gut diagnostizierten und Follow-up-kontrollierten
Patienten gesammelt werden, was in Anbetracht des seltenen Auftretens des Peniskarzinoms eine
enorme und fur die Untersuchung interessante Anzahl an Patienten darstellt. In dieser Arbeit soll
der Wert des Tumor-Buddings in der histologischen Diagnostik tberpruft werden, um zu
ermitteln, in wie weit mit dem Phdnomen des Tumor-Buddings beim Peniskarzinom
prognostische und diagnostische Aussagen zu treffen sind. Dazu wurden konventionell-
morphologische und immunhistologische Parameter unter Einsatz von immunhistologischen
Markern (Zytokeratin 5/6, CD34, Cyclin D1, p16, E-Cadherin, Vimentin, Ki-67, Syndecan-1/
CD138) uberprift.

Insbesondere sollen folgende Fragestellungen geprift werden:

- korreliert die Anzahl der Buds mit einer verstarkten Cyclin-D1-Expression der Buds

- besteht ein Zusammenhang zwischen der pl6-Markierung der Tumorbuds und dem
Auftreten einer Koilozytose

- besteht ein Zusammenhang zwischen der pl6-Markierung des Tumors und dem
Auftreten einer Koilozytose

- unterscheidet sich die pl6-Markierung des Tumors von der pl6-Markierung in den
Tumorbuds

- korreliert die pl6-Expression in den Tumorbuds mit dem mikroskopischen

Wachstumsmuster und dem Invasionsmuster
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besteht eine Beziehung zwischen der E-Cadherin-Expression im Zentrum des Tumors
und der Anzahl der Tumorbuds

besteht eine Beziehung zwischen der E-Cadherin-Expression in der Invasionsfront und
der Anzahl der Tumorbuds

besteht eine Beziehung zwischen der E-Cadherin-Expression in den Buds und der Anzahl
der Tumorbuds

besteht ein Unterschied zwischen der E-Cadherin-Expression in den Buds und der Ki-67-
Expression in den Buds

besteht ein Unterschied zwischen der E-Cadherin-Expression im Tumor und der E-
Cadherin-Expression in der Invasionsfront

besteht ein Unterschied zwischen der E-Cadherin-Expression im Tumor und der E-
Cadherin-Expression in den Buds

besteht ein Unterschied zwischen der Vimentin-Expression in der Invasionsfront und der
Vimentin-Expression in den Buds

besteht eine Beziehung zwischen der Ki-67-Expression im Zentrum des Tumors und der
Anzahl der Tumorbuds

besteht eine Beziehung zwischen der Ki-67-Expression in der Invasionsfront und der
Anzahl der Tumorbuds

besteht eine Beziehung zwischen der Ki-67-Expression in den Buds und der Anzahl der
Tumorbuds

besteht ein Unterschied zwischen der Ki-67-Expression im Tumor in der Ki-67-
Expression in der Invasionsfront

besteht ein Zusammenhang zwischen der CD138-Expression in den Tumorbuds und der
Anzahl der Buds

besteht ein Zusammenhang zwischen der CD138-Expression in den Tumorbuds und dem
mikroskopischen Wachstumsmuster

besteht ein Zusammenhang zwischen der CD138-Expression in den Buds und dem
Invasionsmuster

besteht ein Zusammenhang zwischen der Anzahl der Buds und dem histologischen
Subtyp

unterscheidet sich die Anzahl der Buds bei den Varianten des mikroskopischen
Wachstumsmusters

besteht ein Zusammenhang zwischen der Tumordicke und der Anzahl der Buds
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besteht eine Beziehung zwischen der Anzahl der Tumorbuds und der Anzahl der
Blutgefale

besteht eine Beziehung zwischen der Anzahl der Blutgefalie an der Invasionsfront und
einem héufigeren Auftreten eines L1- bzw. V1-Status sowie einem héheren pT- und pN-
Stadium

besteht eine Beziehung zwischen der Invasion der Corpora cavernosa und der Anzahl der
Tumorbuds

besteht eine Beziehung zwischen der Invasion des Corpus spongiosum und der Anzahl
der Tumorbuds

bestent ein Zusammenhang zwischen der Anzahl der Tumorbuds und dem
Invasionsmuster

besteht eine Beziehung zwischen der pT-Kategorie und der Anzahl der Tumorbuds
besteht eine Beziehung zwischen der pN-Kategorie und der Anzahl der Tumorbuds
besteht ein Zusammenhang zwischen dem Tumor-Grading und der Anzahl der
Tumorbuds

hat die Anzahl der Buds einen Einfluss auf den Zeitraum bis zur Tumorprogression

hat die Anzahl der Buds einen Einfluss auf den allgemeinen und karzinombezogenen
Lebensstatus

hat die Anzahl der Buds einen Einfluss auf den Progressionsstatus
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3. Material und Methode

3.1 Patientenkollektiv

Die vorliegende retrospektive  Studie umfasst ein  Patientenkollektiv von 79
Plattenepithelkarzinomen des Penis, die aus sechs deutschen Instituten fir Pathologie
zusammengestellt wurden. Es stammten 17 Félle aus dem Institut fur Pathologie des Helios
Klinikum Bad Saarow, 15 Falle aus dem Institut fir Pathologie des Carl-Thiem-Klinikum
Cottbus, 16 Falle aus dem Institut fir Pathologie des Ernst von Bergmann Klinikum Potsdam, 16
Falle aus dem Institut fir Pathologie des Stadtischen Klinikum Brandenburg an der Havel, 7
Falle aus dem Institut fir Pathologie des Klinikums Frankfurt/Oder und 8 Falle aus dem Institut
fir Pathologie der Ruppiner Kliniken Neuruppin. Die Studie umfasst den Zeitraum zwischen
1994 und 2010. Zum Zeitpunkt der Operation lag das Alter der Patienten zwischen 29 und 92
Jahren. Histologisch wurden die Peniskarzinome gemaR den Kriterien der World Health
Organization in gut, maRig und schlecht differenziert eingeteilt. Fir jeden Patienten wurde das
Tumorstadium gemal der TNM-Klassifikation der UICC, 7. Auflage, bestimmt. Flr Patienten
mit histologisch schlecht differenzierten Plattenepitelkarzinomen des Penis, die eine
subepitheliale Gewebsinvasion (> pT1b) zeigten und/oder sechs Wochen nach chirurgischer
Therapie fortbestehende palpable inguinale Lymphknoten aufwiesen, wurde die Empfehlung
ausgesprochen, sich einer inguinalen Lymphknotendissektion zu unterziehen und im Falle von
inguinalen Lymphknotenmetastasen, eine ipsilaterale pelvine Lymphadenektomie ergénzend
anzuschlielRen. Patienten mit Lymphknotenmetastasen und/oder einer Infiltration der Corpora
cavernosa wurden einer pelvinen sowie einer abdominalen kontrastmittelverstarkten
Computertomographie und einer Thorax-Rdntgenaufnahme unterzogen. Alle
zusammengestellten Patientendaten wurden den Patientenberichten der einzelnen Institute
entnommen. Die histologischen Schnitte wurden einer erneuten Untersuchung unterzogen, wobei
die Tumorstadieneinteilung gemal der 7. Auflage der TNM-Klassifikation der UICC erfolgte.
Der Tumorgrad wurde gemaR der Klassifikation nach Broders [16] eingeteilt. Der histologische
Lymphknotenstatus wurde gemaR der 7. Auflage der TNM Kilassifikation der UICC bestimmt
und in pNO, pNX bzw. pN+ unterteilt [16, 171]. Des Weiteren wurde das histologische
Wachstumsmuster, der Status der Resektionsrander sowie die perineurale und lymphovaskulére
Invasion untersucht und dokumentiert. Die vertikale Infiltrationstiefe wurde eingeteilt in <5 vs >

5 mm [119].
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3.2 Material

Die histopathologische Untersuchung der Resektionspraparate der 79 Peniskarzinome wurde in
den jeweiligen, oben erwéhnten sechs deutschen Instituten fur Pathologie bzw. Kliniken fir
Urologie vorgenommen. Die in den jeweiligen Instituten in Formalin fixierten und in Paraffin
eingebetteten Geweberesektate sowie die dazugehdrigen mit Hamatoxylin-Eosin gefarbten
histologischen Schnitte wurden uns mit freundlicher Genehmigung zur Verfiugung gestellt. Die
histologischen Schnitte wurden von zwei erfahrenen Kklinischen Pathologen, die weder
Kenntnisse uber die Patientendaten, noch uber die originalen pathologischen Krankenakten
besalRen, reklassifiziert (Tumorstadieneinteilung gemaR der 7. Auflage der TNM-Klassifikation,
Regrading gemall dem Grading System nach Broders [16]). Nachdem die vorliegende Studie
durch den Arbeitskreis der medizinischen Ethikkommission des Landes Brandenburg genehmigt
wurde (MEK-Nr.: 37588/11), konnten die tumorspezifischen Uberlebensdaten fir jeden
Patienten durch das klinischen Krebsregister des Landes Brandenburg evaluiert werden.

Die Herstellung der histologischen Praparate, die immunhistologischen Féarbungen und die
Beurteilung der Schnittprdparate im Rahmen der vorliegenden Studie wurden im Institut fir

Pathologie des Klinikums Bad Saarow durchgefihrt.

Im Land Brandenburg existiert seit 1994 ein flachendeckendes klinisches Krebsregister, in dem
samtliche relevante Verlaufsdaten, von der Tumorerstdiagnose bis zum Tode des Patienten bzw.
bis zu seiner Heilung und darlber hinaus, in entsprechenden Abstdnden erfasst wurden. Die
Ergebnisse der klinischen Krebsregistrierung des Landes Brandenburg werden einmal jahrlich
vom Tumorzentrum Land Brandenburg e.V. als onkologischer Sach- bzw. Qualitatsbericht
publiziert. In diesem Sach- bzw. Qualitatsbericht befindet sich auch ein Kapitel zur Topographie
des Peniskarzinoms (Nr.: C60) (Tumorzentrum Land Brandenburg Eigenverlag; siehe auch
http://www.tumorzentrum-brandenburg.de). Da Uber dieses einmalige Datenwerk, das Follow-up
des Patienten sehr genau nachverfolgt werden kann, wurden die Daten des klinischen
Krebsregisters des Landes Brandenburg zur Beurteilung des Lebensstatus der 79 Patienten

herangezogen.

3.3 Methode der immunhistochemischen Untersuchung
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Es wurden von den in Paraffin eingebetteten Gewebeblécken 3-4 um diinne Schnitte (Microm
HM 355, Thermo Fisher Scientific, USA) angefertigt. Nach dem Glatten der Schnitte im
Wasserbad wurden diese auf einen Glasobjekttrager (Superfrost Plus Firma Menzel) aufgezogen.
AnschlieBend wurde der Glasobjekttrager in einen Warmeschrank (Thermo Fisher Scientific,
USA) Uberfiihrt und fir 25 Minuten bei 60° C getrocknet, um Wasserriickstdnde zu beseitigen
und somit eine optimale Verbindung zwischen dem Gewebe und dem Objekttrager zu

gewahrleisten.

Die immunhistochemischen Farbungen wurden unter standardisierten Bedingungen mit dem
vollautomatisierten Farbeautomaten der Firma Ventana Benchmark® XT (Ventana, Tucson,
USA; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) durchgefihrt. Auch die verwendeten
Reagenzien stammten von der Firma Ventana (Tabelle 2). Als Detektionskit kam das ultraView
DAB Detection Kit (Kat.-Nr.: 760-500, Ventana Medical Systems) zur Anwendung, welches ein
biotinfreies, auf der indirekten Nachweismethode von primdren Maus- und
Kaninchenantikorpern basierendes System darstellt. Bei der indirekten immunhistochemischen
Methode bindet zunéchst der Priméarantikdrper an das Epitop, so dass im zweiten Schritt, der mit
dem Enzym Meerrettichperoxidase (engl. horseradish peroxidase, HRP) gekoppelte
Sekundarantikdrper an das fc-Fragment des primaren Antikdrpers bindet. Unter Zusatz von
Wasserstoffperoxid  kommt es  zur  Oxidation des  beigefligten = Chromogens
Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB), so dass folglich das Chromogen zu einem braunen
Prézipitat reagiert.

Vor der Durchfuhrung des immunhistochemischen Farbevorgangs wurden die angefertigten
Schnitte unter standardisierten und vollautomatisierten Bedingungen mit dem Ventana
Benchmark® XT System vorbehandelt. Nach jedem Inkubationsvorgang folgte das Abspiilen
und Waschen der Gewebeschnitte mit dem Reaktionspuffer-Konzentrat (Tris-basierte
Pufferldsung 10X, Kat.-Nr. 950-300 2L, Ventana Medical Systems) fur jeweils 2 Minuten bei 37
°C, um einen Reaktionsabbruch herbeizufuihren, eine stetig stabile und wassrige Umgebung zu
gewadhrleisten und um ungebundene Bestandteile zu entfernen, damit die nachfolgende Reaktion
ungehindert ablaufen kann. Damit eine Grenzschicht zwischen den wassrigen Reagenzien und
der Luft geschaffen wird, um eine Wasserverdunstung zu verhindern, wurde das Liquid
Coverslip (LCS, High Temperature, Kat.-Nr.650-010 2L, Ventana Medical Systems) je nach
Erfordernis wahrend des Féarbevorgangs appliziert.

Die Schnitte wurden zunédchst mit EZ Prep Detergens (Kat.-Nr. 950-102, 2L, Ventana Medical

Systems) bei 75 °C fur funf Minuten deparaffiniert. Durch die Gewebefixierung mit
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Formaldehyd kommt es zur Bildung von kovalenten Bindungen zwischen dem Aldehyd und den
Aminogruppen der Gewebsproteine. Diese Bindungen flhren zu einer Abnahme der Antigenitat
sowie zu einer Denaturierung der Proteine. Es entstehen ebenfalls Quervernetzungen zwischen
den Proteinen, die durch Methylenbriicken stabilisiert werden. Dies flhrt zu einer
Bindungsblockade zwischen dem Antikdrper und dem Epitop. Aus diesem Grund mussten die
Schnitte mit dem Cell Conditioning 1 (CC1) (Kat.-Nr. 950-124, 2L, Ventana Medical Systems)
fur 8 Minuten bei 95 °C und fur 30 Minuten bei 100 °C demaskiert werden, um die kovalenten
Bindungen und Vernetzungen (durch Hydrolyse) aufzubrechen und dadurch eine
Permeabilitatsteigerung fir die Antikorper zu erzielen. Nach 30 minutigem Abkuhlen bei
Raumtemperatur wurden die Gewebsschnitte mit dem ultraView™ Universal DAB Inhibitor (3
% Wasserstoffperoxid-Losung) fir 4 Minuten bei 37 °C inkubiert, um die endogene Peroxidase
zu inaktivieren. Nachfolgend kam es zur Inkubation mit den spezifischen Antikdrpern (Tabelle
3):

1. Inkubation mit dem Confirm™ anti-Vimentin (V9) Primarantikdrper von Ventana (Kat.-
Nr.: 790-2917) bei 37 °C fiir 16 Minuten. Confirm™ anti-Vimentin ist ein monoklonaler

Mausantikorper (1gG1), der gegen das Intermediarfilament Vimentin gerichtet ist.

2. Inkubation mit dem anti-E-Cadherin (36) Primérantikdrper von Ventana (Kat.-Nr.: 790-
4497) bei 37 °C fir 16 Minuten. Anti-E-Cadherin ist ein monoklonaler Mausantikorper
(IgG2a/K), der gegen das menschliche transmembrane Protein E-Cadherin gerichtet ist,

welches in Epithelzellen exprimiert wird und fir den Zellkontakt verantwortlich ist.

3. Inkubation mit dem anti-Zytokeratin 5/6 (D5/16B4) Primarantikérper von Ventana (Kat.-
Nr.: 790-5454) bei 37 °C fur 16 Minuten. Bei dem anti-Zytokeratin 5/6 handelt es sich um
einen monoklonalen Mausantikorper, der das Zytokeratin 5/6 detektiert. Zytokeratin 6 wird
im proliferierenden Plattenepithel exprimiert und das Zytokeratin 5 in basalen Epithelzellen

des mehrschichtigen Plattenepithels.

4. Inkubation mit dem anti-CD138-Syndecan-1(B-A38) Priméarantikorper von Cell Marque
(Kat.-Nr.: 760-4248) bei 37 °C fur 16 Minuten. Anti-CD138-Syndecan-1 ist ein
monoklonaler Mausantikdper (IgG1), der normale und neoplastische Plasmazellen und

Epithelzellen markiert.
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5. Inkubation mit dem Confirm™ anti-Ki-67 (30-9) Primé&rantikdrper von Ventana (Kat.-Nr.:
790-4286) bei 37 °C fir 16 Minuten. Confirm™ anti-Ki-67 ist ein monoklonaler
Kaninchenantikorper (1gG), der gegen den C-terminalen Teil des Ki-67-Antigens gerichtet

ist.

6. Inkubation mit dem CINtec® p16 Histology Primérantikérper von Ventana (Kat.-Nr.: 705-
4713) bei 37 °C fur 16 Minuten. CINtec® pl16 Histology enthélt den anti-pl6INK4a
(E6H4) monoklonalen Mausantikorper, der gegen das p16INK4a-Protein gerichtet ist.

7. Inkubation mit dem anti-Cyclin D1 (SP4-R) Primérantikoérper von Ventana (Kat.-Nr.: 790-
4508) bei 37 °C fur 16 Minuten. Anti-Cyclin D1 ist ein monoklonaler
Kanninchenantikdrper (1gG), der gegen den Zellzyklusregulator Cyclin D1 gerichtet ist.

8. Inkubation mit dem Confirm anti-CD34 (QBENd/10) Primérantikorper von Ventana (Kat.-
Nr.: 790-2927) bei 37 °C fir 16 Minuten. Confirm anti-CD34 ist ein monoklonaler
Mausantikorper (IgG1), der gegen das menschliche CD34 gerichtet ist.

Im Anschluss daran wurde das ultraView™ Universal HRP Multimer fir 8 Minuten bei 37 °C
appliziert, das den Sekundarantikorper darstellt und aus einer Mischung aus HRP-gekoppelten
Antikdrpern (Ziege anti-Maus 1gG, Ziege anti-Maus IgM und Ziege anti-Kaninchen)
zusammengesetzt ist. Als Substrat fur die Meerrettichperoxidase wurde ultraView™ Universal
DAB H20: (Phosphatpuffer mit 0.04 % Wasserstoffperoxid) fir 8 Minuten inkubiert, so dass das
ultraView™ Universal DAB Chromogen (0,2 % 3,3 -Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid) unter
der katalytischen Wirkung der HRP in ein braun sichtbares Prazipitat umgesetzt werden konnte.
Um die Farbung zu intensivieren wurde mit ultraView Universal Copper (Acetatpuffer mit
Kupfersulfat, 5 g/l) fur 4 Minuten bei 37 °C inkubiert.

Die Gegenféarbung wurde mit Hamatoxylin (Kat.-Nr. 760-2021, Ventana Medical Systems) fiir 8
Minuten bei 37 °C durchgefiihrt. Als Beize fungierte Aluminiumsulfat, so dass nach der
Oxidation des Hamatoxylins das Reaktionsprodukt Hamatein durch Chelatbildung in
Farbkomplexe umgewandelt werden konnte.

Mit dem Bluing Reagent (gepufferte Lithiumcarbonat-Losung), (Kat.-Nr. 760-2037, Ventana
Medical Systems) wurde die Hdmatoxylin-Farbung, durch pH-Wert Erhdhung des Waschpuffers,
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gebldut [116]. Anschliefend wurden die immunhistochemisch bearbeiteten Objekttrdger mit

Neutralbalsam eingedeckt.

Tabelle 1: Verwendete Reagenzien

Name

Hersteller

Reaktionspuffer-Konzentrat

Ventana: Kat.-Nr. 950-300

Liquid Coverslip (LCS)

Ventana: Kat.-Nr. 650-010

EZ Prep Detergens

Ventana: Kat.-Nr. 950-102

Cell Conditioning 1 (CC1)

Ventana: Kat.-Nr. 950-124

ultraView DAB Detection Kit:
ultraView Universal DAB Inhibitor
ultraView Universal HRP Multimer
ultraView Universal DAB H202
ultraView Universal DAB Chromogen
ultraView Universal Copper

Ventana: Kat.-Nr. 760-500

H&matoxylin

Ventana: Kat.-Nr. 760-2021

Bluing Reagent

Ventana: Kat.-Nr. 760-2037

Tabelle 2: Verwendete Primar-Antikorper

Antikorper

Hersteller

Confirm™ anti-Vimentin (\V9)

Ventana: Kat.-Nr. 790-2917

Anti-E-Cadherin (36)

Ventana: Kat.-Nr. 790-4497

Anti-Zytokeratin 5/6 (D5/16B4)

Ventana: Kat.-Nr. 790-5454

Anti-CD138-Syndecan-1(B-A38)

Cell Marque: Kat.-Nr. 760-4248

Confirm™ anti-Ki-67 (30-9)

Ventana: Kat.-Nr. 790-4286

CINtec® p16 Histology

Ventana: Kat.-Nr. 705-4713

Anti-Cyclin D1 (SP4-R)

Ventana: Kat.-Nr. 790-4508

Confirm anti-CD34 (QBENnd/10)

Ventana: Kat.-Nr. 790-2927
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3.4 Auswertung der immunhistochemischen Farbungen

Die Zellen des normalen und neoplastischen Epithels und somit auch die Tumorbuds wurden
immunhistochemisch mit Zytokeratin 5/6 markiert und in 10 Gesichtsfeldern mit einer 400-
fachen VergroRerung ausgezéhlt (10 HPF = high power fields). Als Tumorbuds wurden dabei
nur einzelne isolierte Zellen und/oder eine Anhdufung, bestehend aus weniger als finf Zellen, an
der Invasionsfront der Haupttumormasse bei der Auszéhlung bertcksichtigt.

Die im Stroma angrenzend an die Invasionsfront liegenden kapillaren Blutgefalie wurden mit
CD34 markiert und ebenfalls in 10 Gesichtsfeldern mit einer 400-fachen VergrdRerung
semiquantitativ erfasst. Bei der Auszahlung wurde streng darauf geachtet, die im Schwellkdrper
vorkommenden Blutgeféal3e nicht zu erfassen, sondern nur die BlutgefaRe zu berticksichtigen, die
sich im Stroma unmittelbar unter bzw. an der tumoralen Invasionsfront befanden.

Die Cyclin D1 geféarbten Schnitte wurden unter dem Kriterium ausgewertet, ob mehr oder
weniger als 50 % der Tumorbuds angeférbt worden sind.

Beim pl6-Marker wurde die Farbereaktion der Tumorbuds lediglich als vorhanden (positiv)
bzw. als nicht nachweisbar (negativ) bewertet.

Der Vimentin-Marker unterlag ebenfalls der positiv/negativ Farbereaktionsbeurteilung, wobei
neben den Tumorbuds, die Stromazellen und die Tumorzellen der Invasionsfront mit in die
Bewertung einbezogen wurden.

Des Weiteren wurde das Markierungsverhalten der Tumorbuds, der Tumorzellen der zentralen
Tumormasse sowie der Tumorzellen der Invasionsfront mit E-Cadherin untersucht und mit Hilfe
des immunreaktiven Scores (IRS) ausgewertet. Der IRS ergibt sich aus der Multiplikation der
ermittelten Farbintensitdt (O = negativ, 1 = schwach, 2 = moderat, 3 = stark) und aus dem
prozentualen Anteil der positiv gefarbten Zellen (0 = negativ, 1 =10 %, 2 = 11-50 %, 3 = 51-80
%, 4 = > 80 %).

Die Ki-67-Expression wurde in den Tumorbuds, in den Tumorzellen der Tumormasse, in den
Tumorzellen der tumoralen Invasionsfront und in den Stromazellen untersucht. Der Anteil der
positiv gefarbten Zellen wurde prozentual ermittelt.

Die Intensitidt der Férbereaktion der Tumorbuds mit CD138 wurde in vier Intensitatsstufen
unterteilt (0-3+).
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3.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung des Untersuchungsmaterials erfolgte mit dem Programmsystem
SPSS Version 21. Die Patientendaten (Untersuchungsdaten) wurden EDV-gerecht verschlisselt,
erfasst und an einem PC bearbeitet. Um die Zusammenhdnge zwischen den Parametern zu
bewerten, wurden die qualitativen Merkmale mit der Kontingenztafelmethode und dem
parameterfreien Chi2-Test ausgewertet. Die Bewertung der metrischen Variablen erfolgte mit der
Varianzanalyse und dem t-Test nach Student. Da von einer Irrtumswahrscheinlichkeit a von 5 %
ausgegangen wurde, besteht ein signifikanter Zusammenhang zwischen den qualitativen
Merkmalen bei p < 0,05.

Die komplexe Bewertung von Zusammenhangen mit der Anzahl der Tumorbuds erfolgte mit der
logistischen Regression. Die Berechnung der Uberlebenskurven erfolgte mit der Kaplan-Meier-
Methode und multivariat mit der Cox-Regression. Dabei wurde bewertet, welche Variablen
einen unabhangigen Einfluss auf das Uberleben haben.

Da die biologische Bedeutung von Tumorbuds beim Peniskarzinom bislang noch nicht
untersucht wurde, kann man sich vorstellen, dass auch eine Korrelation mit anderen klinisch

pradiktiven und prognostischen Faktoren bestehen konnte.
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4. Ergebnisse

4.1 Klinische und pathologische Parameter

4.1.1 Altersverteilung

Die Patienten waren im Alter von 29 bis 92 Jahren. Das Durchschnittsalter zum
Diagnosezeitpunkt lag bei 67,4 Jahren und das mediane Alter bei 68 Jahren. 22 Patienten waren
junger als 60 Jahre, 24 Patienten waren zwischen 60-69 Jahre alt, 19 Patienten waren zwischen
70-79 Jahre alt und 14 Patienten waren 80 Jahre oder &lter (Abb. 1).
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Abbildung 1: Anzahl der Peniskarzinome in Bezug auf die Altersverteilung.

4.1.2 Histologische Subtypen

Von insgesamt 79 Patientenféllen kam in 39 Féllen das verhornende und in 16 Féallen das nicht-
verhornende Plattenepithelkarzinom vor. In jeweils 6 Fallen lag der basaloide und der warzige
(kondylomatdse) Subtyp sowie das gemischtzellige Karzinom vor. In 4 Féllen trat der papillare

und in 2 Féllen der verrukose Subtyp auf (Abb. 2).
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Abbildung 2: Anzahl der Peniskarzinome in Bezug auf den histologischen Subtyp.

4.1.3 Makroskopisches Wachstumsmuster

In 38 Fallen zeichnete sich eine exophytische, in 25 Féllen eine ulzerdse, in 13 Fallen eine flache
und in 3 Féllen eine noddse Lasion ab (Abb. 3).

Makroskopisches Wachstumsmuster

nodos
4%

Abbildung 3: Anzahl der Peniskarzinome in Bezug auf das makroskopische

Wachstumsmuster.
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4.1.4 Koilozytose

In 43 Fallen konnten keine Koilozyten (KO0) im histologischen Préparat der Karzinome

festgestellt werden. In 36 Féllen wurde eine Koilozytose (K1) diagnostiziert (Abb. 4).

Koilozytose

Abbildung 4: Anzahl der Peniskarzinome in Bezug auf die Koilozytose
(Koilozytose = K1; keine Koilozytose = K0).

4.1.5 Mikroskopisches Wachstumsmuster

Je 31 der 79 untersuchten Peniskarzinome zeigten den superfiziell spreitenden und den
vertikalen Wachstumstyp. 13 Peniskarzinome zeigten ein verrukdses und 4 Falle ein
multizentrisches Wachstumsmuster (Abb. 5). Unter einem superfiziell spreitenden
Wachstumsmuster wurde in der vorliegenden Arbeit eine horizontale Ausbreitung der
Tumorzellen in wenig kohasiven Verbanden im bedeckenden Epithel und mit Destruktion der
Basalmembran verstanden.

Das vertikale Wachstumsmuster ist durch eine dominierende Ausbreitung in das subepitheliale
Bindegewebe gekennzeichnet.

Beim verrukdsen Wachstumsmuster erfolgte ein Wachstum mit auffélliger Vorwolbung der
Oberfléche, epithelialen Zapfenbildungen und Invasion in das subepitheliale Bindegewebe.
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Mikroskopisches Wachstumsmuster
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Abbildung 5: Anzahl der Peniskarzinome in Bezug auf das mikroskopische
Wachstumsmuster.

4.1.6 Tumorlokalisation

In 45 Féllen manifestierte sich das Karzinom an der Glans, in 8 Féllen kam es sowohl an der
Glans als auch am Sulcus coronarius vor, in 17 Fallen trat das Karzinom ausschlieBlich am

Praputium auf und in 9 Fallen sowohl am Praputium als auch an der Glans (Abb. 6).

Lokalisation

Abbildung 6: Anzahl der Peniskarzinome in Bezug auf die Lokalisation.
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4.1.7 Eindringtiefe des Tumors

Bei 21 Patienten drang der Tumor weniger als 5 mm oder tiefer als 5 mm in das Gewebe ein. Bei

58 Patienten bestand eine Tumorinvasion von mehr als 5 mm in das Gewebe (Abb. 7).
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Abbildung 7: Anzahl der Peniskarzinome in Bezug auf die Invasionstiefe.

4.1.8 LymphgefaRinvasion

52 Karzinome zeigten keine Tumorinvasion in das Lymphgefalisystem der Tumorregion (LO).

27 Peniskarzinome wiesen eine LymphgefaBinvasion (L1) auf (Abb. 8).
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Lymphgefainvasion

Abbildung 8: Anzahl der Peniskarzinome in Bezug auf die LymphgefaRinvasion.

4.1.9 BlutgefaBinvasion

75 der untersuchten Peniskarzinome zeigten keine Blutgefaiinvasion (V0) und 4 Karzinome

wiesen eine BlutgefaRinvasion (V1) auf (Abb. 9).

Blutgefaliinvasion

Abbildung 9: Anzahl der Peniskarzinome in Bezug auf die BlutgefaRinvasion.
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4.1.10 Perineurale Invasion

In 64 Féllen konnte keine perineurale Invasion (Pn0) beobachtet werden, wo hingegen bei 15

Fallen eine perineurale Invasion (Pnl) vorhanden war (Abb. 10).

Perineurale Invasion

Abbildung 10: Anzahl der Peniskarzinome in Bezug auf die Perineurale Invasion

(Perineurale Invasion = Pn1; keine Perineurale Invasion = Pn0).

4.1.11 Invasion des Corpus cavernosum

72 Patienten zeigten keine Tumorinvasion in die Corpora cavernosa (CCO0). In 7 Fallen
infiltrierte der Tumor die Corpora cavernosa (CC1) (Abb. 11).
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Abbildung 11: Anzahl der Peniskarzinome in Bezug auf die CC-Invasion
(keine Corpora cavernosa Invasion = CCO; Corpora cavernosa Invasion = CC1).

4.1.12 Invasion des Corpus spongiosum

Bei 38 Patienten kam es zu einer Tumorinvasion in das Corpus spongiosum (CS1) und bei 41

Patienten infiltrierte der Tumor das Corpus spongiosum (CS0) nicht (Abb. 12).
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Abbildung 12: Anzahl der Peniskarzinome in Bezug auf die CS-Invasion (Invasion des Corpus
spongiosum = CS1; keine Invasion des Corpus spongiosum = CS0).
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4.1.13 Invasion der Urethra

Bei 16 Patienten wurde eine Tumorinvasion der Urethra (U1) diagnostiziert und bei 63 Patienten
kam es nicht zu einer Invasion der Urethra (UO) (Abb. 13).
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Abbildung 13: Anzahl der Peniskarzinome in Bezug auf die Urethra-Invasion

(Tumorinvasion der Urethra = U1; keine Invasion der Urethra = U0).

4.1.14 Invasionsmuster

48 der untersuchten Peniskarzinome zeigten ein infiltratives Invasionsmuster und 31 Karzinome

wuchsen expansiv (pushing) (Abb. 14).
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Invasionsmuster

Abbildung 14: Anzahl der Peniskarzinome in Bezug auf das Invasionsmuster.

4.1.15 pT-Kategorie

25 der untersuchten Peniskarzinome infiltrierten das subepitheliale Bindegewebe ohne
lymphovaskuléare Invasion und waren nicht schlecht oder undifferenziert (pTla). 16 Falle
infiltrierten das subepitheliale Gewebe mit entweder lymphovaskuldrer Invasion oder waren
schlecht oder undifferenziert (pT1b). In 21 Fallen infiltrierte der Tumor entweder das Corpus
spongiosum oder die Corpora cavernosa (pT2). 17 Tumoren infiltrierten die Urethra (pT3) (Abb.
15).
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pT-Kategorie

Abbildung 15: Anzahl der Peniskarzinome in Bezug auf die pT-Kategorie.

4.1.16 pN-Kategorie

In 57 Fallen konnten die regionaren Lymphknoten nicht beurteilt werden, da diese 57 Patienten
nicht lymphadenektomiert wurden (pNX). In 7 Féllen konnten Kkeine regionaren
Lymphknotenmetastasen  festgestellt werden (pNO). Bei 15 Patienten konnten
Lymphknotenmetastasen detektiert werden (pN+) (Abb. 16). Zur Vereinfachung der Auswertung
wurde das pN-Stadium in 3 Kategorien bewertet: pNO = keine regionaren
Lymphknotenmetastasen, pN+ = regiondre Lymphknotenmetastasen vorhanden, pNX =

regiondre Lymphknoten nicht zu beurteilen.
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pN-Kategorie

Abbildung 16: Anzahl der Peniskarzinome in Bezug auf die pN-Kategorie.

4.1.17 Grading

Von den 79 untersuchten Peniskarzinomen waren 16 gut differenziert (G1), 40 méRig
differenziert (G2) und 23 Tumoren schlecht differenziert (G3) (Abb. 17).

Grading

Abbildung 17: Anzahl der Peniskarzinome in Bezug auf das Grading

47



4.1.18 G3-Anteil

Bei 70 von 79 untersuchten Karzinomen war der G3-Anteil der gesamten Tumorflache < 50 %.
Bei 9 Peniskarzinomen war der G3-Anteil auf die gesamte Tumorfliche gesehen > 50 % (Abb.
18). In vielen Tumoren lag ein unterschiedlicher Differenzierungsgrad (G1-G3) vor. Wenn in
einem Tumor eine geringe Differenzierung vorlag, wurde der Differenzierungsgrad mit G3
ausgewiesen.

G3-Anteil

Abbildung 18: Anzahl der Peniskarzinome in Bezug auf den G3-Anteil

4.1.19 Ausmal des Operationsverfahrens
Bei 21 Patienten wurde eine totale Penektomie (tP) durchgefiihrt. In 57 Féllen kam eine partielle

Penektomie (pP) zur Anwendung und bei einem Patienten wurde weder eine partielle noch eine
totale Penektomie (kP) angewandt (Abb. 19).
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Abbildung 19: Anzahl der Peniskarzinome in Bezug auf das OP-Verfahren
(totale Penektomie = tP; partielle Penektomie = pP; keine Penektomie = kP).

4.1.20 Tumorprogression

Wihrend es bei 50 Patienten zu keiner Tumorprogression (0TP) kam, konnte in 29 Fallen eine

Tumorprogression (TP) festgestellt werden (Abb. 20).
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Abbildung 20: Anzahl der Peniskarzinome in Bezug auf die Tumorprogression
(keine Tumorprogression = 0TP; Tumorprogression = TP).

49



4.1.21 Lebensstatus

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten 79 Falle von Peniskarzinomen wurden in den Jahren
1994-2010 erstdiagnostiziert. Am 25.05.2011 lebten noch 40 der behandelten Patienten wahrend
bereits 39 verstorben waren (Abb. 21).

Lebensstatus
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36
31
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11

Anzahl (n)

LS1 LSO

Lebensstatus

Abbildung 21: Anzahl der Peniskarzinome in Bezug auf den Lebensstatus
(lebt = LSO; verstorben = LS1); Stichtag: 25.05.2011.

4.1.22 Karzinombezogener Lebensstatus
Aus der Verlaufsdokumentation des klinischen Krebsregisters des Landes Brandenburg geht

hervor, dass bei 15 Patienten das Peniskarzinom die Todesursache (kLS1) darstellte. 64

Patienten sind nicht wegen des Karzinoms (kLSO0) verstorben (Abb. 25).
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Abbildung 22: Anzahl der Peniskarzinome in Bezug auf den karzinombezogenen Lebensstatus
(am Peniskarzinom verstorben = KLS1; nicht am Peniskarzinom verstorben = kLS0).

4.1.23 Follow-up

In der vorliegenden Studie wurde bei allen 79 Patienten das Follow-up durchgefihrt. Dabei
betrug das minimale Follow-up 1 Monat und das maximale Follow-up 111 Monate. Das mediane

Follow-up lag bei 24 Monaten.
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4.2 Histologische und immunhistologische Parameter

4.2.1 Anzahl der Buds

Unter dem Begriff Tumor-Budding versteht man das Vorkommen von separaten isolierten
Einzelzellen oder Zellverb&nden, die aus bis zu finf Zellen bestehen (Abb. 24 und Abb. 25).

Die Tumorbuds wurden immunhistologisch mit Zytokeratin 5/6 markiert und pro Fall jeweils in
10 Gesichtsfeldern ausgezéhlt. Die Anzahl der ermittelten Buds wurde in drei
Héaufigkeitsgruppen eingeteilt: weniger als 10 Buds, 10-20 Buds und mehr als 20 Buds.

In 25 Féllen der 79 untersuchten Peniskarzinome wurden keine oder weniger als 10 Buds
ausgezahlt. Davon waren in 5 Féllen keine Tumorbuds nachweisbar. In 27 Fallen wurden jeweils
10-20 Buds und mehr als 20 Buds ermittelt (Abb. 23).
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Abbildung 23: Anzahl der Peniskarzinome in Bezug auf die Anzahl der Buds.
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Abbildung 24: Zytokeratin 5/6-Markierung: Tumorbuds sind die an der Invasionsfront im Peniskarzinom

anzutreffenden Epithelzellgruppen (< 5 Epithelzellen), 10-fache Vergrofierung.

Abbildung 25: Zytokeratin 5/6-Markierung: A: Tumorbuds an der Invasionsfront im Peniskarzinom, 20-
fache VergroRerung. B: Tumorbuds (Pfeile) an der Invasionsfront im Peniskarzinom im Detail, 40-fache
VergroRerung.
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4.2.2 Anzahl der Blutgefalie

Durch die CD34-Markierung wurde festgestellt, dass vor der Invasionsfront des Peniskarzinoms
eine deutliche Zunahme kapillarer BlutgefaRe bzw. von BlutgefaBanschnitten besteht. Diese
markierten GefalBe wurden in jeweils 10 Gesichtsfeldern bei einer 400-fachen Vergréfierung
ausgezahlt. Die Einteilung erfolgte in drei Gruppen. In 26 Peniskarzinomen wurden weniger als
150 Blutgefalie, in 27 Karzinomen 150-200 Blutgefalie und in 26 Fallen mehr als 200 Blutgefalie
gezahlt (Abb. 26, Abb. 27, Abb. 28). Somit war in der Mehrheit der Falle (n = 53) eine erhdhte
Anzahl von BlutgefaBanschnitten nachweisbar, wéhrend bei 26 Féllen weniger als 150
Geféallanschnitte/10 Gesichtsfelder gefunden wurden

Anzahl der Blutgefalie
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Abbildung 26: Anzahl der Peniskarzinome in Bezug auf die Anzahl der BlutgefaRe vor der

Invasionsfront.
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Abbildung 27: CD 34-Markierung: Peniskarzinom mit > 200

Blutgef4Ben: A: Ubersicht der positiv

markierten Blutgefale im Stroma angrenzend an die Invasionsfront eines Peniskarzinoms, 10-fache

VergroBerung. B: 20-fache VergréRerung. C: 40-fache Vergrofierung.

Abbildung 28: CD 34-Markierung; Peniskarzinom mit < 150 BlutgefaBen: A: Ubersicht der positiv

markierten Blutgefde im Stroma angrenzend an die Invasionsfront eines Peniskarzinoms, 10-fache

VergroRerung. B: 20-fache VergréRerung. C: 40-fache Vergrofierung.

55



4.2.3 Cyclin D1in Buds

Untersucht wurde die Markierung der Buds mit dem Marker Cyclin D1 (Abb. 30). Insgesamt
liegen 79 Beobachtungen vor. Mit dem Antikorper Cyclin D1 wird eine nukledre Markierung bei
positivem Reaktionsausfall beobachtet.

Bei 33 Peniskarzinomen waren mehr als 50 % der Buds mit Cyclin D1 angeféarbt (Abb. 29). In
31 Fallen waren weniger als 50 % der Buds mit Cyclin D1 markiert.

In 15 Féllen konnten entweder keine Buds festgestellt werden oder die Buds waren nicht
markiert. Diese Beobachtungen wurden in der Gruppe ,,keine Buds oder negative Markierung

der Buds* zusammengefasst.
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Abbildung 29: Anzahl der Peniskarzinome in Bezug auf die Cyclin-D1-Markierung der Buds.

56



R ki R as
oy ,‘“ Y YA AT o 48 S ;
‘. w : - . “.‘ o . " S z ‘
yry - . . & A ' .
B ‘.\.‘ “d u".' A 4 ‘r . S0 ﬁ, : ‘ 3 ; 2 '\‘
il ARl S Wy 20k R | /g_j
- v p e )
S i , W Bl BB et s
W e e LLvE % < t
- d’ / . v, AL J"l' 3
s Al SN e 2 o §
W, vt My, A o LY 5
A7 T8 ZPRECT e U
5 . “,\' I‘ ‘/b v \s L 4 : :
P 7 B X : o I

S v " . - M e 4o L’ :
SRRl e R N
" i ‘f’" - 3 .

5 :“N y ._ ‘ h v AN '; 1
TN ”' ﬁ RIS ™y At ° ) %— "‘ I
. @ 0 R S 2 »
PV e B N L SN
' Vo {;;Io“ > ] C L T, ae ;
Plowe s W T e : e
. 3 "f' v - Q? o 2 o it
" " @, ’: ' ' ’. r . !
STy s e a AR X.

Abbildung 30: Cyclin-D1-Markierung: Tumorbuds (Pfeile) an der Invasionsfront im Peniskarzinom, 40-
fache VergroRerung. Nicht markiert (blau): Lymphozyten und Bindegewebszellen vor der Invasionsfront.

Rechter Bildrand: kompakte Tumorverbande.

4.2.4 pl6inden Buds

Es wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen der p16-Expression und den Buds besteht
(Abb. 32 und Abb. 33). In Bezug auf das Tumorbudding konnten in 10 Fallen keine Buds
detektiert werden. Von den verbleibenden 69 Fallen wurden in 34 Féllen (zumeist stark)

markierte Buds gefunden. In 35 Fallen war die p16-Reaktion in den Buds negativ (Abb. 31).
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pl16-Expression in den Tumorbuds
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Abbildung 31: Anzahl der Peniskarzinome in Bezug auf die p16-Markierung in den Buds
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Abbildung 32: p16-Markierung: Tumorbuds (Pfeile) an der Invasionsfront im Peniskarzinom,
20-fache VergroRerung.

Abbildung 33: p16-Markierung: Tumorbuds (Pfeile) an der Invasionsfront im Peniskarzinom,
40-fache VergroRerung.
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4.25 E-Cadherin im Zentrum des Tumors

Es wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen den Tumorzellen der Tumormasse und E-
Cadherin besteht.

Das Farbungsverhalten der Tumorzellen der Tumormasse wurde mit Hilfe des immunreaktiven
Scores ausgewertet (s. Kap. 3.4). Um eine statistische Auswertung zu erméglichen, wurden die
Klassen des IRS (0-12) in drei Gruppen zusammengefasst. Dabei besteht die Gruppe ,,schwache
Markierung* aus den IRS-Werten 3 und 4, sowie aus den Fallen die negativ markiert waren. Die
IRS-Werte 6, 8 und 9 wurden in der Gruppe ,,méBige Markierung* zusammengefasst und der
IRS-Wert 12 stellt die Gruppe ,,starke Markierung® dar.

In 12 Fallen wurden die Tumorzellen der Tumormasse schwach angefarbt. In 31
Peniskarzinomen kam es zu einer maRigen Markierung und in 36 Fallen wurde eine starke
Farbung beobachtet (Abb. 34).

E-Cadherin im Zentrum des Tumors

Héufigkeit (n)
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schwach maRig stark

E-Cadherin Markierung im Tumorzentrum

Abbildung 34: Anzahl der Peniskarzinome in Bezug auf die E-Cadherin-Markierung
der Tumormasse.
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4.2.6 E-Cadherin in den Tumorzellen der Invasionsfront

Untersucht wurde die Beziehung zwischen E-Cadherin und den Tumorzellen der Invasionsfront
(IF). Die Markierungsintensitat der Tumorzellen der Invasionsfront wurde mit Hilfe des
immunreaktiven Scores ausgewertet (s. Kap. 3.4). Um eine statistische Auswertung zu
ermoglichen, wurden die Klassen des IRS (0-12) in vier Gruppen zusammengefasst. Die Gruppe
,,schwache Markierung® besteht aus den IRS-Werten 0, 3 und 4 und aus den Féllen, die eine
negative Markierung aufwiesen. Die Gruppe ,,maBig-schwache Markierung* beinhaltet die IRS-
Werte 5, 6 und 8. Der IRS-Wert 9 bildet die Gruppe ,,médfBige Markierung* und die IRS-Werte 12
und 16 wurden in der Gruppe ,,starke Markierung® zusammengefasst.

In 12 Fallen wurden die Tumorzellen der Invasionsfront schwach angeférbt. In14 Féllen fiel die
Markierung maéRig-schwach aus. Wahrend es bei 24 Peniskarzinomen zu einer méaRigen
Anféarbung kam, konnte in 29 Féllen eine starke Markierungsintensitat beobachtet werden (Abb.
35).
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Abbildung 35: Anzahl der Peniskarzinome in Bezug auf die E-Cadherin-Markierung

in der Invasionsfront.

61



427 E-Cadherin in den Buds

Ferner wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen E-Cadherin-Markierung und den
Tumorbuds besteht (Abb. 37). Das Farbungsverhalten der Buds wurde mit Hilfe des
immunreaktiven Scores ausgewertet (s. Kap. 3.4). Es wurde eine Zusammenfassung der IRS-
Klassen (0-12) in drei Gruppen vorgenommen, um eine statistische Auswertung zu ermdglichen.
Die Gruppe ,,schwache Markierung™ wurde aus den IRS-Werten 0, 2, 3 und 4 zusammengefasst.
Die IRS-Werte 6 und 8 bilden die Gruppe méRige Markierung und die IRS-Wert-Werte 9 und 12
stellen die Gruppe starke Markierung dar. Bei 25 Peniskarzinomen konnte eine schwache
Férbereaktion in den Buds beobachtet werden. In 21 Fallen kam es zu einer méaRigen Anfarbung
der Buds gegeniiber E-Cadherin und in 33 Féllen fiel die Markierungsintensitat stark aus (Abb.
36).

E-Cadherin in den Buds
35 33

30

20 ~
15 -

Héufigkeit (n)

10 ~

schwach maRig stark
E-Cadherin-Markierung in den Buds

Abbildung 36: Anzahl der Peniskarzinome in Bezug auf die E-Cadherin-Markierung in den Buds.
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Abbildung 37: E-Cadherin-Markierung: A: Ubersicht der Invasionsfront eines Peniskarzinoms mit
Tumorausléufern (kurze Pfeile) und Tumorbuds (lange Pfeile), 10-fache VergroBRerung. B:
Tumorausléufer (kurze Pfeile) und Buds (lange Pfeile), 20-fache Vergrolerung. C: fingerformige
Tumorausléufer (Pfeile) im Detail, 40-fache VergroRerung. D: Tumorbuds im Detail (Pfeile), 40-fache
Vergroferung.

63



4.2.8 Vimentin im Stroma

Untersucht wurde, ob die Vimentin-Markierung der Zellen des Tumorstromas positiv oder
negativ ausfiel.
In 77 Fallen kam es zu einer Farbung der Stromazellen. In zwei der untersuchten Peniskarzinome

fiel die Markierung negativ aus (Abb. 38).
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Abbildung 38: Anzahl der Peniskarzinome in Bezug auf die Vimentin-Markierung der Stromazellen.

4.2.9 Vimentin in den Tumorzellen der Invasionsfront

Untersucht wurde, ob auch die epithelialen Tumorzellen an der Invasionsfront eine Markierung
mit Vimentin aufweisen, oder ob die Vimentin-Positivitdt nur ein Phdnomen der Stromazellen
darstellt (s. Abschn. 4.2.8). Das Markierungsverhalten wurde mit positiv oder negativ bewertet.
Bei 21 Peniskarzinomen konnte eine positive Vimentin-Markierung der Tumorzellen an der
Invasionsfront festgestellt werden, wo hingegen in 58 Fallen keine Férbung gegen Vimentin
beobachtet wurde (Abb. 39).
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Abbildung 39: Anzahl der Peniskarzinome in Bezug auf die Vimentin-Markierung der Tumorzellen der

Invasionsfront (IF).

4.2.10 Vimentin im Zentrum des Tumors

Analog zur Uberpriifung, ob die Tumorzellen in der Invasionsfront eine (Ko-) Expression von
Vimentin zeigen (vgl. Abschn. 4.2.9), wurde die Vimentin-Markierung epithelialer Tumorzellen
im Zentrum der kompakten Tumormasse Uberprift (Abb. 41 und Abb. 42). Das
Markierungsverhalten der Tumorzellen wurde als positiv oder negativ beurteilt. In 3 Féllen
stellte sich eine positive Farbung der Tumormasse gegen Vimentin heraus. Bei 76
Peniskarzinomen konnte eine negative Markierung der Tumormasse beobachtet werden (Abb.
40).
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Abbildung 40: Anzahl der Peniskarzinome in Bezug auf die Vimentin-Markierung der Tumorzellen in der

Tumormasse.

Abbildung 41: Vimentin-Markierung: A: Ubersicht der positiv markierten Tumormasse eines
Peniskarzinoms gegen Vimentin, 10-fache VergroRerung. B: Positive Farbung der Tumormasse gegen
Vimentin im Detail, 20-fache VergroRerung. C: Positive Farbung der Tumormasse gegen Vimentin im
Detail, 40-fache Vergrofierung.
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Abbildung 42: Vimentin-Markierung: A: Ubersicht des negativ markierten Tumorzentrums und der
negativ markierten Invasionsfront eines Peniskarzinoms gegen Vimentin (rechts), intensiv markiertes
subepitheliales Stroma (links), 10-fache Vergroerung. B: negative Farbung des Tumorzentrums und der
Invasionsfront gegen Vimentin im Detail, 20-fache VergréBerung. C: Negative Féarbung des

Tumorzentrums und der Invasionsfront gegen Vimentin im Detail, 40-fache VergroRerung.

4.2.11 Vimentin in Buds
Untersucht wurde ein méglicher Zusammenhang zwischen Vimentin und den Tumorbuds. In 10

von 79 Peniskarzinomen konnten keine Buds detektiert werden. In 15 Fallen waren die Buds
positiv markiert, wahrend die Farbung in 54 Féllen negativ ausfiel (Abb. 43).
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Abbildung 43: Anzahl der Peniskarzinome in Bezug auf die Vimentin-Markierung der Buds.

4.2.12 Ki-67 in den Tumorzellen der Tumormasse

Untersucht wurde der Zusammenhang zwischen der Ki-67-Markierung und den Tumorzellen des
Tumorzentrums. Der Anteil positiv geféarbter Zellen wurde prozentual ermittelt. Um eine
statistische Auswertung vornehmen zu konnen, wurden die Prozentangaben in 3 Klassen
zusammengefasst. In 33 Fallen waren 0-25 % der Tumorzellen des Tumorzentrums positiv gegen
Ki-67 markiert. In 32 Peniskarzinomen waren 26-65 % der Tumorzellen angefarbt und in 14

Féllen zeigten mehr als 65 % der Zellen eine positive Markierung (Abb. 44).
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Abbildung 44: Anzahl der Peniskarzinome in Bezug auf die Ki-67-Markierung in den Tumorzellen des

Tumorzentrums.

4.2.13 Ki-67 in den Tumorzellen der Invasionsfront

Es wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen Ki-67 und den Tumorzellen der
Invasionsfront besteht. Um eine statistische Berechnung durchfiihren zu kdnnen, wurden die
prozentual ermittelten Anteile der positiv gefarbten Zellen in 3 Klassen eingeteilt. In 26 Fallen
wurden 0-60 % der Tumorzellen der Invasionsfront positiv markiert. In 24 Féllen wurden 70 %
der Tumorzellen angefarbt und in 29 Peniskarzinomen lag die positive Markierung der

Tumorzellen der Invasionsfront bei mehr als 70 % (Abb. 45).
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Abbildung 45: Anzahl der Peniskarzinome in Bezug auf die Ki-67-Markierung der Tumorzellen der

Invasionsfront.

4.2.14 Ki-67 in den Stromazellen

Untersucht wurde, ob ein Zusammenhang zwischen der Ki-67-Markierung und den Stromazellen
besteht. Der positiv markierte Anteil der Stromazellen wurde prozentual ermittelt. In 69 Fallen
wurden 1 % der Stromazellen positiv angeférbt, in 2 Fallen keine, in einem Fall 3 %, in 3 Féllen

5 %, in 3 Fallen 10 % und in einem Fall wurden 60 % der Stromazellen positiv markiert.

4.2.15 Ki-67 in den Buds

Untersucht wurde eine bestehende Beziehung zwischen der Ki-67-Markierung und den Buds
(Abb. 47). Die positive Markierung der Buds wurde prozentual ermittelt und anschlieRend in drei
Gruppen zusammengefasst, um eine statistische Auswertung zu ermdglichen. In 18 Fallen
wurden 0-25 % der Buds positiv markiert. In 35 Fallen lag der Anteil der positiv markierten
Buds zwischen 26-65 %. In 26 Peniskarzinomen wurden mehr als 65 % der Buds angefarbt
(Abb. 46).
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Abbildung 46: Anzahl der Peniskarzinome in Bezug auf die Ki-67-Markierung in den Buds.

Abbildung 47: Ki-67-Markierung: Ubersicht der Invasionsfront eines Peniskarzinoms mit Tumorbuds, ca.

60-fache Vergroferung.
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4.2.16 CD138 in den Tumorbuds

Es wurde untersucht, ob eine Beziehung besteht zwischen CD138 und den Tumorbuds (Abb.
52). Die Markierungsintensitat der Buds gegen CD138 wurde bei der Untersuchung in vier
Klassen unterteilt (0, 1+, 2+ und 3+). Fir die statistische Bearbeitung der Werte wurden die
Klassen 2+ und 3+ zu einer Gruppe zusammengefasst. Uberwiegend wurde in den Tumorbuds
eine zytoplasmatische Markierung der Zellen beobachtet. In 12 Peniskarzinomen wurden keine
Buds durch die immunhistochemische Féarbung mit Antikdrpern gegen CD138 markiert. In 47
Féllen kam es zu einer maRigen und in 20 Féllen zu einer starken Markierung der Tumorbuds
(Abb. 48).
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Abbildung 48: Haufigkeit der Peniskarzinome in Bezug auf die CD-138-Markierung der Tumorbuds.
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Abbildung 49: CD-138-Markierung: A: Ubersicht der tumoralen Invasionsfront und der Tumorbuds
(Pfeile) eines Peniskarzinoms, 5-fache VergroRerung. B: Zytoplasmatische Markierung der Tumorbuds

(Pfeile) im Detail, 20-fache VergroRerung. C: Zytoplasmatische Markierung der Tumorbuds (Pfeile) im
Detail, 40-fache Vergroferung.
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4.3 Korrelationen zwischen einzelnen Parametern

4.3.1 Cyclin D1-Expression in den Buds in Bezug auf die Anzahl der Tumorbuds

Es bestand ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Cyclin-D1-Expression in den Buds
und der Anzahl der Buds (p = 0,013). In 15 von 79 untersuchten Peniskarzinomen wurde kein
Tumor-Budding festgestellt bzw. fiel die Cyclin-D1-Expression in den Buds negativ aus. In 9
Fallen aus dieser Gruppe konnten weniger als 10 Buds, in 4 Karzinomen 10-20 Buds und in 2
Fallen mehr als 20 Buds gezéhlt werden. In 31 Féllen wurden weniger als 50 % der Tumorbuds
durch Cyclin D1 markiert. 11 von diesen 31 Fallen zeigten weniger als 10 Buds, 7
Peniskarzinome 10-20 Buds und 13 Falle mehr als 20 Tumorbuds. Die Cyclin-D1-Markierung
der Buds war in 33 Karzinomen gleich oder starker als 50 %. In 5 dieser Falle wurden weniger
als 10 Buds, in 16 Karzinomen 10-20 Buds und in 12 Féallen mehr als 20 Buds beobachtet. In den
Féllen, in denen die Cyclin-D1-Expression in den Buds negativ ausfiel bzw. keine Buds
detektiert wurden, gab es signifikant mehr Félle (60 %) mit weniger als 10 Buds (p = 0,013).
Wurden mehr als 50 % der Tumorbuds durch Cyclin D1 markiert, so sind signifikant weniger
Falle (15 %) mit weniger als 10 Buds und mehr Félle (49 %) mit 10-20 Buds aufgetreten (p =
0,013) (Abb. 50).
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Abbildung 50: Anzahl der Peniskarzinome mit Cyclin-D1-Expression in Bezug auf die Anzahl der Buds.
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4.3.2 pl6-Expression in den Buds in Bezug auf die Koilozytose

Es besteht eine signifikante Korrelation zwischen der pl16-Expression in den Buds und dem
Auftreten einer Koilozytose (p < 0,001). In 10 von 79 Fallen wurden durch die p16-Markierung
keine Buds detektiert. In 34 Féllen kam es zur positiven Expression von p16 in den Buds. In 25
Fallen aus dieser Gruppe ist eine Koilozytose aufgetreten und in 9 Karzinomen waren keine
Koilozyten vorhanden. In 35 Féllen fiel die Expression von p16 in den Buds negativ aus.

31 Peniskarzinome aus dieser Gruppe zeigten kein Vorhandensein einer Koilozytose. In 4 von 35
Féllen bildeten sich koilozytische Dysplasien. Die positive p16-Expression in den Buds steht im
signifikanten Zusammenhang mit dem erhohten Auftreten einer Koilozytose (Abb. 51).
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Abbildung 51: Anzahl der Peniskarzinome mit pl6-Expression in den Buds in Bezug auf das
Vorhandensein einer Koilozytose.

4.3.3 pl6-Expression im Tumor in Bezug auf die Koilozytose

Es besteht ein signifikanter Zusammenhang zwischen der p16-Expression im Tumor und dem
Auftreten einer Koilozytose (p < 0,001). In 28 Fallen kam es zur positiven Expression von pl6
im Tumorgewebe. In 24 von 28 Féllen kam es zur Ausbildung von Koilozyten und in 4
Peniskarzinomen war das Vorhandensein einer Koilozytose negativ. Eine negative pl6-

Expression ist in 51 Karzinomen aufgetreten. In 39 Féllen aus dieser Gruppe kam es nicht zur
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Koilozytose und in 12 Karzinomen bildeten sich Koilozyten. Zusammenfassend ist festzustellen,
dass die positive pl6-Expression im Tumor mit dem Vorkommen einer Koilozytose signifikant
korrelierte (Abb. 52).
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Abbildung 52: Anzahl der Peniskarzinome mit pl6-Expression im Tumor in Bezug auf das Auftreten

einer Koilozytose.

4.3.4 pl6-Expression in den Buds in Bezug auf die p16-Expression im Tumor

Es besteht ein signifikanter Zusammenhang zwischen der pl6-Expression in den Buds und der
pl6-Expression im Tumor (p < 0,001). In 10 Fallen konnten keine Buds durch die pl6-
Markierung detektiert werden. In 34 Féllen fiel die p16-Expression in den Buds positiv aus. In
20 Fallen aus dieser Gruppe kam es ebenfalls zur positiven p16-Expression im Tumorgewebe. In
14 Peniskarzinomen fiel die pl6-Expression im Tumorgewebe negativ aus. 35 Karzinome
zeigten eine negative pl6-Expression in den Buds. 32 von diesen Féllen wiesen auch eine
negative pl6-Expression im Tumor auf und in 3 Peniskarzinomen trat eine positive pl6-
Expression im Tumor auf. In den Fallen, in denen eine positive pl6-Expression in den
Tumorbuds auftrat, kam es signifikant haufiger zu einer gleichzeitigen positiven p16-Expression
im Tumor. Die Félle, die eine negative p16-Expression in den Buds zeigten, wiesen signifikant

haufiger eine gleichzeitige negative p16-Expression im Tumorgewebe auf (Abb. 53).
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Abbildung 53: Anzahl der Peniskarzinome mit p16-Expression im Tumor in Bezug auf die Anzahl der

Peniskarzinome mit p16-Expression in den Buds.

4.3.5 pl6-Expression in den Buds in Bezug auf das mikroskopische Wachstumsmuster

beim Peniskarzinom

Es besteht eine signifikante Beziehung zwischen der p16-Expression in den Buds und dem
mikroskopischen Wachstumsmuster beim Peniskarzinom (p = 0,003). In 10 von 79 Féllen
wurden unter der pl6-Markierung keine Buds detektiert. Die 4 Félle, die ein multizentrisches
Wachstumsmuster aufwiesen, konnten aufgrund der geringen Fallzahl nicht mit in die
statistische Bewertung einbezogen werden. In 32 Féllen trat eine positive p16-Markierung in den
Buds der Peniskarzinome auf. 8 Félle aus dieser Gruppe zeigten das superfiziell spreitende, 21
Karzinome das vertikale und 3 Féalle das verrukdse Wachstumsmuster. 33 Félle wiesen eine
negative pl6-Expression in den Buds auf. 18 der 33 Karzinome besallen das superfiziell
spreitende, 9 Falle das vertikale und 6 Peniskarzinome das verrukdse Wachstumsmuster. In den
Fallen, in denen eine positive pl6-Markierung in den Buds beobachtet wurde, trat signifikant
hé&ufiger das vertikale Wachstumsmuster auf. Kam es jedoch zur negativen pl6-Expression in
den Buds, so imponierte signifikant haufiger der superfiziell spreitende Wachstumstyp (Abb.
54).
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Abbildung 54: Anzahl der Peniskarzinome mit pl6-Expression in den Buds in Bezug auf das

mikroskopische Wachstumsmuster.

4.3.6 pl6-Expression in den Buds in Bezug auf das Invasionsmuster beim Peniskarzinom

Es besteht ein signifikanter Zusammenhang zwischen der p16-Expression in den Buds und dem
Invasionsmuster beim Peniskarzinom (p = 0,001). In 10 Fé&llen konnten keine Buds unter der
pl6-Féarbung beobachtet werden. 9 von diesen 10 Karzinomen wiesen das zapfenformig,
kompakte, endophytische und ein Fall das infiltrative Invasionsmuster auf. In 34
Peniskarzinomen kam es zur positiven pl6-Expression in den Buds. 26 Karzinome aus dieser
Gruppe zeigten das infiltrative und 8 Félle das endophytische Invasionsmuster. In 35 Fallen kam
es zur negativen p16-Expression in den Buds. Hier bestand jedoch keine signifikante Korrelation
zwischen der pl6-Expression und dem Invasionsmuster. 21 Peniskarzinome aus dieser Gruppe
besalRen das infiltrative und 14 Félle das endophytische Invasionsmuster. Fiel die pl6-
Expression in den Buds positiv aus, so kam es signifikant haufiger zum Auftreten des
infiltrativen Invasionsmusters. In den Fallen, in denen unter der pl6-Markierung keine Buds

detektiert wurden, trat signifikant haufiger das endophytische Wachstumsmuster auf (Abb. 55).
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Abbildung 55: Anzahl der Peniskarzinome mit pl6-Expression in den Buds in Bezug auf das

Invasionsmuster.

4.3.7 E-Cadherin-Expression im Zentrum des Tumors, in der Invasionsfront und in den

Buds in Beziehung zur Anzahl der Buds

Es besteht weder eine Korrelation zwischen der E-Cadherin-Expression im Zentrum des Tumors
noch zwischen der E-Cadherin-Expression in den Tumorzellen der Invasionsfront und der
Anzahl der Buds. Ein signifikanter Zusammenhang (p < 0,001) ist jedoch aufgetreten zwischen
der Anzahl der Tumorbuds und der E-Cadherin-Expression in den Buds. Bei niedriger Anzahl
der Tumorbuds fiel die E-Cadherin-Expression in den Tumorbuds gering aus. So zeigten 25 von
79 untersuchten Peniskarzinomen eine geringe E-Cadherin-Expression in den Tumorbuds, davon
traten in 16 Fallen weniger als 10 Buds, in 3 Fallen 10-20 Buds und in 6 Féllen mehr als 20 Buds
auf. In 25 Fallen traten weniger als 10 Buds auf, davon zeigten 16 Peniskarzinome eine geringe,
2 Félle eine méRige und 7 Félle eine starke E-Cadherin-Expression in den Tumorbuds. In 21
Fallen trat eine maRige E-Cadherin-Expression in den Buds auf, davon wiesen 2 Falle weniger
als 10, 7 Falle 10-20 und 12 Fé&lle mehr als 20 Buds auf. In insgesamt 27 von 79
Peniskarzinomen kamen 10-20 Buds vor. 3 von 27 Fallen zeigten eine geringe, 7 Félle eine

maRige und 17 Falle zeigten eine starke E-Cadherin-Expression in den Tumorbuds (Abb. 56).
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Abbildung 56: E-Cadherin-Expression in den Tumorbuds in Bezug auf die Anzahl der Tumorbuds.

4.3.8 E-Cadherin-Expression in den Buds in Bezug auf die Ki-67-Expression in den Buds

beim Peniskarzinom

Es besteht ein signifikanter Zusammenhang zwischen der E-Cadherin-Expression in den Buds
und der Ki-67-Expression in den Buds (p = 0,001). In insgesamt 25 von 79 untersuchten
Peniskarzinomen trat eine schwache E-Cadherin-Expression in den Buds auf. In 13 Féllen aus
dieser Gruppe wurden 0-25 % der Buds, in jeweils 6 Fallen 26-65 % und mehr als 65 % der
Buds durch Ki-67 markiert. Eine maRige E-Cadherin-Expression trat in 21 Fallen auf, jedoch
ohne Signifikanz. In 3 Fallen aus dieser Gruppe zeigte sich eine 0-25 %ige, in 10 Fallen eine 26-
65 %ige und in 8 Féllen eine hohere als 65 %ige Ki-67-Markierung in den Buds. 33 von 79
Peniskarzinomen wiesen eine starke E-Cadherin-Expression in den Buds auf. 2 Félle aus dieser
Gruppe zeigten eine Ki-67-Expression von 0-25 %, 19 Karzinome von 26-65 % und 12 Félle von
mehr als 65 %. In den Féllen, in denen sich eine schwache E-Cadherin-Expression in den Buds
zeigte, wurden signifikant weniger Buds durch Ki-67 markiert. Fiel die E-Cadherin-Expression
in den Buds stérker aus, so stieg ebenfalls die Anzahl der Ki-67 markierten Buds (Abb. 57).
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Abbildung 57: Anzahl der Peniskarzinome mit E-Cadherin-Expression in den Buds in Bezug auf die

Anzahl der Peniskarzinome mit Ki-67-Expression in den Buds.

4.3.9 E-Cadherin-Expression im Tumor in Bezug auf die E-Cadherin-Expression in der

Invasionsfront

Es besteht ein signifikanter Zusammenhang zwischen der E-Cadherin-Expression im Tumor und
der E-Cadherin-Expression in der Invasionsfront (p < 0,001). In 12 von 79 Peniskarzinomen trat
im Zentrum des Tumors eine schwache E-Cadherin-Expression auf. In 6 Fallen aus dieser
Gruppe zeigte sich eine schwache, in 2 Peniskarzinomen eine maRig-schwache, in keinem Fall
eine maRkige und in 4 Karzinomen eine starke E-Cadherin-Expression in der Invasionsfront. In 31
von 79 Peniskarzinomen kam es zu einer mafRigen E-Cadherin-Expression im Tumor. 5
Karzinome aus dieser Gruppe wiesen eine schwache, 9 Falle eine maRig-schwache, 14 Fille eine
maRige und 3 Karzinome eine starke E-Cadherin-Expression in der Invasionsfront auf. In 36 von
79 Fallen fiel die E-Cadherin-Expression in der Invasionsfront stark aus. 1 Fall zeigte ein
schwache, 3 Falle eine méRig-schwache, 10 Peniskarzinome eine méRige und 22 Karzinome eine
starke E-Cadherin-Expression in der Invasionsfront. Je schwacher die E-Cadherin-Expression im
Tumor ausfiel, desto schwacher war sie auch in der Invasionsfront. Je starker die Expression von

E-Cadherin im Tumor war, desto stérker war sie in der Invasionsfront (Abb. 58).
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Abbildung 58: Anzahl der Peniskarzinome mit E-Cadherin-Expression im Tumor in Bezug auf die

Anzahl der Peniskarzinome mit E-Cadherin-Expression in der Invasionsfront.

4.3.10 E-Cadherin-Expression im Tumor in Bezug auf die E-Cadherin-Expression in den
Buds

Es besteht ein signifikanter Zusammenhang zwischen der E-Cadherin-Expression im Tumor und
der E-Cadherin-Expression in den Buds (p = 0,001). In 12 von 79 Féllen zeigte sich eine
schwache E-Cadherin-Expression im Tumor. 7 Félle aus dieser Gruppe imponierten mit einer
schwachen, 3 Karzinome mit einer méRigen und 2 Peniskarzinome mit einer starken E-Cadherin-
Expression in den Buds. 31 Karzinome wiesen eine méiige E-Cadherin-Expression im Tumor
auf. 13 von 31 Fallen besal3en eine schwache, 11 Karzinome eine maRige und 7 Félle eine starke
E-Cadherin-Expression in den Buds. In 36 Peniskarzinomen kam es zu einer starken E-Cadherin-
Expression im Tumor. 5 Karzinome aus dieser Gruppe waren gekennzeichnet durch eine
schwache, 7 Félle durch eine maRige und 24 Peniskarzinome durch eine starke E-Cadherin-
Expression in den Buds. Je stérker die E-Cadherin-Expression im Tumor ausfiel, desto stérker
war die beobachtete E-Cadherin-Expression in den Buds. Je schwaécher sich die E-Cadherin-

Expression im Tumor kennzeichnete, desto schwacher fiel sie in den Buds aus (Abb. 59).
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Abbildung 59: Anzahl der Peniskarzinome mit E-Cadherin-Expression im Tumor in Bezug auf die

Anzahl der Peniskarzinome mit E-Cadherin-Expression in den Buds.

4.3.11 E-Cadherin-Expression in der Invasionsfront in Bezug auf die E-Cadherin-

Expression in den Buds

Es besteht ein signifikanter Zusammenhang zwischen der E-Cadherin-Expression in der
Invasionsfront und der E-Cadherin-Expression in den Buds (p < 0,001). In 12 von 79
Peniskarzinomen kam es zu einer schwachen E-Cadherin-Markierung in der Invasionsfront. 10
von diesen 12 Féllen zeigten eine schwache, 2 Falle eine méRige und kein Fall eine starke E-
Cadherin-Expression in den Buds. 14 von 79 untersuchten Karzinomen wiesen eine maRig-
schwache E-Cadherin-Markierung in der Invasionsfront auf. 5 von diesen 14 Fallen
kennzeichneten sich durch eine schwache, 9 Falle durch eine méRige und kein Fall durch eine
starke E-Cadherin-Expression in den Buds. In 24 Peniskarzinomen fiel die E-Cadherin-
Expression in der Invasionsfront maiig aus. Aus dieser Gruppe zeigten 14 Karzinome eine
starke und jeweils 5 Falle eine schwache und eine méRige E-Cadherin-Expression in den Buds.
In 29 Fallen kam es zu einer starken E-Cadherin-Expression in der Invasionsfront. 19 dieser
Falle trugen eine ebenfalls starke und jeweils 5 Félle eine schwache und eine maRige E-
Cadherin-Expression in den Buds. Je stérker die E-Cadherin-Expression in der Invasionsfront
ausfiel, desto starker war die E-Cadherin-Expression in den Buds. Je schwécher die E-Cadherin-

Expression in der Invasionsfront war, desto schwécher war sie in den Buds (Abb. 60).
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Abbildung 60: Anzahl der Peniskarzinome mit E-Cadherin-Expression in der Invasionsfront in Bezug auf

die E-Cadherin-Expression in den Buds.

4.3.12 Vimentin-Expression in der Invasionsfront in Bezug auf die Vimentin-Expression in
den Buds

Es besteht eine signifikante Korrelation zwischen der Vimentin-Expression in der Invasionsfront
und der Vimentin-Expression in den Buds (p = 0,002). In 21 von 79 Fallen trat eine positive
Vimentin-Expression in der Invasionsfront auf. In jeweils 8 von diesen 21 Fallen zeigte sich eine
positive und negative Vimentin-Expression in den Buds. In 5 Peniskarzinomen dieser Gruppe
konnten keine Buds beobachtet werden. 58 Karzinome wiesen eine negative Vimentin-
Expression in der Invasionsfront auf. In 5 von diesen Féllen wurden keine Buds detektiert. 7
Falle zeigten eine positive und 46 Peniskarzinome eine negative Vimentin-Expression in den
Buds. In den Faéllen, in denen eine negative Vimentin-Expression in der Invasionsfront auftrat,

zeigte sich signifikant haufiger eine negative Vimentin-Expression in den Buds (Abb. 61).
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Abbildung 61: Anzahl der Peniskarzinome mit Vimentin-Expression in der Invasionsfront in Bezug auf

die Vimentin-Expression in den Buds.

4.3.13 Ki-67-Expression im Tumorzentrum, in der Invasionsfront und in den Buds in

Beziehung zur Anzahl der Buds

Es bestent weder ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Ki-67-Expression im
Tumorzentrum, noch zwischen der der Tumorzellen der Invasionsfront und der Anzahl der Buds.
Eine signifikante Korrelation ist zwischen der Anzahl der durch Ki-67 positiv markierten
Tumorbuds und der Anzahl der Buds aufgetreten (p < 0,001). In den Fallen, in denen mehr Buds
auftraten, wurden mehr Tumorbuds durch Ki-67 markiert. Je geringer die Anzahl der
auftretenden Tumorbuds war, desto geringer fiel die Anzahl der durch Ki-67 markierten Buds
aus. Je hoher die Anzahl der durch Ki-67 markierten Buds war, desto hoher war die generelle
Anzahl der detektierten Buds. Insgesamt wurden in 18 von 79 Peniskarzinomen 0-25 % der
Tumorbuds durch Ki-67 markiert. Dabei betrug die Anzahl der Buds in 14 Fallen weniger als 10,
in 4 Fallen 10-20 Buds und kein Fall aus dieser Gruppe hatte mehr als 20 Buds. In 26 von 79
Peniskarzinomen betrug die Anzahl, der durch Ki-67 markierten Buds mehr als 65 %. 14 Falle
aus dieser Gruppe hatten mehr als 20 Buds, in 10 Peniskarzinomen traten 10-20 Buds auf und in

2 Fallen kamen weniger als 10 Buds vor (Abb. 62).

85



Ki-67-Expression in den Tumorbuds in
Bezug auf die Anzahl der Buds
120%
100%
=  80%
2 ’ S 54% >20 Buds
2 60%
= m10-20 Buds
I
40% m <10 Buds
20%
0%
0-25% 26-65% >65%
Anzahl der durch Ki-67 markierten Buds in %

Abbildung 62: Anzahl der durch Ki-67markierten Tumorbuds in Bezug zur Anzahl der Buds.

4.3.14 Ki-67-Expression im Tumor in Bezug auf die Ki-67-Expression in der

Invasionsfront

Es besteht eine signifikante Korrelation zwischen der Ki-67-Expression im Tumor und der Ki-
67-Expression in der Invasionsfront (p = 0,017). In 33 von 79 untersuchten Peniskarzinomen trat
eine 0-25 %ige Ki-67-Markierung im Tumor auf. 2 dieser Falle zeigten eine 0-25 %ige, 14
Karzinome eine 26-65 %ige und 17 Félle eine starkere als 65 %ige Ki-67-Expression in der
Invasionsfront. 14 von 79 Karzinomen zeigten eine hohere als 65 %ige Ki-67-Expression im
Tumor. Alle diese 14 Peniskarzinome wiesen in der Invasionsfront eine ebenfalls starkere als 65
%ige Ki-67-Expression auf. Je stérker die Ki-67-Expression im Tumor ausfiel, desto mehr

Tumorzellen wurden durch Ki-67 in der Invasionsfront markiert (Abb. 63).
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Abbildung 63: Anzahl der Peniskarzinome mit Ki-67-Expression im Tumor in Bezug auf Ki-67-

Expression in der Invasionsfront.

4.3.15 CD138-Expression in den Tumorbuds in Beziehung zur Anzahl der Buds

Es besteht ein signifikanter Zusammenhang zwischen der CD138-Expression in den Tumorbuds
und der Anzahl der vorkommenden Buds (p < 0,001). Je geringer die Anzahl der Buds war, desto
schwacher fiel die CD138-Expression in den Buds aus. Je starker die CD138-Expression in den
Buds war, desto mehr Tumorbuds traten auf. In 12 Fallen kam es zu einer negativen CD138-
Expression in den Buds. Davon besaRen 11 Falle weniger als 10 Buds, 1 Fall 10-20 Buds und
kein Fall mit negativer CD138-Expression hatte mehr als 20 Buds. In 20 von 79 untersuchten
Peniskarzinomen zeigte sich eine starke CD138-Expression in den Tumorbuds. 10 Félle aus
dieser Gruppe wiesen mehr als 20 Buds auf, 8 Falle 10-20 Buds und in 2 Fallen kamen weniger
als 10 Buds vor (Abb. 64).
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Abbildung 64: CD138-Expression in den Tumorbuds in Bezug zur Anzahl der Buds.

4.3.16 CD138-Expression in den Buds in Bezug auf das mikroskopische Wachstumsmuster

beim Peniskarzinom

Es besteht ein signifikanter Zusammenhang zwischen der CD138-Expression und dem
mikroskopischen Wachstumsmuster beim Peniskarzinom (p = 0,041). In 12 von 79 untersuchten
Fallen fiel die CD138-Expression der Buds negativ aus. In 5 Féllen aus dieser Gruppe trat das
superfiziell spreitende, in 2 Karzinomen das vertikale und in 5 Fallen das verrukose
Wachstumsmuster auf. 45 Peniskarzinome wiesen eine schwache CD138-Expression in den
Buds auf. 18 Karzinome aus dieser Gruppe besallen das superfiziell spreitende, 19 Félle das
vertikale und 8 Peniskarzinome das verrukdse Wachstumsmuster. 18 von 79 Karzinomen waren
gekennzeichnet durch eine starke CD138-Expression in den Buds, wobei 8 Félle das superfiziell
spreitende, 10 Karzinome das vertikale Wachstumsmuster aufwiesen und kein Fall das verrukdse
Wachstumsmuster zeigte. Signifikant war, dass 42 % der Félle, in denen die Buds durch CD138
nicht markiert wurden, das verrukdse Wachstumsmuster besalen, wéhrend bei einer stark
auftretenden CD138-Expression in den Buds kein Fall das verrukése Wachstumsmuster aufwies
(Abb. 65).
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Abbildung 65: Anzahl der Peniskarzinome mit CD138-Expression in den Buds in Bezug auf das
Wachstumsmuster.

4.3.17 CD138-Expression in den Buds in Bezug auf das Invasionsmuster beim

Peniskarzinom

Die folgende Abbildung 66 zeigt den Zusammenhang zwischen der CD138-Expression in den
Buds und dem Invasionsmuster. 12 von 79 Peniskarzinomen zeigten keine CD138-Expression in
den Buds. 10 Félle aus dieser Gruppe wiesen das endophytische und 2 Karzinome das infiltrative
Invasionsmuster auf. In 47 Féllen fiel die CD138-Expression in den Buds schwach aus. 17
Karzinome aus dieser Gruppe besal’en das endophytische und 30 Peniskarzinome das infiltrative
Invasionsmuster. 20 Falle imponierten mit einer starken CD138-Expression in den Buds. 4 dieser
20 Karzinome waren vom endophytischen und 16 Karzinome vom infiltrativen Invasionstyp. Je
starker die CD138-Expression in den Tumorbuds ausfiel, desto mehr Peniskarzinome wiesen das
infiltrative Invasionsmuster auf (Abb. 66). Dieser Zusammenhang ist statistisch gesichert (p =
0,001).
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Abbildung 66: Anzahl der Peniskarzinome mit CD138-Expression in den Buds in Bezug auf das
Invasionsmuster.

4.3.18 Histologischer Subtyp in Beziehung zur Anzahl der Buds

Werden die einzelnen histologischen Subtypen statistisch untersucht, ist die statistische
Bewertung nicht maoglich. Erst nach Gruppenbildung (1 = nicht verhornendes SCC, 2 =
verhornendes SCC, 3 = basaloid, kondylomatds, gemischtzellig, papillar, verrukds) ist eine
statistische Bewertung zuldssig. Das Ergebnis ist, dass keine Signifikanz zwischen den
histologischen Subtypen des Peniskarzinoms und der Anzahl der Buds besteht. In 39 Fallen trat
das verhornende Plattenepithelkarzinom auf. In neun von diesen Fallen wurden weniger als 10
Buds beobachtet. In jeweils 15 Féllen wurden 10-20 und mehr als 20 Buds detektiert. In 16
Fallen kam das nicht verhornende Plattenepithelkarzinom vor. 4 Félle aus dieser Gruppe zeigten
weniger als 10 Buds und jeweils 6 Félle wiesen 10-20 Buds und mehr als 20 Buds auf. Alle
anderen Gruppen waren mit insgesamt 24 Féllen vertreten (basaloid = 6, kondylomatts = 6,
gemischtzellig = 6, papillar = 4, verrukés = 2), wobei 12 Féalle weniger als 10 Buds aufwiesen

und in jeweils 6 Féllen wurden 10-20 Buds und mehr als 20 Buds ausgezahit.
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4.3.19 Mikroskopisches Wachstumsmuster in Beziehung zur Anzahl der Buds

Um eine statistische Auswertung zu ermdglichen, wurden die 4 Falle, die ein multizentrisches
Wachstumsmuster aufwiesen, nicht in die statistische Bearbeitung einbezogen. Das
Wachstumsmuster korrelierte signifikant mit der Anzahl der auftretenden Buds (p = 0,038). Das
verrukdse Wachstumsmuster wies signifikant mehr Falle mit weniger Buds auf, als das
superfiziell spreitende und das vertikale Wachstumsmuster. In insgesamt 31 Fallen von 79
untersuchten Peniskarzinomen ist der superfiziell spreitende Typ aufgetreten. Dabei zeigten 11
Falle weniger als 10 Buds, 7 Falle 10-20 Buds und 13 Falle mehr als 20 Buds. Der vertikale
Wachstumstyp war ebenfalls mit 31 Fallen vertreten, wobei 6 Falle weniger als 10 Buds, 13
Peniskarzinome 10-20 Buds und 12 Félle mehr als 20 Buds aufwiesen. In 13 Fallen ist das
verrukése Wachstumsmuster beobachtet worden. 8 Falle aus dieser Gruppe hatten weniger als 10
Buds, 4 Félle 10-20 Buds und 1 Fall zeigte mehr als 20 Buds (Abb. 59). Beim vertikalen
Wachstumsmuster zeigten sich mit 19 % signifikant weniger Falle mit weniger als 10 Buds. Das
verrukése Wachstumsmuster imponierte hingegen durch signifikant mehr Falle mit weniger als
10 Buds (62 %) und durch weniger Falle mit mehr als 20 Buds (8 %) (p = 0,038) (Abb. 67).
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Abbildung 67: Wachstumsmuster des Peniskarzinoms in Beziehung zur Anzahl der Buds.
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4.3.20 Invasion des Corpus spongiosum in Beziehung zur Anzahl der Buds

Es besteht eine signifikante Korrelation zwischen der Invasion des Corpus spongiosum und der
Anzahl der Tumorbuds (p = 0,008). In 41 von 79 Féllen fiel die Invasion des Corpus spongiosum
negativ aus. Aus dieser Gruppe zeigten 18 Peniskarzinome weniger als 10 Buds, 15 Falle wiesen
10-20 Buds auf und in 8 Karzinomen wurden mehr als 20 Buds gefunden. In 38
Peniskarzinomen kam es zur Invasion des Corpus spongiosum. In 7 Fallen aus dieser Gruppe
wurden weniger als 10 Buds detektiert. In 12 Karzinomen sind 10-20 Buds aufgetreten und in 19
Fallen lagen mehr als 20 Buds vor. Die Peniskarzinome, die eine Invasion des Corpus
spongiosum zeigten, wiesen signifikant mehr Buds auf als die Falle, in denen eine Invasion des
Corpus spongiosum ausblieb. Die Peniskarzinome ohne Invasion des Corpus spongiosum zeigten
mit 44 % signifikant mehr Falle mit weniger als 10 Buds und mit 20 % signifikant weniger Féalle
mit mehr als 20 Buds. Umgekehrt wiesen die Peniskarzinome mit Invasion des Corpus
spongiosum mit 50 % signifikant mehr Félle mit mehr als 20 Buds auf und mit 18 % signifikant
weniger Falle mit weniger als 10 Buds auf (p = 0,008) (Abb. 68).
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Abbildung 68: Invasion des Corpus spongiosum in Bezug auf die Anzahl der Buds.
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4.3.21 Anzahl der Buds in Beziehung zum Invasionsmuster des Tumors

Beim Peniskarzinom unterscheidet man das infiltrative vom endophytischen (pushing)
Invasionsmuster. Das Invasionsmuster des Peniskarzinoms korreliert signifikant mit der Anzahl
der Tumorbuds (p<0,001). 25 von 79 untersuchten Peniskarzinomen wiesen weniger als 10 Buds
auf. Aus dieser Gruppe zeigten 18 Falle das endophytische Invasionsmuster, d.h. das kompakt
zapfenférmige Einwachsen des Tumors. In 7 Féllen trat das diffuse infiltrative Invasionsmuster
auf. In insgesamt 27 von 79 Peniskarzinomen sind mehr als 20 Buds aufgetreten. 6 von diesen
Fallen zeigten das endophytische und 21 Félle wiesen das infiltrative Invasionsmuster auf (Abb.
69). Die Varianzanalyse ergab eine Signifikanz zwischen der Anzahl der Buds und dem
Invasionsmuster von p = 0,007. Das Konfidenzintervall fir den Mittelwert des endophytischen
Invasionsmusters wies an der Untergrenze 6 Buds und an der Obergrenze 16 Buds auf. Das
Konfidenzintervall fir den Mittelwert des infiltrativen Invasionsmusters zeigte an der
Untergrenze eine Anzahl von 18 Buds und an der Obergrenze eine Anzahl von 33 Buds. Der
Mittelwert der Anzahl der Buds lag beim endophytischen Invasionsmuster bei 11 und beim
infiltrativen Typ bei 25 (Abb. 70). Beim endophytischen Tumorwachstum, d.h. beim
invertierenden, kompakt zapfenférmigen Einwachsen tritt Tumor-Budding nur sehr vereinzelt
auf. Tumor-Budding tritt hingegen signifikant h&ufiger bei Peniskarzinomen auf, die ein diffuses
infiltratives Invasionsmuster besitzen. Wéhrend das infiltrative Invasionsmuster bei den
Karzinomen mit weniger als 10 Buds nur in 30 % der Falle vorkam, zeigte sich ein Anteil des
infiltrativen Invasionsmusters in den Fallen mit 10-20 Buds und mehr als 20 Buds von uber 70
%. Hingegen wiesen die Félle mit weniger als 10 Buds in 72 % das endophytische
Invasionsmuster auf. Der Anteil des endophytischen Invasionsmusters lag in den Gruppen mit
10-20 Buds und mehr als 20 Buds bei unter 30 % (p < 0,001).
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Abbildung 69: Anzahl der Tumorbuds in Bezug zum Invasionsmuster des Peniskarzinoms

(Invasionsmuster = IM).
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4.3.22 pT-Kategorie in Beziehung zur Anzahl der Buds

Es besteht ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem pT-Stadium und der Anzahl der Buds
(p = 0,006). In 25 Fallen ist die pTla-Kategorie aufgetreten. In jeweils 11 Fallen aus dieser
Gruppe sind weniger als 10 Buds und 10-20 Buds aufgetreten. In 3 Féllen traten mehr als 20
Buds auf. In 21 von 79 Fallen ist die pT2-Kategorie aufgetreten. In 5 Féllen aus dieser Gruppe
kamen weniger als 10 Buds vor. 3 Peniskarzinome wiesen 10-20 Buds auf und 13 Falle zeigten
mehr als 20 Buds. Die pT3-Kategorie trat in 17 Fallen auf. In 2 von 17 Féllen traten weniger als
10 Buds auf, in 9 Fallen kamen 10-20 Buds vor und 6 Karzinome besaflen mehr als 20 Buds. In
der pTla-Kategorie traten signifikant weniger Falle mit mehr als 20 Tumorbuds auf. In der pT2-
Kategorie traten signifikant weniger Félle mit 10-20 Buds und signifikant mehr Félle mit mehr
als 20 Buds auf. Die pT2-Kategorie wies signifikant weniger Falle mit weniger als 10
Tumorbuds auf. Mit 12 % kamen signifikant weniger Falle mit mehr als 20 Buds in der pT1la-
Kategorie vor. In der pT2-Kategorie wies hingegen die Gruppe mit 10-20 Buds mit 14 %
signifikant weniger Félle, aber mit 62 % deutlich mehr Félle mit mehr als 20 Buds auf. In der
pT3-Kategorie konnte man mit Signifikanz beobachten, dass mit 12 % weniger Falle mit
weniger als 10 Buds auftraten (p = 0,006) (Abb. 71).
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Abbildung 71: pT-Kategorie des Peniskarzinoms in Bezug auf die Anzahl der Buds.
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4.3.23 pN-Kategorie in Beziehung zur Anzahl der Buds

Es besteht ein signifikanter Zusammenhang zwischen der pN-Kategorie und der Anzahl der
Buds (p = 0,006). In 57 Féllen konnten die regionaren Lymphknoten nicht beurteilt werden. In 7
Fallen konnten keine regiondren Lymphknotenmetastasen festgestellt werden. In 3 dieser Félle
zeigten sich weniger als 10 Buds und in 4 Peniskarzinomen 10-20 Buds. Bei 15 Patienten
konnten Lymphknotenmetastasen detektiert werden. 5 Peniskarzinome aus dieser Gruppe wiesen
10-20 Buds, 10 Félle mehr als 20 Buds und kein Fall weniger als 10 Buds auf. Die
Peniskarzinome, die keine regiondren Lymphknotenmetastasen zeigten, besallen in keinem Fall
mehr als 20 Tumorbuds. Diejenigen Karzinome, bei denen Lymphknotenmetastasen festgestellt
wurden, wiesen in keinem Fall weniger als 10 Buds und in 67 % der Félle mehr als 20 Buds auf
(p = 0,006) (Abb. 72).
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Abbildung 72: pN-Kategorie beim Peniskarzinom in Bezug auf die Anzahl der Buds.

4.3.24 Progressionsstatus des Peniskarzinoms in Bezug auf die Anzahl der Buds

Es besteht ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Progressionsstatus des
Peniskarzinoms und der Anzahl der Tumorbuds (p = 0,001). In 50 von 79 Féllen trat keine
Tumorprogression auf. 23 Peniskarzinome (46 %) aus dieser Gruppe wiesen weniger als 10 Buds
auf, in 14 Fallen kamen 10-20 Buds vor und in 13 Karzinomen (26 %) wurden mehr als 20 Buds
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gefunden. In 29 von 79 Karzinomen kam es zur Tumorprogression. 2 von 29 Féllen (7 %) hatten
weniger als 10 Buds, 13 Falle zeigten 10-20 Buds und 14 Karzinome (48 %) mehr als 20 Buds.
In den Fallen, in denen es zur Tumorprogression gekommen ist, traten signifikant mehr Buds auf

als in den Fallen mit ausgebliebener Tumorprogression (Abb. 73).
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Abbildung 73: Progression des Peniskarzinoms in Bezug auf die Anzahl der Buds.
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4.3.25 Statistisch geprufte nicht signifikante Zusammenhange

Ferner wurden folgende Parameter statistisch auf Zusammenhénge untersucht. Es konnten

jedoch keine signifikanten Korrelationen festgestellt werden:

Das Tumor-Grading in Bezug auf die Anzahl der Tumorbuds.

Die Invasion der Corpora cavernosa in Bezug auf die Anzahl der Tumorbuds.

Die Tumordicke (Eindringtiefe des Tumors) in Bezug auf die Anzahl der Tumorbuds.

Die Anzahl der Lasionen in Bezug auf die Anzahl der Tumorbuds.

Der Zeitraum bis zur Tumorprogression, der karzinombezogene Lebensstatus und der allgemeine
Lebensstatus in Bezug auf die Anzahl der Buds.

Die Anzahl der BlutgefaRe in Bezug auf den L1- und V1-Status sowie auf die pT- und pN-
Kategorie.

Die Anzahl der Blutgefélie in Bezug auf die Anzahl der Buds.

Die pl6-Expression im Tumor in Bezug auf das mikroskopische Wachstums- und
Invasionsmuster.

Die E-Cadherin-Expression im Tumor in Bezug auf die Ki-67-Expression im Tumor.

Die E-Cadherin-Expression in der Invasionsfront in Bezug auf die Ki-67-Expression im Tumor.
Die E-Cadherin-Expression in den Buds in Bezug auf die Ki-67-Expression im Tumor.

Die E-Cadherin-Expression im Tumor in Bezug auf die Ki-67-Expression in der Invasionsfront.
Die E-Cadherin-Expression in der Invasionsfront in Bezug auf die Ki-67-Expression in der
Invasionsfront.

Die E-Cadherin-Expression in den Buds in Bezug auf die Ki-67-Expression in der
Invasionsfront.

Die E-Cadherin-Expression im Tumor in Bezug auf die Ki-67-Expression in den Buds.

Die E-Cadherin-Expression in der Invasionsfront in Bezug auf die Ki-67-Expression in den
Buds.

Die E-Cadherin-Expression in den Buds in Bezug auf die Ki-67-Expression in den Buds.

Die E-Cadherin-Expression im Tumor in Bezug auf das mikroskopische Wachstumsmuster.

Die E-Cadherin-Expression in der Invasionsfront in Bezug auf das mikroskopische
Wachstumsmuster.

Die E-Cadherin-Expression in den Buds in Bezug auf das mikroskopische Wachstumsmuster.
Die Vimentin-Expression in den Stromazellen in Bezug auf die Vimentin-Expression in der

Invasionsfront.
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Die Vimentin-Expression in den Stromazellen in Bezug auf die Vimentin-Expression im Tumor.
Die Vimentin-Expression in den Stromazellen in Bezug auf die Vimentin-Expression in den
Buds.

Die Vimentin-Expression in der Invasionsfront in Bezug auf die Vimentin-Expression im
Tumor.

Die Vimentin-Expression im Tumor in Bezug auf die Vimentin-Expression in den Buds

Die Ki-67-Expression im Tumor in Bezug auf die Ki-67-Expression in den Buds.

Die Ki-67-Expression in der Invasionsfront in Bezug auf die Ki-67-Expression in den Buds.

Die E-Cadherin-Expression im Tumor in Bezug auf die pN-Kategorie.

Die E-Cadherin-Expression in der Invasionsfront in Bezug auf die pN-Kategorie.

Die E-Cadherin-Expression in den Buds und dem pN-Kategorie.

Die E-Cadherin-Expression im Tumor in Bezug auf den L1-Status.

Die E-Cadherin-Expression in der Invasionsfront in Bezug auf den L1-Status.

Die E-Cadherin-Expression in den Buds in Bezug auf den L1-Status.

Die E-Cadherin-Expression im Tumor in Bezug auf den V1-Status.

Die E-Cadherin-Expression in der Invasionsfront in Bezug auf den V1-Status.

Die E-Cadherin-Expression in den Buds in Bezug auf den V1-Status.
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4.4 Uberlebenszeit

441 Gesamtuberleben

Bei der Analyse des Uberlebens kam die Kaplan-Meier-Methode und die Cox-Regression zum
Einsatz. Voraussetzung war, dass das Zielereignis Tod durch ein vollstdndiges Follow-up erfasst

wurde und dass alle Variablen ohne Fehlangaben waren, da der Datensatz sonst nicht hatte

berucksichtigt werden konnen.

4.4.1.1 Die pT-Kategorie in Bezug auf das Gesamtiiberleben

Anhand der Kaplan-Meier-Analyse konnte gezeigt werden, dass ein signifikanter
Zusammenhang zwischen der pT-Kategorie des Peniskarzinoms und dem Gesamtuberleben des
Patienten besteht (p < 0,001). Das kumulative Uberleben lag bei der pT3-Kategorie nach ca. 41
Monaten bei 0 %. Hingegen zeigten Patienten mit der pT1a-Kategorie nach ca. 41 Monaten ein

kumulatives Uberleben von ca. 70 % (Abb. 74).
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Abbildung 74: Kaplan-Meier-Analyse fur das Gesamtiiberleben in Bezug auf die pT-Kategorie beim

Peniskarzinom.
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4.4.1.2 Die pN-Kategorie in Bezug auf das Gesamtuberleben

Bei der pN-Kategorie konnte beobachtet werden, dass die Patienten, die
Lymphknotenmetastasen aufwiesen, nach ca. 39 Monaten ein kumulatives Uberleben von
weniger als 30 % besalRen, wéhrend die Patienten, die keine Lymphknotenmetastasen besalien
bzw. bei denen die Lymphknoten nicht beurteilt werden konnten (pNX), nach 60 Monaten, ein
kumulatives Uberleben von noch fast 40 % zeigten (Abb.75). Es besteht jedoch kein
signifikanter Zusammenhang zwischen der pN-Kategorie und dem Gesamtuberleben (p = 0,148).
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Abbildung 75: Kaplan-Meier-Analyse fir das Gesamtiiberleben in Bezug auf die pN-Kategorie beim

Peniskarzinom.

4.4.1.3 Progressionsstatus in Bezug auf das Gesamtiberleben

In Bezug auf den Progressionsstatus wurde ermittelt, dass diejenige Patientengruppe, die keine
Tumorprogression aufwies, nach 5 Jahren ein kumulatives Uberleben von 50 % zeigte. Die
Patienten, bei denen eine Tumorprogression beobachtet wurde, waren dadurch gekennzeichnet,
dass nach 42 Monaten das kumulative Uberleben bei weniger als 20 % lag (Abb. 76). Zwischen
dem Progressionsstatus und dem Gesamtiiberleben besteht eine Signifikanz von p = 0,002.
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Abbildung 76: Kaplan-Meier-Analyse fur das Gesamtiiberleben in Bezug auf den Progressionsstatus beim

Peniskarzinom.

4.4.1.4 Anzahl der Buds in Bezug auf das Gesamtuberleben

In der Kaplan-Meier-Analyse konnte gezeigt werden, dass die Anzahl der Buds (gruppiert in drei
Gruppen) keinen Einfluss auf das Gesamtuberleben der am Peniskarzinom erkrankten Patienten
hat (p = 0,317). Die einzige Auffalligkeit, die sich feststellen l&sst ist, dass die Kurven im ersten
Jahr fast identisch sind, im Verlauf jedoch deutliche Vorteile flr die Patienten mit weniger Buds
erkennen lassen, wobei sich dieser Unterschied aber nach 5 Jahren wieder ausgleicht (Abb.77).
Nach Anderung der Bud-Klassen-Einteilung in Klasse 1 (< 15 Buds) und Klasse 2 (> 15 Buds)
wurde in der Kaplan-Meier-Analyse beobachtet, dass die Patienten mit mehr als 15 Buds eine
geringfugig schlechtere Prognose besitzen als die Patienten mit 15 oder weniger als 15

Tumorbuds (Abb.78). Diese Werte liegen jedoch ebenfalls im Zufallsbereich und besitzen keine

Signifikanz (p = 0,106).
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Abbildung 77: Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtiiberlebens in Bezug auf die Anzahl der Tumorbuds (3

Klassen) beim Peniskarzinom
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Abbildung 78: Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtiiberlebens in Bezug auf die Anzahl der Tumorbuds (2

Klassen) beim Peniskarzinom.
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4.4.2 Tumorabhangiges Uberleben

4.4.2.1 Anzahl der Buds in Bezug auf den karzinombedingten Lebensstatus

Zwischen der Anzahl der Buds und dem karzinombedingten Lebensstatus konnte in der Kaplan-
Meier-Analyse ein signifikanter Zusammenhang beobachtet werden (p = 0,017). Die Patienten,
die weniger Tumorbuds aufwiesen, hatten eine bessere Prognose als die Patienten, die mehr als
15 Tumorbuds besalRen (Abb.79). In der multivariaten Analyse konnte gezeigt werden, dass die
Anzahl der Tumorbuds in Bezug auf den karzinombedingten Lebensstatus keine statistische
Signifikanz aufwies und somit der unabhdngige Einfluss der Tumorbuds auf den

karzinombedingten Lebensstatus verloren ging.
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Abbildung 79: Kaplan-Meier-Analyse des karzinombedingten Tumorstatus in Bezug auf die Anzahl der

Tumorbuds (2 Klassen) beim Peniskarzinom

4.4.2.2 Invasionsmuster in Bezug auf den karzinombedingten Lebensstatus

In der Beziehung zwischen dem karzinombedingten Lebensstatus und dem Invasionsmuster

beim Peniskarzinom konnte keine Signifikanz beobachtet werden (p = 0,732).
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Sowohl beim infiltrativen als auch beim expansiven (pushing) Invasionsmuster lag das

kumulative Uberleben der Patienten zwischen 60 % und 80 % (Abb.80).
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Abbildung 80: Kaplan-Meier-Analyse des karzinombedingten Tumorstatus in Bezug auf das

Invasionsmuster beim Peniskarzinom.

4.4.2.3 Progressionsstatus in Bezug auf den karzinombedingten Lebensstatus

In der Kaplan-Meier-Analyse konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem
Progressionsstatus und dem karzinombedingten Lebensstatus beobachtet werden (p < 0,001).

Die Kaplan-Meier-Uberlebenskurve zeigte, dass die Patientengruppe ohne Tumorprogression
nach 5 Jahren ein kumulatives Uberleben von 100 % aufwies. Bei den Patienten hingegen, bei
denen eine Tumorprogression beobachtet wurde, lag das kumulative Uberleben nach ca. 42

Monaten bei ca. 20 % (Abb. 81).
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Abbildung 81: Kaplan-Meier-Analyse des karzinombedingten Tumorstatus in Bezug auf den

Progressionsstatus beim Peniskarzinom
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4.5 Multivariate Analyse

45.1 Multivariate Analyse flr das Gesamtiiberleben

Im Cox-Modell sollte untersucht werden, welche Variablen einen unabhéngigen Einfluss auf das
Gesamtlberleben haben. Hierzu wurden diejenigen Variablen ausgewahlt, die bereits in der
univariaten Analyse und in der Literatur als Risikofaktoren bekannt waren. In das Modell
eingeflossen sind die Variablen Wachstumsmuster mit den Kategorien superfiziell spreitendes,
vertikales und verrukéses Wachstumsmuster, die pT- und pN-Kategorie, das Alter
(Altersklassen), der Progressionsstatus und die Tumorlokalisation mit den Kategorien Glans und

Préaputium.

Zusétzlich wurde untersucht, ob auch die Tumorbuds, hier gruppiert in zwei Klassen, einen
Einfluss auf das Gesamtiiberleben besitzen. Die pN-Kategorie und die Anzahl der Buds stellten
im multivariaten Modell keinen unabhéngigen Prognosefaktor beim Peniskarzinom in Bezug auf
das Gesamtlberleben dar. Die pT1b-Kategorie zeigte ein fast 2-mal so hohes relatives Risiko
(RR = 1,9), welches jedoch noch im Zufallsbereich lag. Wenn eine pT2-Kategorie vorlag, so
erhohte sich das Risiko um fast das 10-fache (RR = 9,6) und bei pT3-Karzinomen sogar um das
20-fache (RR = 19,8) mit einem p-Wert < 0,001. Des Weiteren konnte im multivariaten Modell
bestatigt werden, dass der Progressionsstatus einen unabhdngigen Einfluss auf das
Gesamtlberleben besitzt. Liegt eine Progression vor, so besteht ein 2,3-fach erhohtes relatives
Risiko mit einem p-Wert von 0.028.

4.5.2 Logistische Regression zur Ermittlung von unabhangigen Einflussgrofien fiir das
Auftreten von Tumorbuds

Nach ausfihrlicher univariater Analyse der Zusammenhange zwischen einzelnen Variablen und
der Anzahl der Tumorbuds (s. Kap. 4.3) folgte zusammenfassend eine multivariate Analyse, um
mit Hilfe der logistischen Regression die unabhdngigen Einflussfaktoren auf die ZielgroRe zu
ermitteln. Dabei stellte die Anzahl der Buds die ZielgroBe dar (gruppiert in zwei Klassen < 15
und > 15 Buds). In das Modell eingeflossen sind die Variablen Wachstumsmuster mit den

Kategorien superfiziell spreitendes, vertikales und verrukéses Wachstumsmuster, die pT- und
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pN-Kategorie, das Alter (Altersklassen), der Progressionsstatus, die Budklassen der CD138-
Expression und das Invasionsmuster mit den Kategorien expansiv und infiltrativ.

Im Ergebnis der logistischen Regression konnte gezeigt werden, dass die pN-Kategorie und das
Invasionsmuster einen unabhangigen Einfluss auf die Anzahl der Tumorbuds besitzen. Dabei
wurde die pNX-Kategorie und die pNO-Kategorie zu einer Gruppe zusammengefasst. Multivariat
zeigte sich, dass das vermehrte Auftreten von Buds mit dem Vorhandensein eines infiltrativen
Invasionsmusters zusammenhangt. So stieg beim infiltrativen Invasionsmuster das Risiko,
Tumorbuds zu entwickeln, um das 4-fache (RR = 4,15) bei einem p-Wert von 0,012. Des
Weiteren konnte in der multivariaten Analyse beobachtet werden, dass es einen gesicherten
statistischen Zusammenhang zwischen dem vermehrten Auftreten von Tumorbuds beim
Peniskarzinom und Lymphknotenmetastasen gibt. Beim Auftreten von Lymphknotenmetastasen
bestand somit ein 20-fach erhohtes Risiko (RR = 19,7) bei einem p-Wert von 0,007, dass

Tumorbuds auftraten.
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5. Diskussion

5.1 Diskussion von Material und Methode

Die ausgewerteten Félle sind aus sechs verschiedenen Instituten fur Pathologie bzw. Kliniken fir
Urologie zusammengetragen worden. Der makroskopische Zuschnitt der Praparate erfolgte in
allen Instituten fur Pathologie nach den Vorgaben von schriftlich fixierten Zuschnittordnungen
und kann somit als vergleichbar gelten.

Seit 1994 existiert im Land Brandenburg eine einheitliche Erfassung und Auswertung der
klinischen Krebsregisterdaten, die eine hohe Datenvollstandigkeit sichert.

Das Fehlen einer standardisierten Auswertungsmethode zur Quantifizierung von Tumorbuds
fihrt zu einer erschwerten routinierten Reproduzierbarkeit der Ergebnisse, so dass es rasch,
aufgrund der unterschiedlichen Auswertungsmethoden, zu unterschiedlichen Ergebnissen
kommen kann. Wang et al. [193] folgend wurden auch in der vorliegenden Studie alle
vorhandenen Tumorschnitte eines Patientenfalls auf Tumor-Budding untersucht, da das
Auftreten des Tumor-Buddings an der Invasionsfront keine Homogenitdt aufweist. Um das
Detektieren und Auszahlen der Tumorbuds zu vereinfachen und um eine bessere
Reproduzierbarkeit des Ergebnisses zu gewahrleisten, wurden in der vorliegenden Untersuchung
die histologischen Schnitte immunhistochemisch mit dem Antikdrper Zytokeratin 5/6 markiert
[83, 147]. Die Anwendung der immunhistologischen Zytokeratin 5/6-Markierung verursacht fur
die histologische Routinediagnostik Zusatzkosten, was ihre Etablierung im Praxisalltag
maoglicherweise beeintrachtigen koénnte [99, 193]. Zusétzlich stellt diese Methode jedoch
gegenlber der Hamatoxylin-Eosin-Farbung einen erheblichen Vorteil im Erkennen der
Tumorbuds dar und erleichtert das Abgrenzen von aktivierten Fibroblasten im Stroma [83]. Um
die Anzahl der Tumorbuds pro Fall zu erfassen, wurde das 10-HPF-Scoring-System verwendet.
Dabei wurden die Tumorbuds in 10 HPFs (High power fields) pro Patientenfall ausgezahlt.
Horcic et al. [74] verglichen in einer Untersuchung alle bekannten Scoring-Systeme und
gelangten zu dem Resultat, dass die 10-HPF-Methode, in Bezug auf das Erfassen der
Tumorbuds, als die verl&sslichste und am besten reproduzierbarste Auswertungsmethode gilt
[74, 83]. Hase et al. [67] beurteilten in ihrer Methode das Areal an der Invasionsfront mit den
meisten Tumorbuds und bewerteten das Tumor-Budding als entweder kein/schwach oder als

moderat/stark vorkommendes Tumor-Budding. Nakamura et al. [130] teilten das Tumor-
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Budding in drei Grade ein: Grad 1 = kein/schwach auftretendes Tumor-Budding, wenn weniger
als ein Drittel der Invasionsfront Tumorbuds zeigt; Grad 2 = moderat, wenn ein bis zwei Drittel
der Invasionsfront Tumorbuds aufweisen; Grad 3 = stark, wenn mehr als zwei Drittel der
Invasionsfront Tumorbuds beinhalten. Ueno et al. [187] teilten das Tumor-Budding unter 20-
facher VergroRerung in negativ (weniger als 5 Buds) und in positiv (mehr als 5 Buds) ein. Wang
et al. [193] wahlten drei histologische Schnitte aus und zdhlten die Tumorbuds in 5
Gesichtsfeldern mit einer 200-fachen VergroRerung. Aus der Anzahl der Tumorbuds wurde der
Medianwert gebildet, der Auskunft gibt, ob das Tumor-Budding positiv (mehr oder gleich ein
Tumorbud) oder negativ (kein Tumorbud) ausfiel [193]. Bei der ,,schnellen-Tumorbud-Z&hl-
Methode® (rapid-bud-count-method) wurde das auftretende Tumor-Budding der finf
Gesichtsfelder in positiv und negativ eingeteilt. Wurden mehr als 50 % der Gesichtsfelder, in
Bezug auf das Tumor-Budding, als positiv bewertet, dann handelte es sich um ein stark
auftretendes Tumor-Budding [193]. Hinzu kommt das Scoringsystem der 1-HPF- und der 10-
HPF-Methode. Horcic et al. [74] bevorzugten bei der Untersuchung des Tumor-Buddings die 10-
HPF- gegenuber der 1-HPF-Methode, da sich die Tumorbuds entlang der Invasionsfront
heterogen verteilen und somit eine vorteilhaftere Erfassung der Anzahl der Tumorbuds gegeben
ist. Die vorliegende Arbeit unterscheidet sich jedoch in der Gruppeneinteilung der Tumorbuds
von der Studie, die Horcic et al. [74] durchfuhrten. Wé&hrend in der vorliegenden Studie drei
Gruppen (< 10 Buds, 10-20 Buds und > 20 Buds) gebildet wurden, nahmen Horcic et al. [74]
keine Gruppeneinteilung der ausgezéhlten Tumorbuds vor. Bei Karamitopoulou et al. [83], die
ebenfalls die 10-HPF-Methode anwandten, wurden das Tumor-Budding in zwei Gruppen
eingeteilt (< 10 Buds und > 10 Buds). Im Vergleich der verschiedenen Tumor-Budding-
Quantifizierungsmethoden stand ausschlieBlich die 1-HPF- und 10-HPF-Methode in

signifikanter Beziehung zum klinischen Outcome des Patienten [74].

5.2 Diskussion der Ergebnisse

Das Alter, der in der vorliegenden Arbeit untersuchten 79 Patienten, reichte vom 29. bis zum 92.
Lebensjahr. Zum Diagnosezeitpunkt betrug das durchschnittliche Alter jedoch 67,4 Jahre und
das mediane Alter 68 Jahre. Entsprechend der vorliegenden Studie zeigten auch Goodman et al.
[58] und Guimardes et al. [62], dass der Altersgipfel der Patienten, die an einem Peniskarzinom
erkrankten, in der sechzigsten und siebzigsten Lebensdekade angesiedelt war [62, 23].
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In 69 % der Falle waren die in der eigenen Arbeit untersuchten Peniskarzinome
Plattenepithelkarzinome. In jeweils 8 % der Karzinome zeigte sich der kondylomattse, basaloide
und der gemischtzellige Subtyp. 5 % der Félle gehérten zum papillaren und 2 % der
Peniskarzinome zum verrukdsen Subtyp. Zu einer dhnlichen Verteilung der vorkommenden
histologischen Subtypen wie in der eigenen Untersuchung kamen Cubilla et al. [32], Hakenberg
et al. [65], Guimardes et al. [62] und Protzel et al. [150]. Das Plattenepithelkarzinom kam in 65
% der Félle vor. Der basaloide Subtyp trat in 4-10 %, der kondylomattse Subtyp in 7-10 %, der
verrukose Subtyp in 3-8 %, der papillare Subtyp in 5-15 % und der gemischtzellige Subtyp in 9-
10 % der Falle auf.

In 46 % der Falle, also bei fast der Halfte der in der vorliegenden Studie untersuchten
Peniskarzinome wurde eine Koilozytose diagnostiziert. Zu einem vergleichbar &hnlichen
Ergebnis gelangten Guimardes et al. [64], die in genau 50 % der Félle eine Koilozytose

beobachten konnten.

In einer Untersuchung von 66 Peniskarzinomen trat in 42 % der Falle das superfiziell spreitende,
in 32 % der Falle das vertikale, in 18 % das verrukose und in 8 % der Félle das multizentrische
Wachstumsmuster auf [31]. In der vorliegenden Arbeit konnten fast ahnliche Zahlen
demonstriert werden, wobei das superfiziell spreitende in 39 %, das vertikale in ebenfalls 39 %,

das verrukoése in 17 % und das multizentrische Wachstumsmuster in 5 % der Félle vorkam.

Burgers et al. [18] demonstrierten, dass zu 48 % das Peniskarzinom an der Glans, zu 21 % an
dem Préaputium, zu 14 % an der Glans, dem Praputium und dem Schaft, zu 9 % an der Glans und
dem Prdputium, zu 6 % an dem Sulcus coronarius und zu 2 % am Penisschaft auftrat. Die
vorliegende Untersuchung zeigte ahnliche Ergebnisse, wobei die Einteilung der Lokalisation
leicht variierte. In der vorliegenden Arbeit war das Peniskarzinom in 57 % der Félle an der
Glans, in 22 % der Falle am Préaputium, in 11 % der Félle am Praputium und an der Glans und in

10 % der Falle an der Glans und am Sulcus coronarius lokalisiert.

73 % der Peniskarzinome zeigten in der vorliegenden Untersuchung eine Eindringtiefe von mehr
als 5 mm. In der Studie von Paive et al. kamen mit 67 % ebenfalls deutlich mehr Falle mit einer
Eindringtiefe des Tumors von mehr als 5 mm vor [139]. Ebenso zeigten Guimarées et al. [64],
dass die Mehrheit mit 68 % der untersuchten Peniskarzinome eine Invasionstiefe von mehr als 5

mm aufwiesen.
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In 66 % der 79 untersuchten Peniskarzinome kam es in der vorliegenden Arbeit zu keiner
Invasion der LymphgefaRe und nur 34 % der Karzinome wiesen eine Lymphgefaiinvasion auf.
In nur 5 % der in dieser Studie untersuchten Peniskarzinome kam es zu einer Invasion der
BlutgefaRe und in 95 % blieb diese aus. Eine perineurale Invasion konnte in 19 % der Karzinome
beobachtet werden, wobei 81 % der 79 Peniskarzinome keine aufwiesen. In der Untersuchung
von Paiva et al. [139] gelangte man zu vergleichbaren Ergebnissen, wobei in 16 % der Falle eine
angiolymphatische und in nur 19 % der Falle eine perineurale Invasion beobachtet werden
konnte. Auch Graafland et al. [50], die 342 Peniskarzinome untersuchten, zeigten eine in nur 16
% der Falle vorkommende lymphovaskulére Invasion. Vassallo et al. [190] wiederum zeigten in
ihrer Untersuchung eine in 33 % der Falle vorkommende vaskuléare und eine in 39 % der Félle
vorkommende perineurale Invasion. Somit kamen in der Arbeit von Vassallo et al. [190] deutlich

mehr Falle mit vaskuldrer und perineuraler Invasion vor.

Eine Invasion des Corpus cavernosum konnte in der vorliegenden Arbeit in nur 9 %, eine
Invasion des Corpus spongiosum in 48 % und die Invasion der Urethra in 20 % der
Peniskarzinome beobachtet werden. Mit 77 % war der Anteil der Patienten, die in der
Untersuchung von Paiva et al. [139] eine Invasion des Corpus spongiosum aufwiesen deutlich
hoher als in der vorliegenden Arbeit. 15 % der Patienten zeigten eine Invasion der Urethra und
39 % der Patienten eine Invasion des Corpus cavernosum. Graafland et al. [50] zeigten mit 18 %
eine vergleichbar niedrige Invasionsrate des Corpus cavernosum. Mit 64 % kam die Invasion des
Corpus spongiosum deutlich haufiger vor. Mit 9 % trat die Invasion der Urethra seltener auf als

in der vorliegenden Untersuchung [50].

61 % der in der vorliegenden Arbeit untersuchten 79 Peniskarzinome zeigten ein infiltratives
Invasionsmuster und 39 % ein expansives Invasionsmuster. In der Studie von Aita et al. [5], die
101 Peniskarzinome untersuchten, trat das infiltrative Invasionsmuster in 50,5 % der Félle auf.
Paiva et al. [139] untersuchten 378 Patienten und zeigten &hnliche Resultate, wobei in 54 % der

Félle ein infiltratives und in 46 % der Félle ein expansives Invasionsmuster auftrat.

Im Gegensatz zu der Studie von Paiva et al. [139], die in 63 % der 378 untersuchten
Peniskarzinome die pT2-Kategorie, in 20 % der Falle die pT1-Kategorie und in nur 16 % der

Falle die pT3-Kategorie diagnostizierten, traten in der vorliegenden Arbeit deutlich mehr Falle
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mit der pT1-Kategorie auf. In 52 % der Félle kam die pT1-Kategorie vor, dabei besalen 31 %
der Peniskarzinome die pTla- und 20 % der Karzinome die pT1b-Kategorie. In nur 27 % der
Falle trat das pT2- und bei 21 % der Patienten die pT3- Kategorie auf. Das Patientenkollektiv in
der Untersuchung von Aita et al. [5] wies in 57 % der Félle die pT2-, in 27 % der Falle die pT3-
und in insgesamt 16 % der Karzinome die pT1-Kategorie auf. Diese Ergebnisse verdeutlichen,
dass die Verteilung der pT-Kategorien zwischen den verschiedenen Studien variieren, wobei sich
die Patienten in der Arbeit von Aita et al. [5] und Paiva et al. [139] Uberwiegend in der pT2-

Kategorie befanden.

In der vorliegenden Arbeit ist der hohe Anteil an Patienten, bei denen keine regionéren
Lymphknoten beurteilt werden konnten, mit 72 % auffallig hoch. In 9 % der untersuchten
Peniskarzinome konnten keine Lymphknotenmetastasen detektiert werden. Nur 19 % der
Patientenkohorte wiesen Lymphknotenmetastasen auf. Die Studie von Zini et al. [198], in der
856 Peniskarzinome untersucht wurden, zeigte eine dhnliche Verteilung der pN-Kategorien.

Mit 84 % konnten ebenfalls bei dem groten Anteil der Patienten keine Lymphknoten
diagnostiziert werden. In nur 9 % der Falle konnten Lymphknotenmetastasen entdeckt werden
und 7 % der untersuchten Karzinome besal3en keine Metastasen in den Lymphknoten [198].

Die Literaturangaben zeigten, dass das Vorkommen der verschiedenen histologischen Grading-
Stadien zwischen den unterschiedlichen Studien variierte. So konnten Li et al. in ihrer
Untersuchung demonstrieren, dass die Mehrheit der Peniskarzinome mit 55 % das G1-Stadium
aufwiesen. Nur 14 % der Falle besaBen das G3-Stadium und 31 % der Karzinome das G2-
Stadium [107]. Die Mehrheit der von Paiva et al. [139] untersuchten Peniskarzinome wiesen
jedoch mit 58 % das G2-Stadium auf. 33 % der Falle wiesen ein G1-Stadium und 9 % der
Patienten ein G3-Stadium auf. In der vorliegenden Studie gehorten wiederum 29 % der
Karzinome dem G3-Stadium und 20 % der Falle dem G1-Stadium an, wobei die G2-Tumoren

mit 51 % den groften Anteil darstellten.

In 27 % der Félle wurde bei den Patienten der vorliegenden Untersuchung eine totale
Penektomie durchgefthrt. In 72 % der Falle kam es zu einer partiellen Penektomie. Zini et al.
[198], die 856 Patienten untersuchten demonstrierten in Bezug auf die partielle Penektomie mit
76 % ein Ubereinstimmenden Wert, wéhrend die radikale Penektomie bei nur 4 % der Patienten
zur Anwendung kam. Die Untersuchung von Vassallo et al. [190] kam ebenfalls zu sehr

ahnlichen Ergebnisswerten, wobei in 28 % der Falle eine komplette Amputation und bei 66 %
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der Patienten eine partielle Penektomie durchgefuhrt wurde. In der Studie von Guimardes et al.
[64] kam wiederum mit 60 % die totale Penektomie h&ufiger zur Anwendung. Bei 40 % der
Patienten wurde eine partielle Penektomie angewandt.

Neben der Tatsache, dass es sich bei der vorliegenden Arbeit um eine retrospektive Studie
handelt, gibt es weiter zu erwahnende Einschrankungen. Der Anteil der Patienten, die keine
Lymphknotenmetastasen aufwiesen und bei denen keine Lymphknotenmetastasen beurteilt
werden konnten ist mit 81 % auffallig hoch. In nur 19 % der Félle traten
Lymphknotenmetastasen auf. Des Weiteren ist nicht auszuschlieBen, dass in der vorliegenden
Arbeit, bei der Auswertung der Patientendaten aus den Erkrankungsjahren 1994-2010, die aus
sechs verschiedenen Instituten stammten, StOrfaktoren bestanden [119]. Darunter ist unter
anderem zu verstehen, dass es bei der Herstellung der histologischen Praparate in den jeweiligen
Instituten zur unterschiedlichen Dauer der Fixierung, zur unterschiedlichen Konzentration und zu
einem unterschiedlichen pH-Wert des Fixans gekommen sein kdnnte. Ein weiterer moglicher
Storfaktor ist die subjektive Begutachtung der histologischen Préparate in den jeweiligen
Instituten, aus denen die Prdparate stammen. Eine weitere Limitierung der vorliegenden Studie
liegt darin, dass die Komorbiditatsfaktoren, die Einfluss auf die Patientenprognose hétten
nehmen konnen, in der statistischen Analyse keine Berticksichtigung fanden, da diesbezuglich
Daten nicht verfligbar waren. [119].

5.3 Diskussion der zusammenhangenden Parameter

Das Cyclin-D1-Protein gehort zu den Zellzyklusregulatoren. Das Cyclin-D1-Protein ist ebenfalls
bekannt als ein Onkogen, welches fiir die Zellzyklusprogression und der daraus resultierenden
Proliferation von Zellen verantwortlich ist [9, 106]. Es fiihrt demnach bei Uberexpression zu
selektiven Wachstumsvorteilen von veranderten Zellen [129].

In der vorliegenden Untersuchung der 79 Peniskarzinome konnte mit einer Signifikanz von p =
0,013 gezeigt werden, dass in den Fallen, in denen es zu einer starken Cyclin-D1-Expression
kam, eine héhere Anzahl von Tumorbuds auftrat. Dieser Parameter korrelierte jedoch weder mit
dem Allgemeiniberleben, noch mit dem karzinombezogenen Uberleben der Patienten. Zu einem
gleichen Ergebnis gelangten Gunia et al. [61], die anhand der Tissue-Microarray-Technik das
Tumorgewebe von 110 Peniskarzinomen untersuchten und die keine Korrelation zwischen der
Cyclin-D1-Expression und dem Uberleben der Patienten feststellen konnten. Die im Rahmen der

vorliegenden Arbeit analysierten Peniskarzinomfélle sind in der grofReren Stichprobe von Gunia
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et al. [61] enthalten. Die Untersuchung von Gunia et al. [61] wurde an Tissue-Micro-Arrays
durchgefuhrt. Der dabei beurteilbare Ausschnitt aus einem Tumorgewebe ist relativ klein im
Vergleich zu den Proben der vorliegenden Arbeit. Papadopoulos et al. [141], die das
Tumorgewebe von 21 Peniskarzinomen untersuchten, konnten eine Korrelation zwischen der
Cyclin-D1-Expression und der negativen Uberlebensrate zeigen. Lin et al. [109] demonstrierten
in ihrer Studie, dass eine Cyclin-D1-Uberexpression in 60 oropharyngealen
Plattenepithelkarzinomen mit einer schlechten Uberlebensprognose korrelierte. Eine Erkldrung
flr diese unterschiedlichen Ergebnisse kann darin liegen, dass in der vorliegenden Arbeit die
Cyclin-D1-Expression der Tumorbuds untersucht wurde, wahrend Papadopoulos et al. [141] und
Lin et al. [109] die Cyclin-D1-Expression im Zentrum des Tumors beobachtet haben. Ein
weiterer Grund flr die unterschiedlichen Ergebnisse kann die geringe Patientenzahl der zuletzt
genannten zwei Studien sein.

Eine gegensétzliche Erklarung, die den Tumorbuds eine hypo-proliferative Aktivitat zuschreibt,
trotz der vorhandenen Cyclin D1-Expression, die eigentlich fiir eine Proliferationsaktivitat steht,
liefert die epithelial-mesenchymale Transition. Um den Zellzyklus zu arretieren, wird im nicht
pathologischen Zustand Cyclin D1 direkt durch p16, welches sich im Zellkern befindet, inhibiert.
Befindet sich pl16 jedoch im Zytoplasma, so bindet es CDK4, welches fir die Cyclin D1-
Aktivierung erforderlich ist. In der Abwesenheit von CDK4 bildet Cyclin D1mit CDK2 einen
inaktiven Komplex, so dass es weiterhin zu einer Expression von Cyclin D1 kommt, das Cyclin-

D1-Protein jedoch in einer inaktiven, also in einer nicht-proliferativen Form vorliegt [178].

In der vorliegenden Arbeit zeigte das p16-Protein, das an der Regulation des Zellzyklus beteiligt
ist, in den Tumorbuds eine zytoplasmatische Expression. Dabei korrelierte die p16-Expression in
den Buds und im Zentrum des Tumors univariat signifikant mit dem Auftreten einer
Koilozytose. Diese Feststellung wurde bereits durch Gunia et al. [60] gemacht, wobei auch hier,
die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Peniskarzinomfalle in der gréReren Stichprobe von
Gunia et al. [60], die die Untersuchungen jedoch an Tissue-Micro-Arrays durchfuhrten, enthalten
waren. Hinzu kommt, dass die zuletzt genannte Studie zeigte, dass Peniskarzinome mit einer
p16-Expression im Zentrum des Tumors ein besseres krebsspezifisches Uberleben aufzeigten
[60]. Poetsch et al. [145] machten dhnliche Beobachtungen bei der Untersuchung von 52
Peniskarzinomen, in der sie demonstrierten, dass eine negative p16-Expression der Tumormasse
signifikant mit dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen korrelierte. Einen mdoglichen
Erklarungsansatz fir die zwei zuletzt genannten Ergebnisse liefert die Studie von Zhang et al.

[196], in der gezeigt wurde, dass das nukledr lokalisierte p16-Protein, durch Inhibition der
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cyclin-abhangigen Kinase 4 und 6 den Zellzyklus in der G-1-Phase stoppt und somit als

Tumorsuppressor fungiert.

Unter normalen Bedingungen befindet sich, wie oben bereits erwéhnt wurde, das p16-Protein im
Zellkern und inhibiert das Cyclin-D1-Protein, so dass es zur Arretierung des Zellzyklus kommt.
In einer Untersuchung von 57 kolorektalen Karzinomen, in der man die nukledre p16-Expression
in den Tumorbuds analysierte, fand man keine Korrelation zwischen der p16-Expression im
Zellkern der Tumorbuds und dem Auftreten des Tumor-Buddings [148]. Befindet sich das p16-
Protein jedoch im Zytoplasma wird dieser Inhibitionsvorgang unterbrochen [178]. In der
vorliegenden Arbeit und in der Studie von Jass et al. [78] konnte diese zytoplasmatische
Lokalisation des pl6-Proteins in den Tumorbuds bestatigt werden. Die Beobachtung der
zytoplasmatischen pl16-Expression in den Tumorbuds machten Jass et al. [78] bei der
Untersuchung von 59 kolorektalen Karzinomen. Jass et al. [78] konnten jedoch, entgegen der
vorliegenden Untersuchung, eine Korrelation zwischen der pl6-Expression und dem
Vorhandensein von Metastasen, einer schlechten Prognose fur die Patienten und der Invasion der
Karzinome aufzeigen. Die vorliegende Untersuchung zeigte, dass die pl6-Expression in den
Tumorbuds mit dem vertikalen Wachstumsmuster und dem infiltrativen Invasionsmuster nur in
der univariaten Analyse in signifikanter Korrelation stand. Die Korrelation zwischen dem
Tumor-Budding und der Invasion fand durch die Studie von Jass et al. [78] Bestatigung. Die
pl6-Expression in den Buds und in der Tumormasse korrelierte in der vorliegenden Arbeit
jedoch mit keinem klinisch-pathologischen Parameter und besitzt deshalb keinen préadiktiven und

prognostischen Wert beim Peniskarzinom.

Das interzellulare Zelladhdsionsmolekil E-Cadherin ist fir den Zellkontakt benachbarter
Epithelzellen verantwortlich und wurde bereits in mehreren Studien in Bezug auf das Tumor-
Budding untersucht. Durch den Verlust des E-Cadherin-Molekils koénnen sich einzelne
Tumorzellen vom Tumor I6sen und als Tumorbuds ins Gewebe eindringen. Dieser VVorgang wird
der epithelial-mesenchymalen Transition zugeschrieben [146]. Wang et al. [192] zeigten in der
Untersuchung von 230 Plattenepithelkarzinomen der Zunge, dass das Zell-Adhdsionsmolekil E-
Cadherin in den Tumorzellen der Invasionsfront um 64 % und in den Tumorbuds um 90 %
gegenuber der Haupttumormasse reduziert war. Zusatzlich stieg die Expression von Vimentin in
den Tumorbuds an. Das Vorhandensein von Tumorbuds Korrelierte mit einem schlechten
Allgemeinlberleben des Patienten [192]. Bei der Untersuchung von 83 oralen
Plattenepithelkarzinomen korrelierte eine reduzierte E-Cadherin-Expression und eine gesteigerte

Vimentin-Expression signifikant mit einer erhohten Rezidivrate sowie mit einem kurzen
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krankheitsfreien Uberleben [110]. Campos et al. [20] untersuchten 125 Peniskarzinome und
zeigten, dass eine geringe E-Cadherin-Expression im Zentrum des Tumors in Beziehung zu
einem erhohten Risiko steht, Lymphknotenmetastasen zu entwickeln. In der vorliegenden Arbeit
konnte gezeigt werden, dass die E-Cadherin-Expression in den Buds in signifikanter Korrelation
zu der Anzahl der Tumorbuds steht. Mit steigender E-Cadherin-Expression nahm die detektierte
Anzahl der Buds zu. Bei geringer E-Cadherin-Expression in den Buds traten weniger Tumorbuds
auf (p < 0,001). Des Weiteren konnte keine Beziehung zwischen der E-Cadherin-Expression im
Tumor und der Invasionsfront und der Anzahl der Buds festgestellt werden. Stieg jedoch die E-
Cadherin-Expression im Tumorgewebe, so konnte ein gleichzeitiger Anstieg der E-Cadherin-
Expression in den Tumorbuds beobachtet werden (p = 0,001). Ahnlich verhielt sich die
Beziehung zwischen der E-Cadherin-Expression in der Invasionsfront und der E-Cadherin-
Expression im Zentrum des Tumors. Mit ansteigender E-Cadherin-Expression im Zentrum des
Tumors trat eine zunehmende E-Cadherin-Expression in der Invasionsfront auf (p < 0,001).
Ferner wurde festgestellt, dass sich die E-Cadherin-Expression in der Invasionsfront und in den
Tumorbuds ebenfalls in einem direkten proportionalen Verhéltnis befand. Je starker die E-
Cadherin-Expression in der Invasionsfront ausfiel, desto hther war sie in den Tumorbuds (p <
0,001). Entgegen der Studien von Wang et al. [192] und Liu et al. [110] konnte in der
vorliegenden Studie kein signifikanter Zusammenhang zwischen der reduzierten E-Cadherin-
Expression in den Tumorbuds und einer erhdhten Vimentin-Expression in den Tumorbuds
demonstriert werden. Es trat ausschlieflich eine signifikante Beziehung zwischen der Vimentin-
Expression in der Invasionsfront und der Vimentin-Expression in den Buds auf. In den Féllen, in
denen eine negative Vimentin-Expression in der Invasionsfront auftrat, zeigte sich signifikant
haufiger eine negative Vimentin-Expression in den Buds (p = 0,002). Ferner fiel in 54 von 79
untersuchten Peniskarzinomen die Vimentin-Expression in den Tumorbuds negativ aus. Diese
Beobachtungen stehen im Widerspruch zu den Ergebnissen der zuvor erwahnten Studien, die
sich auf das Modell der epithelial-mesenchymalen Transition stutzen [110, 146, 192]. Dem
Modell der EMT folgend, hétten in der vorliegenden Arbeit bei geringer E-Cadherin-Expression
in den Tumorbuds, in der Invasionsfront und im Zentrum des Tumors deutlich mehr und bei
starkerer E-Cadherin-Expression in den Buds, in der Invasionsfront und im Zentrum des Tumors
deutlich weniger Tumorbuds beobachtet werden miissen. Die E-Cadherin-Expression im Tumor
und in den Tumorbuds mdissten in umgekehrter Proportionalitdt zueinander stehen mit
gleichzeitig reziprok auftretender Proportionalitat in Bezug auf die Vimentin-Expression in den
Tumorbuds. Dies hétte zu der Erklarung fuhren kdnnen, dass es mit abnehmender E-Cadherin-

Expression, also mit abnehmender Adhésion der Zell-Zell-Kontakte, zum Abldsen der
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Tumorbuds vom Tumormassiv kommen kann, so dass ein invasives Einwandern der Tumorbuds
ins Gewebe die Folge ware. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass die Karzinogenese beim
Peniskarzinom anderen GesetzmaRigkeiten folgen muss, und dass das Modell des Tumor-
Buddings und der EMT auf das Peniskarzinom in Bezug auf die E-Cadherin-Expression nicht
anzuwenden ist. Jensen et al. [79] konnten in 24 untersuchten oralen Plattenepithelkarzinomen
keinen Zusammenhang zwischen dem Verlust der E-Cadherin-Expression und dem Anstieg der
Vimentin-Expression feststellen. An der Invasionsfront konnte jedoch eine reduzierte E-
Cadherin-Expression der Tumorbuds beobachtet werden. In den Tumorbuds konnte jedoch, nach
Anféarbung mit dem EMT-Regulator Twist, kein Hinweis gefunden werden, der auf einen Ablauf
der EMT in den Buds hindeuten wirde [79]. Dies soll unter anderem demonstrieren, dass allein
der Verlust der E-Cadherin-Expression fir das Ausldsen der EMT nicht ausreichend sein kann
[79, 24, 134].

Dawson et al. [36] untersuchten Tumorbuds in Kolorektalkarzinomen und zeigten, dass die
uberwiegende Mehrzahl von Tumorbuds keine Ki-67-Expression aufwiesen und demnach nicht
proliferationsaktiv waren. Jedoch wurden auch Tumorbuds mit Ki-67-Expression detektiert, die
in Beziehung zu einer schlechten Uberlebensrate der Patienten standen [36]. In der vorliegenden
Untersuchung zeigte die Mehrzahl der Félle eine Ki-67-Expression der Tumorbuds. Daruber
hinaus konnte demonstriert werden, dass die Anzahl der durch Ki-67 markierten Buds mit der
Anzahl der Tumorbuds anstieg. Eine mogliche Erklarung ist, dass nicht alle Tumorbuds, die
nicht durch Ki-67 markiert wurden, aufgrund der schwierigen Unterscheidung am
immunhistologischen Praparat, detektiert werden konnten. Die Ki-67-Expression der Tumorbuds
stand jedoch nicht in Korrelation mit den klinisch-pathologischen Parametern. Der Ki-67-Marker
besitzt somit beim Peniskarzinom keinen préadiktiven und prognostischen Wert in Bezug auf den
Krankheitsverlauf des Patienten. Die vorliegenden Ergebnisse unterscheiden sich von denen, die
Dawson et al. [36] beim kolorektalen Karzinom publizierten. Dawson et al. [36] zeigten namlich,
dass die Mehrzahl der Tumorbuds beim kolorektalen Karzinom keine Ki-67-Expression
aufwiesen. Zu dem gleichen Ergebnis gelangten Jung et al. [80], die 56 kolorektale Karzinome
untersuchten und das Ergebnis bestatigten, dass sich Tumorbuds in der GO-Phase des Zellzyklus
befinden missen, und somit nicht proliferationsaktiv sind, da dies die einzige Zellzyklusphase
ist, in der es zu keiner Ki-67-Expression kommt [80]. In Studien des Peniskarzinoms, die eine
Beziehung zwischen den Tumorzellen der Tumormasse und der Ki-67-Expression untersuchten,

konnte gezeigt werden, dass die Ki-67-Expression in Bezug auf das Peniskarzinom uber keinen
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prognostischen Wert fur die Patienten verfugt. [119, 174]. Auch hier war das in der vorliegenden

Arbeit ausgewertete Probenmaterial in der Studie von May et al. [119] enthalten.

Das Proteoglykan Syndecan-1 (CD138) ist mitverantwortlich flr die Zell-Zell-Adhé&sion und fur
die Bindung der Zell-Matrixkomponenten [90, 152, 153, 154, 160, 161, 177]. Kurkowa et al.
[96] zeigten in der Untersuchung von oralen Plattenepithelkarzinomen, dass eine reduzierte
Syndecan-1-Expression an der Invasionsfront des Tumors mit einer schlechten Prognose und
eine starke sowie mittlere Syndecan-1-Expression des Patienten mit einer besseren Prognose
korrelierte. Anttonen et al. [8] demonstrierten in der Untersuchung von Kopf-Hals-Karzinomen,
dass eine starke Syndecan-1-Expression mit dem Nichtauftreten von Lymphknotenmetastasen
und einem besseren Allgemeintberleben korrelierte. Eine reduzierte Syndecan-1-Expression
korrelierte jedoch nicht mit dem Vorhandensein von Lymphknotenmetstasen, aber in univariater
Analyse mit einem schlechten Allgemeiniberleben der Patienten. In 105 untersuchten
kolorektalen Karzinomen wurde ebenfalls die Beobachtung gemacht, dass ein Verlust der
Syndecan-1-Expression mit einer schlechten Patientenprognose einhergeht. Des Weiteren wurde
demonstriert, dass Syndecan-1-negative Tumoren ein invasives Tumorverhalten aufwiesen, so
dass die Annahme formuliert wurde, dass Syndecan-1 eine suppressive Aufgabe im Invasions-
und Metastasierungsverhalten bei kolorektalen Karzinomen tbernimmt. Die Tumoren, die keine
Syndecan-1-Expression aufwiesen, zeigten signifikant haufiger Lymphknotenmetastasen, als die
Tumoren mit Syndecan-1-Expression. Daritiber hinaus trat das Tumor-Budding haufiger in den
Tumoren auf, die eine Syndecan-1-negative Expression besalen [48]. Entgegen der zuvor
genannten Studien, zeigten Untersuchungen an Mammakarzinomen, dass eine positive
Syndecan-1-Expression des Tumorgewebes mit einem aggressiven Tumorverhalten, einer
schlechten Prognose und einem negativen Allgemeiniberleben der Patienten korrelierte [10, 104,
108]. Lee et al. [99] zeigten in der Untersuchung von Plattenepithelkarzinomen der Tonsille, dass
eine Korrelation zwischen der positiven Syndecan-1-Expression und dem Auftreten von
Lymphknotenmetastasen besteht. Ferner konnte beobachtet werden, dass die normalerweise
membrandse Lokalisation des Syndecan-1 reduziert war und es in den Tumorzellen zu einer
verstarkten zytoplasmatischen Syndecan-1-Markierung kam. Durch diese funktionale Stérung
des Proteoglykans kann es, laut der Autoren, aufgrund des verlorengegangenen
Adhésionsmechanismus, zur Migration der Tumorzellen kommen. Diese Erklarung soll
begriinden, dass es trotz positiver Syndecan-1-Expression zu positiven Resektionsrdndern beim
infiltrativen Invasionsmuster und zu Lymphknotenmetastasen gekommen ist [99]. In der

vorliegenden Studie konnte eine zytoplasmatische Syndecan-1-Expression der Tumorbuds
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demonstriert werden. Die Markierung der Haupttumormasse wurde jedoch nicht untersucht. Wie
in der zuvor erwédhnten Untersuchung konnte in der vorliegenden Arbeit eine signifikante
Korrelation zwischen der Syndecan-1-Expression und dem infiltrativen Invasionsmuster
festgestellt werden. Je stérker die Syndecan-1-Expression in den Tumorbuds ausfiel, desto mehr
Peniskarzinome wiesen das infiltrative Invasionsmuster auf (p = 0,001). Dieses Ergebnis steht im
Gegensatz zu der Studie von Fujiya et al. [48], die zeigten, dass Syndecan-1-negative Tumoren
haufiger Tumorbuds zeigten und ein invasiveres Wachstumsmuster aufwiesen. Ferner konnte in
der vorliegenden Untersuchung gezeigt werden, dass die Anzahl der Tumorbuds mit
zunehmender Syndecan-1-Expression anstieg (p < 0,001). Eine weitere Beobachtung war, dass
bei steigender Syndecan-1-Expression die Anzahl der Félle mit verrukdsem Wachstumsmuster
abnahmen, so dass bei starker Syndecan-1-Markierung der Buds kein Fall mit verrukdsem
Wachstumsmuster mehr auftrat. In der multivariaten Analyse konnte jedoch kein signifikanter
Zusammenhang zwischen der Anzahl der Tumorbuds und der Syndecan-1-Expression
festgestellt werden.

Ferner wurde in der vorliegenden Arbeit beobachtet, dass in der univariaten Analyse eine
signifikante Korrelation (p < 0,001) zwischen der Anzahl der Tumorbuds und dem infiltrativen
Invasionsmuster bestand. Tumor-Budding trat in den Fallen signifikant haufiger auf, in denen ein
infiltratives Invasionsmuster vorhanden war. Die Falle, die ein endophytisches, d.h. ein
invertierendes, kompakt zapfenformiges Tumorwachstum aufwiesen, zeigten ein deutlich
geringeres Auftreten von Tumorbuds. Wang et al. [193] gelangten bei der Untersuchung von 128
kolorektalen pT3-Karzinomen zu einem ahnlichen Ergebnis und konnten einen Zusammenhang
zwischen dem infiltrativen Invasionsmuster und dem Auftreten von Tumor-Budding aufzeigen.
Dartiber hinaus demonstrierten sie eine Korrelation zwischen dem Vorhandensein eines starken
Tumor-Buddings und einem schlechten 5-jahrigen-krebsspezifischen Uberleben [193]. Ferner
wurde die Hypothese formuliert, dass das Tumor-Budding als ein unabhéngiges Phanomen in der
Karzinogenese von Tumoren betrachtet werden muss. Das Vorkommen von Tumorbuds darf
also nicht nur im Zusammenhang mit dem Auftreten des infiltrativen Invasionsmusters gesehen
werden, da es in der Untersuchung von Wang et al. [193] in 24 % der Tumoren, die ein
expansives/endophytisches Invasionsmuster besaRen, ebenfalls zur Ausbildung von Tumorbuds
an der Invasionsfront kam. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass in 72 % der
Falle, in denen das endophytische Invasionsmuster auftrat, weniger als 10 Buds detektiert
wurden. In den Féllen, in denen mehr als 20 Buds vorhanden waren, trat das endophytische

Invasionsmuster in 21 % der Falle auf. Dies konnte beweisen, dass das Tumor-Budding ein
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unabhéngiges Phanomen ist, welches nicht ausschlieBlich und nur zwangslaufig im
Zusammenhang mit dem infiltrativen Invasionsmuster auftreten muss. In der multivariaten
Analyse konnte bestétigt werden, dass das Invasionsmuster einen unabhangigen Einfluss auf die
Anzahl der Tumorbuds besitzt. So konnte gezeigt werden, dass das vermehrte Auftreten von
Tumorbuds in einer signifikanten Beziehung mit dem Vorkommen eines infiltrativen

Invasionsmusters steht.

In der Studie von Roh et al. [156], die 56 Gsophageale Plattenepithelkarzinome untersuchten,
konnte eine signifikante Korrelation zwischen dem Tumor-Budding und der pT-Kategorie erfasst
werden. Eine Limitierung der Studie liegt zum einen an der geringen Patientenzahl von 56 und
zum anderen an der ausgewéhlten Tumor-Budding-Scoring-Methode. Die Tumorbuds wurden
unter der Ha&matoxylin-Eosin-Farbung ausgezahlt und in nur einem Feld mit 20-facher
VergréRerung ermittelt. Trotz der enormen Auswertungsunterschiede in Bezug auf das Tumor-
Budding erzielte die vorliegende Arbeit in der univariaten Analyse &hnliche Ergebnisse und
demonstrierte eine signifikante Beziehung (p = 0,006) zwischen der Anzahl der Tumorbuds und
der pT-Kategorie. Wéhrend in der pTla-Kategorie nur 12 % der Falle mehr als 20 Buds
aufwiesen, besaRen in der pT2-Kategorie 62 % der Félle mehr als 20 Buds und in der pT3-
Kategorie nur 12 % der Falle weniger als 10 Buds (Abb. 71). In der multivariaten Analyse
konnte jedoch nicht bestatigt werden, dass die pT-Kategorie einen unabhangigen Einfluss auf die
Anzahl der Tumorbuds ausiibt. In der Kaplan-Meier-Uberlebenskurve konnte lediglich
veranschaulicht werden, dass die Patienten, die sich in einer fortgeschrittenen pT-Kategorie
befanden, eine schlechte Uberlebensprognose hatten (Abb.74). In der multivariaten Analyse
wurde bestatigt, dass die pT-Kategorie beim Peniskarzinom einen unabhangigen Einfluss auf die
Patientenprognose besitzt. Wang et al. [192] untersuchten 230 Plattenepithelkarzinome der
Zunge und konnten eine Korrelation zwischen der Intensitdt des Tumor-Buddings und der pT-
Kategorie feststellen. Wang et al. [193] stellten fest, dass das Auftreten von Tumorbuds bei
kolorektalen pT3-Karzinomen ein nachteilliger Prognosefaktor war. In einer weiteren Studie
konnte gezeigt werden, dass pT4-Adenokarzinome des Kolons eine schlechtere Prognose als
pT3-Karzinome besalRen. Das Vorhandensein von Tumor-Budding stand nicht in préadiktiver
Beziehung zum Uberleben des Patienten, erleichterte jedoch die peritoneale Invasion [21]. Der
Unterschied der beiden zuletzt genannten Studien im Vergleich zur vorliegenden Arbeit liegt
ebenfalls in der unterschiedlichen Verwendung der Auswertungsmethode des Tumor-Buddings.
Diese verwendeten die ,,schnelle-Tumorbud-Zahl-Methode* (rapid-bud-count-method) [193].

Karamitopoulou et al. [83], die ebenfalls die 10-HPF-Methode anwandten, konnten eine
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signifikante Korrelation zwischen dem hochgradigen Tumor-Budding (gleich und mehr als 10
Tumorbuds) und der fortgeschrittenen pT-Kategorie aufweisen.

In der Untersuchung von 210 dsophagealen Adenokarzinomen, die sich in der pT1-Kategorie
befanden, konnte gezeigt werden, dass das Tumor-Budding in einem signifikanten
Zusammenhang mit Lymphknotenmetastasen stand. Ferner konnte ermittelt werden, dass ein
starkes Tumor-Budding mit einer schlechten Patientenprognose und einer negativen
Uberlebensrate signifikant korrelierte [98a]. Der Unterschied zur vorliegenden Untersuchung
liegt im angewandten Scoring-System fiir das Tumor-Budding. Landau et al. [98a] zahlten die
Tumor-Budding-Felder bei 20-facher VergroRerung, wobei in einem Tumor-Budding-Feld mehr
als 5 Tumorbuds vorhanden sein mussten. Eingeteilt wurden die Tumor-Budding-Gruppen in:
kein Tumor-Budding (kein Feld mit mehr als 5 Tumorbuds), zentral auftretendes Tumor-
Budding (1-2 Tumorbudding-Felder) und groRflachig auftretendes Tumor-Budding (mehr als 3
Tumor-Budding-Felder) [98a]. In der vorliegenden Studie konnte in der univariaten Analyse
festgestellt werden, dass diejenigen Karzinome, bei denen Lymphknotenmetastasen detektiert
wurden, in keinem Fall weniger als 10 Buds und in 67 % der Félle mehr als 20 Buds aufwiesen
(p = 0,006) (Abb. 72). Es muss jedoch Erwéhnung finden, dass bei 57 von 79 untersuchten
Peniskarzinomen keine Lymphknotendissektion durchgefiihrt wurde, so dass keine verlassliche
Aussage in Bezug auf die signifikante Korrelation zwischen dem Tumor-Budding beim
Peniskarzinom und dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen getroffen werden kann. In der
Kaplan-Meier-Analyse konnte gezeigt werden, dass die Patienten, die Lymphknotenmetastasen
hatten, eine schlechtere Prognose in Bezug auf das Gesamtiberleben zeigten, als die Patienten,
die keine Lymphknotenmetastasen aufwiesen bzw. bei denen keine Lymphknotenmetastasen
ermittelt werden konnten (Abb. 75). Im multivariaten Modell zeigte sich jedoch, dass die pN-
Kategorie und die Anzahl der Buds keinen unabhéngigen Prognosefaktor beim Peniskarzinom in
Bezug auf das Gesamtiuberleben darstellten. Es stellte sich hingegen eine multivariate
Signifikanz heraus, die beobachten lieB, dass die Anzahl der Tumorbuds einen unabhéngigen
Einfluss auf die pN-Kategorie ausiubte. So kann zusammenfassend die Aussage getroffen
werden, dass das vermehrte Auftreten von Tumorbuds beim Peniskarzinom das Risiko
signifikant erhoht Lymphknotenmetastasen zu bilden. Diese Aussage ist in threm pradiktiven
Wert jedoch dadurch zu reduzieren, dass in der vorliegenden Studie nur 19 % der Patienten
Lymphknotenmetastasen aufwiesen und bei 81 % der Patienten die Lymphknoten nicht beurteilt

werden konnten bzw. keine Lymphknotenmetastasen detektiert wurden. Ferner ist zu erwahnen,
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dass fur die multivariate Analyse, die pNO- und die pNX-Kategorie zu einer Gruppe

zusammengefugt werden musste, um die statistische Berechnung zu ermdglichen.

In verschiedenen Untersuchungen von kolorektalen Karzinomen konnte ein Zusammenhang
zwischen dem Tumor-Budding und der Tumorprogression ermittelt werden [98, 136, 200].
Almangush et al. [6] sprechen in einem Review von einer starken Assoziation zwischen dem
Tumor-Budding und der Tumorprogression bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-
Bereiches. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass im univariaten Modell eine
signifikante Beziehung (p = 0,001) zwischen der Tumorprogression und dem Tumor-Budding
beim Peniskarzinom bestand. Bei den Peniskarzinomen, die keine Tumorprogression aufwiesen,
konnten in 46 % der Falle weniger als 10 Buds detektiert werden. Bei den Peniskarzinomen, die
eine Tumorprogression zeigten, hatten 48 % der Karzinome mehr als 20 Buds (Abb. 73). Diese
signifikante Korrelation zwischen der Anzahl der Tumorbuds und der Tumorprogression kénnte
einen pradiktiven Wert in der Diagnostik der Peniskarzinome darstellen. In der multivariaten
Analyse konnte jedoch diese signifikante Beziehung zwischen der Anzahl der Tumorbuds und
der Tumorprogression nicht bestatigt werden. Die Kaplan-Meier-Analyse demonstrierte eine
signifikante Beziehung zwischen der Tumorprogression und dem Allgemeiniberleben und dem
karzinombezogenen Lebensstatus der Patienten, dabei wiesen diejenigen Patienten, die eine
Tumorprogression zeigten, eine ungunstigere Prognose auf, als die Patienten ohne
Tumorprogression (Abb. 76 und Abb. 81). Im multivariaten Analysemodell konnte eine
signifikante Beziehung zwischen dem Allgemeinlberleben und der Tumorprogression bestatigt

werden.

Die Anzahl der Buds stand in der Kaplan-Meier-Analyse in keinem signifikanten
Zusammenhang mit dem Gesamtlberleben der Patienten (Abb. 77 und Abb. 78). Wiederum
konnte univariat ein signifikanter Zusammenhang in der Kaplan-Meier-Analyse zwischen der
Anzahl der Buds und dem karzinombezogenen Lebensstatus aufgedeckt werden (Abb. 79). Die
Anzahl der Tumorbuds stand im multivariaten Modell jedoch weder im signifikanten
Zusammenhang mit dem Allgemeinuberleben noch mit dem karzinombezogenen Lebensstatus.
Ob die im multivariaten Modell festgestellten Zusammenhdange zwischen der pN-Kategorie und
dem Invasionsmuster in Bezug auf das vermehrte Auftreten von Tumorbuds eine Klinische

Relevanz besitzen, bedarf weiterer Untersuchungen.

Des Weiteren konnte in der vorliegenden Untersuchung deutlich gezeigt werden, dass sich die

Tumorzellen der Tumorbuds beim Peniskarzinom in Bezug auf die immunhistochemischen
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Marker anders als z.B. bei den kolorektalen Karzinomen verhielten. Aus diesem Grund kommt
die Frage auf, ob es sich bei den Tumorzellen an der Invasionsfront der Peniskarzinome um
isolierte Tumorbuds handelt, oder ob diese Tumorzellen Auslaufer des Haupttumors sind und aus
schnitttechnischen Griinden als abgetrennte Tumorzellen missinterpretiert wurden. Jensen et al.
[79], die eine 3D-Konfokalmikroskopie an 30 pum dicken Préparaten von oralen
Plattenepithelkarzinomen durchfiihrten, zeigten, dass die Mehrzahl der Tumorbuds keine
isolierten Zellen darstellten, sondern fingerformige Abspreizungen des Haupttumorgewebes
waren [79]. Bronsert et al. [17] demonstrierten in einer Studie, in der 15 Adenokarzinome
verschiedener Entitdten (3 duktale Adenokarzinome des Pankreas, 3 kolorektale
Adenokarzinome, 3 Metastasen der Leber eines kolorektalen Adenokarzinoms, 3
Adenokarzinome der Lunge und 3 invasive duktale Adenokarzinome der Brust) untersucht
wurden, dass die Mehrheit der Tumorbuds, aufgrund einer nur zweidimensionalen Untersuchung
der histologischen Schnitte, falschlicherweise als isolierte Tumorzellen, also als Tumorbuds
missinterpretiert wurden. Sie kamen zu dem Ergebnis, dass nur 9-22 % der Tumorbuds isolierte,
vom Haupttumor getrennte Tumorzellen waren und der Rest der Tumorbuds mit dem
Haupttumorgewebe in Verbindung stand. Ob jedoch diese geringe Anzahl an Tumorbuds einen
prognostischen Wert hat, bedarf nach Auffassung dieser Autoren weiterer Untersuchungen.
Ferner zeigten Bronsert et al. [17], dass die Mehrheit der im zweidimensionalen Verfahren als
Buds missinterpretierten invasiv migrierenden Einzelzellen im dreidimensionalen Modell einer

Gruppe, bestehend aus mehreren Zellen, angehdrten.

Die Studie von Jensen et al. [79] und Bronsert et al. [17] wirft die Frage auf, ob es sich bei den in
der vorliegenden Arbeit untersuchten Peniskarzinomen um Tumor-Budding handelte, oder ob die
detektierten Tumorbuds Artefakte darstellten, die durch die Auswertung der zweidimensionalen
histologischen Schnitte verursacht worden sind. Das es sich bei den hier beobachteten
Tumorzellen vor der Invasionsfront nicht um Tumorbuds handelte, sondern um mit dem
Haupttumor in Verbindung stehenden Tumorzellen, kdnnte dadurch bestatigt werden, dass die
tiberwiegende Mehrzahl der ,,Tumorbuds“ und die kompakte Tumormasse im Hintergrund der
,,Buds“ kein veréndertes Farbeverhalten in Bezug auf die angewandten immunhistochemischen
Marker zeigten. So wurde in der vorliegenden Arbeit demonstriert, dass die Expression der
immunhistochemischen Marker in den Tumorbuds stets in einem proportionalen Verhaltnis zu
der Expression im Haupttumorgewebe stand. Diese Beobachtungen kénnten die Vermutung
stiitzen, dass es sich bei den in der vorliegenden Arbeit beobachteten ,,Tumorbuds“ um

abgeschnittene Tumorzellen bzw. quergeschnittene Tumorauslaufer horizontalgeschichteter,
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fingerformiger mit dem Haupttumor in Verbindung stehender Tumorknospen handelte. In
Serienschnitten und dreidimensionalen Untersuchungsmethoden koénnte geklart werden, ob es
sich bei den Tumorzellen an der Invasionsfront um Tumorbuds bzw. um isolierte vom
Haupttumorgewebe abgetrennte Tumorzellen handelt, oder ob es sich bei den in der
vorliegenden Arbeit untersuchten ,, Tumorbuds® nur um missinterpretierte Tumorausléufer des
kompakten Haupttumors handelt.
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6. Zusammenfassung

Bei dem Peniskarzinom handelt es sich um eine selten auftretende Tumorentitét, dessen Inzidenz
in Europa bei ca. 1 Neuerkrankung pro 100 000 Einwohner liegt. In der vorliegenden
retrospektiven Arbeit wurden 79 Peniskarzinome von 79 Patienten aus den Jahren 1994-2010
untersucht. Das Patientenmaterial wurde dabei aus sechs verschiedenen deutschen Instituten fur
Pathologie bzw. Kliniken fiir Urologie zusammengetragen. In der vorliegenden Arbeit wurde
untersucht, ob das Tumor-Budding beim Peniskarzinom einen prognostischen und préadiktiven
Wert besitzt. Die Peniskarzinome wurden immunhistochemisch mit Antikérpern gegen
Zytokeratin 5/6, CD34 Cyclin D1, p16, E-Cadherin, Vimentin, Ki67, Syndecan-1/CD138)
untersucht.

Die Durchfiihrung der immunhistochemischen Farbungen erfolgte unter standardisierten
Bedingungen mit dem voll-automatisierten Farbeautomaten der Firma Ventana Benchmark® XT
(Ventana, Tucson, USA; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland).

Um die Bewertung der Zusammenhange zwischen den verschiedenen Parametern statistisch zu
erfassen, kam der Chi2-Test zur Anwendung. Die Berechnung der metrischen Variablen erfolgte
mit der Varianzanalyse und dem t-Test nach Student. Die komplexen Zusammenhénge mit der
Anzahl der Buds wurden mit Hilfe der logistischen Regression bewertet. Zur Analyse der
Uberlebensdaten wurde die Kaplan-Meier Methode und multivariat die Cox-Regression
verwendet.

In Bezug auf die immunhistochemischen Marker konnten nur in der univariaten Analyse
signifikante Zusammenhé&nge ermittelt werden, die in den multivariaten Modellen jedoch keine
Bestatigung fanden.

In Bezug auf das Invasionsmuster konnte hingegen im univariaten sowie im multivariaten
Modell ein signifikanter Zusammenhang festgestellt werden. Es konnte beobachtet werden, dass
das Tumor-Budding bei den Peniskarzinomen, die ein infiltratives Invasionsmuster aufwiesen,
signifikant hdufiger auftrat, als bei Peniskarzinomen, die ein endophytisches Invasionsmuster
zeigten. Im multivariaten Analysemodell konnte bestétigt werden, dass das Invasionsmuster
einen unabhdngigen Einfluss auf die Anzahl der Tumorbuds besitzt. Ebenso konnte in der
multivariaten Analyse gezeigt werden, dass die pT-Kategorie einen unabhangigen Einfluss auf
die Patientenprognose besitzt. Ferner zeigte die Kaplan-Meier-Uberlebenskurve, dass sich mit
fortgeschrittener pT-Kategorie die Uberlebensprognose verschlechterte. Des Weiteren konnte
univariat und multivariat bestatigt werden, dass das vermehrte Auftreten von Tumorbuds das

Risiko zur Bildung von Lymphkontenmetastasen verstarkt. Relativiert wird die Aussage
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dadurch, dass bei 57 von 79 Patienten keine Lymphknotendissektion durchgefuhrt wurde. Ferner
wurde im multivariaten Modell gezeigt, dass weder die pN-Kategorie noch die Anzahl der

Tumorbuds einen unabhangigen Einfluss in Bezug auf das Gesamtiiberleben besalen.

Es konnte keine signifikante Beziehung zwischen dem Zeitraum bis zur Tumorprogression, dem
allgemeinen und karzinombezogenen Lebensstatus in Bezug auf die Anzahl der Tumorbuds
ermittelt werden. Auch wurde in der multivariaten Analyse kein signifikanter Zusammenhang
zwischen der Tumorprogression und der Anzahl der Tumorbuds festgestellt. Hingegen konnte in
der Kaplan-Meier-Analyse gezeigt werden, dass die Patienten mit Tumorprogression eine
schlechtere Prognose in Bezug auf das Gesamtiberleben und den karzinombezogenen
Lebensstatus hatten. In der multivariaten Analyse konnte bestatigt werden, dass der
Progressionsstatus beim Peniskarzinom einen unabhéngigen Einfluss auf das Gesamtuberleben

besitzt.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass das Auftreten von Tumorbuds beim
Peniskarzinom als zusétzlicher prognostischer und pradiktiver Deskriptor der Erkrankung keine
Relevanz besitzt.

Durch die eingehende Untersuchung der zahlreichen in dieser Studie durchmusterten Praparate
muss bezweifelt werden, ob beim Peniskarzinom das histologische Phdnomen des Tumor-
Buddings (berhaupt existiert. Auf Grund dieser Ergebnisse sollte es weiterfiihrenden
Untersuchungen  vorbehalten sein, anhand von dreidimensionalen histologischen

Rekonstruktionen, das Vorkommen des Tumor-Buddings zu verifizieren.
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