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1.Einleitung

1.1 Das Bindegewebe des menschlichen Korpers

Das Bindegewebe des Menschen besitzt zahlreiche flir den Korper essentielle
Funktionen: Es spielt bei der Formgebung der Organe, der Fettspeicherung, dem
Stoffwechsel sowie bei der Immunabwehr im menschlichen Organismus eine
entscheidende Rolle (Schiebler u. Korf, 2007). Die Zellen des embryonalen
Bindegewebes entstammen dem Mesenchym. Sie sind pluripotent und kénnen sich im
Laufe der Entwicklung in charakteristische, heterogene Zellarten differenzieren
(Junqueira u. Carneiro, 2004). Im entwickelten Korper ist der Autfbau des
Bindegewebes den jeweiligen lokalen Anforderungen der Organe angepasst, jedoch
besteht es grundsitzlich aus zwei Komponenten: der Interzellularsubstanz und den
Bindegewebszellen. Die Interzellularsubstanz, auch extrazellulire Matrix genannt,
bildet sich zu variablen Anteilen aus elastischen-, retikuldren- und kollagenen Fasern
sowie amorpher Grundsubstanz und Gewebefliissigkeit. Kollagen ist der wichtigste
Vertreter der Interzellularsubstanz und macht ungefdahr 30% des Gesamtkdrperproteins
aus. Damit stellt es das héufigste Protein im menschlichen Korper dar. Die
Bindegewebszellen lassen sich in “freie” und “ortstindige” Bindegewebszellen
unterteilen. Unter “freien” Zellen versteht man mobile Zellen wie beispielsweise
Makrophagen, Plasmazellen, Lymphozyten oder Granulozyten. Sie entstammen dem
Knochenmark und treten vor allem bei Entziindungsvorgéingen vom Blut in
geschidigtes Gewebe iiber (Schiebler u. Korf, 2007). Dort iibernehmen sie wichtige
Funktionen in der Abwehr, sind dafiir aber nicht an der Bildung der
Interzellularsubstanz beteiligt. Zu “ortstdndigen* Zellen z&hlt man typischerweise
Fibrozyten und Fibroblasten, die vor Ort als Produzenten der extrazelluldren Matrix fiir
die mechanische Stabilitdt eines Gewebes verantwortlich sind. Dariiber hinaus
iibernehmen Fibrozyten zahlreiche fiir den Menschen essentielle Funktionen, auf die

folgend genauer eingegangen werden soll (Schiebler u. Korf, 2007).

1.2. CD34" Fibrozyten
1.2.1. Die Entdeckung der Fibrozyten
Die Herkunft und Funktion der Bindegewebszellen beschéftigt die Wissenschaft schon



seit langem. Uber Jahrzehnte hinweg wurde diskutiert, inwieweit Bindegewebszellen
aus ortstindigen Mesenchymzellen oder aus frei zirkulierenden Vorlduferzellen
hervorgehen (Dunphy, 1963). Die Berichte und Beschreibungen der uns heute als
Fibrozyten bekannten Zellen lassen sich bis in die Mitte des neunzehnten Jahrhunderts
zurlickverfolgen. Der Brite Walter Paget diskutierte 1863 als erster die Theorie, dass
Bindegewebszellen urspriinglich von Bestandteilen des peripheren Bluts abstammen
konnten (Paget et al., 1863). Der gleichen Uberzeugung waren auch Wissenschaftler wie
Conheim (1867), Fischer (1925) und Maximov (1928), die diese These in den folgenden
Jahren wiederholt aufgriffen. Stirling und Kakkar zeigten Ende der sechziger Jahre
erstmals, dass Matrix-produzierende Zellen von zirkulierenden Blutelementen
abstammen miissen und nicht - wie damals von vielen angenommen - von
Endothelzellen (Stirling u. Kakkar, 1969). Die genaue Herkunft und Funktion dieser
zirkulierenden Zellen blieb jedoch weitere 25 Jahre ungeklidrt (Quan et al., 2004).
Richard Bucala war es, dem 1994 erstmals der genaue Nachweis einer bis dahin
unbekannten Population zirkulierender Blutzellen gelang. Bucala beschéftigte sich mit
den Mechanismen der Wundheilung und zeigte anhand von experimentellen
Untersuchungen an Miusen, dass zirkulierende Zellen aus der Blutbahn in geschéidigtes
Gewebe invadierten und dort Kollagenfasern bildeten. Daher bezeichnete er diese

Zellen als “circulating fibrocytes* (Bucala et al., 1994).

Abb. 1 Elektronenmikroskopishes Bild eines zirkulierenden Fibrozyts (aus Bucala et al.,
1994)

Der Name setzt sich aus den Bestandteilen “fibro* und “kytos® zusammen:



“Fibro“steht fiir den lateinischen Begriff fiir Faser, “kytos* ist griechisch und bedeutet
Zelle. Fibrozyten stammen von CD14* Monozyten ab, die nach Stimulation durch T-
Zellen zu Fibrozyten differenzieren. Somit stellen Fibrozyten eine Subpopulation von
Leukozyten dar, die ca. 0,5% der Blutleukozyten ausmacht. Die Fibrozyten weisen
einen charakteristischen Phéanotyp auf: Sie exprimieren das CD34-Zellantigen auf ihrer
Zelloberfliche. Damit reprdsentieren sie bis heute die einzige Zellgattung, die zur
Kollagensynthese und Expression des CD34-Antigens zugleich befdhigt ist (Schmidt et
al., 2003). CD34 ist ein 110 kD schweres membranires Glykoprotein, das auf
hdmatopoetischen Stammzellen nachweisbar ist (Bucala et al., 1994; Brown et al.,
1991). Aus diesem Grunde galt der Nachweis dieses Antigens lange Zeit als Beweis
einer hdmatopoetischen Abstammung dieser Zellen (Bucala et al., 1994). Mittlerweile
weill man aber, dass CD34 auch auf Zelloberflichen von Endothelzellen, stromalen
Knochenmarkzellen und embryonalen Fibroblasten exprimiert wird (Brown et al., 1991;
Fina et al., 1990). Demnach ist die CD34-Expression nicht als alleiniger Indikator fiir
einen hdmatopoetischen Ursprung der Fibrozyten geeignet. In weiteren Untersuchungen
konnten aber andere charakteristische Indikatoren auf der Oberfliche der Fibrozyten
identifiziert werden (CDIlla, CD11b, CDI13, CDI18, CD45RO, HLA-DR), die den
hdmatopoetischen Ursprung dieser Zellen endgiiltig belegen (Aiba u. Tagami, 1997;
Bucala et al.,1994; Chesney et al., 1997; Kirchmann et al., 1994). Die Nomenklatur zur
Beschreibung dieser speziellen Population von Bindegewebszellen ist in der
Weltliteratur nicht einheitlich. Die im Laufe der Zeit gewonnenen Erkenntnisse iiber
Eigenschaften und Morphologie der Fibrozyten haben in der Literatur zur Prigung
verschiedener Namen gefiihrt. So wird von “fibroblasts* (Silverman u. Tamsen, 1997),
“dendritic interstitial cells” (Soma et al., 2001), “adventitial fibroblastic cells*
(Nakayama et al., 2004) oder “CD34 positive stromal cells* (Barth et al., 2002, 2005;
Nakayama et al., 2001, 2003; Kuroda et al., 2004) gesprochen. Dennoch ist all diesen
Begriffen gemein, dass sie eine Zellidentitit mit den gleichen charakteristischen
Eigenschaften beschreiben.

In dieser Arbeit benutzen wir den Begriff “CD34" Fibrozyten* stellvertretend fiir Zellen,
die zwei Kriterien erfiillen: Sie miissen immunhistochemisch die CD34-Expression
aufweisen und dabei die charakteristischen morphologischen Kriterien der Fibrozyten

erfillen.



1.2.2. Verteilung und Morphologie der CD34" Fibrozyten

CD34* Fibrozyten lassen sich bereits ab der 10. Schwangerschaftswoche in Embryonen
nachweisen. In dieser Entwicklungsphase bilden sie den Hauptbestandteil des lockeren
Stromas des embryonalen Gewebes. Auch im entwickelten Korper bilden ortsstindige
CD34* Fibrozyten einen grundlegenden Bestandteil des Stromas vieler Organe (Barth u.
Westhoff, 2007). Thr Vorkommen wurde im Stroma des Gastrointestinaltrakts, des
Urogenitaltrakts und des Respirationstrakts sowie im Stroma von Haut, Mamma,

Schilddriise, Herz, Peritoneum und Cornea beschrieben (Tab. 1).

Anatomischer Bereich | Organe (Referenzen)

Gastrointestinaltrakt Mundhohle und Pharynx (Barth et al., 2004)
Magen (Nakayama et al., 2001)

Dickdarm (Nakayama et al., 2000)

Pankreas (Barth et al., 2002a)

Respirationstrakt Larynx (Barth et al., 2004)
Lunge (Nakayama et al., 2003)
Urogenitaltrakt Harnblase (Nimphius et al., 2006)
- weiblich Cervix uteri (Barth et al., 2002¢)
Eileiter (Yamazaki u. Eyden, 1996b)
- mdnnlich Hoden (Kuroda et al., 2004)
Sonstige Mamma (Barth et al., 2002b, 2005; Chauhan et al., 2003;

Ebrahimsade et al., 2007; Ramaswamy et al., 2003)

Haut (Humphreys et al., 2000; Illueca et al., 1998; Kirchmann et
al., 1994, 1995; Swanson et al., 1998; Wessel et al., 2008)

Schilddriise (Yamazaki u. Eyden, 1997)
Herzklappen (Barth et al., 2005)

Peritoneum (Jimenez-Heffernan et al., 2004)

Cornea (Espana et al., 2004)

Tab. 1 Ubersicht iiber Vorkommen von CD34" Fibrozyten in Organen des Menschen geordnet
nach anatomischen Gesichtspunkten

CD34" Fibrozyten besitzen cin blasses Zytoplasma und einen kleinen, ldnglich
geformten Zellkern. Die Lénge einer einzelnen Zelle variiert zwischen 60 und 120 um.
Ihre schlanken Zellkorper konnen durch die langen diinnen bi- oder multipolaren
Ausldufer mit benachbarten Fibrozyten iiber Gap Junctions eng verbunden sein. Auf

diese Weise konnen sie auch zu Mono- und Lymphozyten in Verbindung treten.



Aufgrund dieses histomorphologischen Bildes wurde in der einschldgigen Literatur der
Begriftf “CD34-positive reticular network* geprigt (Barth et al., 2002a, 2002b; Bucala
et al., 1994; Yamazaki u. Eyden, 1996a, 1996b). Die genaue Anzahl und Morphologie
dieser Zellen kann in den verschiedenen Organen stark variieren. Beispielsweise weisen
driisige Gewebe wie Mamma, Schilddriise oder Pankreas um die Driisen dicht gepackte
retikuldre Netzwerke aus CD34" Fibrozyten in ihrem Stroma auf (Barth et al., 2002b,
2005; Ramaswamy et al., 2003; Yamazaki u. Eyden, 1997), wohingegen CD34*
Fibrozyten in kollagenfaserreichen Geweben einen zu den Fasern parallel angeordneten
eher bipolaren Aufbau zeigen (Barth et al., 2002c; Espana et al., 2004). Einen
multipolaren Aufbau mit vielen langen zytoplasmatischen Zellfortsdtzen zeigen
beispielsweise die CD34* Fibrozyten im Stroma des Peritoneums (Jimenez-Heffernan et

al., 2004).

1.2.3. Die Funktion der CD34" Fibrozyten

Die Funktionen und Eigenschaften der CD34" Fibrozyten sind vielfaltig (Tab. 2) und bis
heute immer noch nicht vollstindig geklart. Viele Organe beherbergen zahlreiche
ortsstindige CD34" Fibrozyten, die urspriinglich von zirkulierenden CD34* Fibrozyten
abstammen (Barth u. Westhoft, 2007). Sie exprimieren Adhisionsmolekiile (CDl11a,
CD54, CD58) auf ihrer Zelloberfliche (Chesney et al., 1997), die fiir die Zelladhésion
im Bindegewebe und damit fiir die Entstehung und Aufrechterhaltung des
Stromageriists vieler Organe mitverantwortlich sind (Majdic et al., 1994). Als

Produzenten von Kollagen I, IIT und Fibronectin kénnen CD34* Fibrozyten den Aufbau

und Erhalt der extrazelluliren Matrix gewihrleisten. Die ersten Studien iiber CD34"
Fibrozyten beschéftigten sich mit deren vielfaltigen Aufgaben im Wundheilungsprozess
(Bucala et al., 1994). Zirkulierende Fibrozyten dringen sehr schnell in geschidigtes
Gewebe ein und spielen sowohl in der frithen inflammatorischen als auch in der
proliferativen Phase der Wundheilung eine zentrale Rolle: CD34" Fibrozyten besitzen

spezielle Chemokinrezeptoren (CCR3, CCRS und CCR?7), die eine Migration der

zirkulierenden CD34" Fibrozyten in das verletzten Gewebe vermitteln (Abe et al.,
2001). Dort sezernieren sie unter den heutzutage bekannten Zellen eine einzigartige
Zusammenstellung von Zytokinen, Wachstumsfaktoren und Chemokinen (Chesney et

al., 1998): Sie produzieren Angiogenese-stimulierende Faktoren (PDGF-a, VEGF, IL-8



und MMP-9) sowie Kolonie-stimulierende Faktoren fiir Makrophagen, Granulozyten
und Fibroblasten (Hartlapp et al., 2001). Zusitzlich werden inflammatorische Zytokine
wie TNF-a und Interleukine von ihnen gebildet (Chesney et al., 1997). In Endothelien
fungiert CD34 auf den Fibrozyten als Ligand fiir L-Selektin, das die Adhision von
Leukozyten an den Endothelien und folgend die Invasion in das geschidigte Gewebe
vermittelt (Kahn et al., 2003). In geschddigtem Gewebe kommt es zur Freisetzung von
TGF-B, was sowohl in ortstindigen als auch in zirkulierenden CD34" Fibrozyten eine
Differenzierung zu o-SMA-reaktiven Myofibroblasten stimuliert. Durch diese
Umwandlung gewinnen CD34% Fibrozyten die Fahigkeit zur Produktion von
Kollagenen, was fiir die proliferative Phase der Wundheilung von groBer Bedeutung ist
(Bucala et al., 1994). Das im Blut zirkulierende Serum Amyloid P hemmt im
zirkulierenden Fibrozyten die Differenzierung zu a-SMA-reaktiven Myofibroblasten, so
dass eine unerwiinschte intravaskuldre Kollagenbildung verhindert wird (Pilling et al.,
2003). a-SMA-reaktive Myofibroblasten besitzen zusétzlich kontraktile Aktin- und
Mpyosinfilamente, die bei der Ausrichtung und Organisation von Narbengewebe von
Bedeutung sind (Abe R. et al., 2001). Ausldser fiir eine Freisetzung von TGF- kann
vermutlich jeder erdenkliche Gewebeschaden sein. So lassen sich im Stroma von
entziindlichen Lésionen, Karzinomen oder auch Verbrennungen o-SMA-reaktive
Myofibroblasten nachweisen (Barth u. Westhoft, 2007). Zusitzlich zu ihrer Funktion
als Matrixstabilisator spielen CD34" Fibrozyten eine bedeutende Rolle in der direkten
Immunabwehr. Untersuchungen an Maéusen zeigten, dass CD34% Fibrozyten aus
geschidigtem Gewebe in regionale Lymphknoten einwandern, um dort Antigene iiber
MHC-II und andere kostimulierende Molekiile (CD80,CD86) zu prisentieren und naive
T-Zellen zu priagen (Chesney et al., 1997).



vermittelt tiber
Funktion . .
Rezeptoren Stimulierende Produkte
Molekiile
Matrixproduktion CDlla TGF-8 Kollagen I
und -stabilisation CD54 Kollagen III
CD58 Prokollagen I
Fibronectin
Vimentin
Inflammation und CCR3 L- Selektin TNF- a
Migration CCRS5 IL 6
CCR7 GM-CSF
M-CSF
Angiogenese PDGF- a
VEGF
MMP-9
IL-8
b-FGF
Antigenpriisentation MHC II IL1-B MIP-1a
CD 80 TGF-8 MIP-18
CD 86

Tab. 2 Ubersicht iiber Wirkung und Funktion der CD34™" Fibrozyten (zusammengestellt aus:
Abe et al., 2001; Bucala et al., 1994, Chesney et al., 1997, 1998; Hartlapp et al., 2001; Khan et
al., 2003; Quan et al., 2004)

1.3. Klinische Relevanz der CD34" Fibrozyten

1.3.1. CD34" Fibrozyten in malignen epithelialen Tumoren

In verschiedenen epithelialen Geweben wurde nach Entstehung eines Karzinoms ein
charakteristischer Umbau des tumornahen Stromas beobachtet: Das Stroma zeigte einen
Verlust der ortsstindigen CD34" Fibrozyten und einen gleichzeitigen Gewinn an a-
SMA-reaktiven Myofibroblasten, die im gesunden tumorfreien Stroma nicht
nachgewiesen werden konnen. Die a-SMA-reaktiven Myofibroblasten zeigten im
Tumorstroma eine willkiirliche Anordnung und einen eher plumpen, spindelférmigen

Zellleib (Barth et al., 2002a, 2002b, 2002c, 2004, 2005; Nimphius et al., 2006;

Ramaswamy et al., 2003; Wessel et al., 2008). Ein Verlust der CD34" Fibrozyten wurde
bei Karzinomen der Haut (Humphreys et al., 2000; Illueca et al., 1998; Kirchmann et
al., 1994, 1995; Swanson et al., 1998; Wessel et al., 2008), der Mamma (Barth et al.,
2002b, 2005; Chauhan et al., 2003; Ebrahimsade et al., 2007; Ramaswamy et al., 2003),
der Lunge (Nakayama et al., 2003), des Magen und Dickdarms (Nakayama et al., 2000,
2001), des Pankreas (Barth et al., 2002a), der Harnblase (Nimphius et al., 2006), der



Cervix uteri und des Oropharyngealtrakts (Barth et al., 2002c, 2004) beschrieben.

Histologischer Typ Lokalisation (Referenzen)

Adenokarzinom Mamma (Barth et al., 2002b, 2005; Ramaswamy et al., 2003;
Chaubhan et al., 2003)

Magen (Nakayama et al., 2001)

Kolon (Nakayama et al., 2000)

Pankreas (Barth et al., 2002a)
Plattenepithelkarzinom Mundhohle, Pharynx u. Larynx (Barth et al., 2004)
Cervix uteri (Barth et al., 2002c)

Lunge (Nakayma et al., 2003)

Urothelkarzinom Harnblase (Nimphius et al., 2006)
Melanom Haut (Wessel et al., 2008)
Basalzellkarzinom Haut (Humphreys et al., 2000; Kirchmann et al., 1994, 1995;

Swanson et al., 1998)

Neuroendokrines Karzinom Pankreas (Barth et al., 2002a)
Tab. 3 Ubersicht iiber histologischen Typ und Lokalisation der Karzinome, in denen ein Verlust

der CD34™ Fibrozyten im Tumorstroma beschrieben wurde

Verschiedene Studien beschéftigten sich iiberdies mit dem diagnostischen Wert der
immunhistochemischen Darstellung der CD34*% Fibrozyten in den Karzinomen. In
vielen Tumoren ermdoglicht die An- oder Abwesenheit der CD34% Fibrozyten eine
zuverldssigen Unterscheidung zwischen benignem und malignem Gewebe. So lassen
sich das Basalzellkarzinom (Humphreys et al., 2000; Kirchmann et al., 1994), das
Kolorektale- und das Magenkarzinom (Nakayama et al., 2000, 2001), das invasive
duktale Mammakarzinom (Barth et al. 2002), das kleinzellige Bronchialkarzinom
(Nakayama et al., 2003) und verschiedene Plattenepithelkarzinome (Barth et al., 2002,
2004) auf Grund des verdnderten Verteilungsmusters der CD34" Fibrozyten von
gutartigen Lédsionen des entsprechenden Gewebes abgrenzen. Somit kann eine
differentialdiagnostische Beurteilung des Gewebes erleichtert werden. Es ist aber zu
beachten, dass auch in unspezifischen Entziindungsreaktionen ein Stromaumbau wie der
in invasiven Karzinomen beobachtet werden konnte. Aus diesem Grund sollte ein
Fehlen dieser Zellen nie als Beweis fiir Malignitidt gewertet werden (Chauhan et al.,

2003).



1.3.2. CD34" Fibrozyten in mesenchymalen Tumoren

CD34" mesenchymale Tumorzellen lieBen sich in einer Reihe gut- und bdosartiger
mesenchymaler Tumoren finden, insbesondere in gastrointestinalen Stromatumoren, in
Fibroadenomen und Phylloidtumoren der Mamma, in solitéren fibrosen Tumoren sowie
im Dermatofibrosarkoma protuberans (Barth et al., 2002; Chauhan et al., 2003; Dotto et
al., 2006; Haycox et al., 1997; Humphreys et al., 2000; Illueca et al., 1998; Kirchmann
et al.,, 1994, 1995; Liittges et al., 1999; Min, 2010; Seidal u. Edvardsson, 1999;
Silverman u. Tamsen, 1996, 1997; Sircar et al., 1999; Swanson et al., 1998; Yakirevich
et al., 1999). Im Gegensatz zu invasiven epithelialen Karzinomen konnte in diesen
Tumoren eine gesteigerte Expression des CD34-Stammzellantigens festgestellt werden.
Infolgedessen wird eine Abstammung der Tumorzellen von ortstindigen CD34*

Fibrozyten bzw. eine Ahnlichkeit zu diesen Zellen diskutiert.

1.3.3. CD34" Fibrozyten als Ausléser fibrosierender Prozesse

Den CD34* Fibrozyten wird eine Schliisselrolle bei der Entstehung fibrosierender
Krankheitsbilder zugeschrieben. Schmidt und seine Kollegen zeigten, dass
zirkulierende Fibrozyten nach Allergenexposition in das Bronchialgewebe eindringen
und dort zu a-SMA-reaktiven Myofibroblasten differenzieren. Diese bewirken durch
Produktion von Kollagen einen fibrotischen Umbau des Lungenstromas und werden
somit als Mitverursacher fibrosierender Prozesse in der Lunge betrachtet (Gomperts et
al., 2006; Phillips et al., 2004; Schmidt et al., 2003). Bei verschiedenen
Autoimmunerkrankungen werden CD34% Fibrozyten als Ausloser pathologischer
Fibrosierungsvorginge angesehen, die {ber Entziindung, Fibrosierung und
Vaskulopathie zur irreversiblen Fibrosierung von Haut und Organen fiihren konnen. Bei
der Nephrogenen Fibrosierenden Dermathopathie, einer fibrosierenden Erkrankung
dhnlich dem Myxddem und der Sklerodermie (Cowper et al., 2001), zeigten Biopsien
eine gesteigerte Proliferation von CD34" Fibroblasten. Anders ist es bei der
Sklerodermie, hier lassen sich im Gewebe weniger CD34" Fibrozyten finden als bei
gesunden oder an anderen Kollagenosen erkrankten Patienten. Hier wird vermutet, dass
CD34* Fibrozyten die Zielstruktur der Autoimmunreaktion darstellen (Aiba et al., 1994;
Hartlapp et al., 2001).



1.4. Karzinome des ménnlichen Genitaltrakts

1.4.1. Hodenkarzinom

Hodentumoren stellen das hdufigste Malignom bei Mannern im Alter zwischen 20 und
40 Jahren dar. Die Inzidenz fiir Hodenkarzinome betridgt derzeit 7 Neuerkrankungen pro
100.000 ménnliche Einwohner pro Jahr (Karow u. Lang-Roth, 2009). Nach Angaben
des Robert Koch Instituts wird seit 1969 weltweit eine steigende Tendenz beobachtet.
Angehorige der weillen Rasse sind wesentlich hdufiger davon betroffen (Hautmann u.
Hufeland, 2006). Der grofite Risikofaktor fiir Hodenkrebs ist der Hodenhochstand
(Maldescensus testis). Histologisch unterscheidet man zwischen Keimzelltumoren,
Tumoren des Gonadenstromas oder Mischtumoren. Der Grof3teil (85-90%) der
Hodentumoren sind Keimzelltumoren. Der hdufigste Hodentumor ist das Seminom

(Bocker et al., 2008).

1.4.2. Prostatakarzinom

Das Prostatakarzinom ist mit 30% das héufigste Malignom des Mannes und tritt
typischweise erst im hoheren Lebensalter auf. Die Inzidenz betrigt 60 Neuerkrankungen
bei 100.000 Einwohnern pro Jahr. In 95% der Félle handelt es sich um Adenokarzinome
(Karow u. Lang-Roth, 2009). Es gibt starke geographische und ethnische Unterschiede
in der Haufigkeit: Schwarze US-Amerikaner haben die hochste Inzidenzrate, am
niedrigsten ist sie bei Asiaten (Hoffmann et al., 2001). Es scheinen jedoch auch exogene
Faktoren eine wichtige Rolle zu spielen, da die Inzidenz bei nach Amerika
ausgewanderten Asiaten wiederum deutlich hoher ist als in Asien selbst. Der grofite
bekannte Risikofaktor fiir die Entstehung eines Prostatakarzinoms ist das Alter. Der
Entdifferenzierungsgrad von Adenokarzinomen wir nach dem Gleason-Score eingeteilt.
Ein GS von 2 bis 4 steht fiir gut differenzierte Tumoren, die in den ausgewéhlten Féllen
nicht vorkamen. Ein Score von 5 bis 6 beschreibt mittelgradig differenzierte Tumoren
und ein Score von 7 bis 10 steht fiir schlecht- bis entdifferenzierte Tumore (Bocker,

2008).
1.4.3. Peniskarzinom

Das Peniskarzinom ist in der westlichen Welt mit einer Inzidenz von 0,9

Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohnner ein eher seltener Tumor des Mannes, wobei
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vor allem die Altersgruppe der iiber 50-jdhrigen betroffen ist. In Bezug auf die
geographische Haufigkeit lassen sich grole Unterschiede feststellen. In Deutschland
macht es nur 0,4 bis 0,65% der Tumorerkrankungen des Mannes aus, wohingegen es
beispielsweise in Asien bis zu 10%, in Stidamerika sogar bis zu 20% der méinnlichen
Krebserkrankungen ausmacht. Risikofaktoren sind vor allem die Smegmaretention bei
mangelnder Hygiene und Phimose, aber auch zunehmend HPV-Infektionen. Daher gilt
die Zirkumzision weiterhin als effektivste PrdventivmaBnahme beziiglich der
Entwicklung eines Peniskarzinoms (Schoeneich et al., 1999). Der hiufigste

histologische Typ ist mit 95% das Plattenepithelkarzinom (Bocker et al., 2008).

2. Fragestellung

Obwohl der Wissenstand iiber Funktion und Eigenschaften der CD34" Fibrozyten in den
letzten beiden Jahrzehnten betrichtlich zugenommen hat, sind die Féhigkeiten dieser
Zellen in vielerlei Bereichen immer noch ungeklart. [hre mogliche pathophysiologische
Beteiligung an gut- und bosartigen Neubildungen sowie an entziindlichen Erkrankungen
lasst vermuten, dass sie eines Tages eine potentielle Zielstruktur innovativer Therapien
darstellen konnten. Daher ist es uns ein Anliegen, das Wissensspektrum iiber die CD34*
Fibrozyten zu erweitern.

Nach unserem Wissensstand ist iiber CD34* Fibrozyten in den Organen des méannlichen
Genitaltrakts zum heutigen Zeitpunkt nur wenig bekannt. Ziel der hier durchgefiihrten
Studie ist es, einen Uberblick iiber das Vorkommen und die topographische Verteilung
von CD34" Fibrozyten in Hoden, Prostata, Samenblase, Samenleiter und Penis zu
geben. Desweiteren soll die Frage beantwortet werden, ob sich die Verteilung der
CD34" Fibrozyten und a-SMA-reaktiven Myofibroblasten in normalem Gewebe von
der in malignem Gewebe des ménnlichen Genitaltrakts unterscheidet. Die Kldrung
dieses Sachverhalts ermoglicht die Beurteilung, ob Unterschiede in den
Stromazellpopulationen in der histopathologischen Diagnostik von Nutzen sein konnten
und welche biologische Bedeutung diesen zukommt. TGF-B und SPARC soll
insbesondere bei den Karzinomen in die Auswertung miteinbezogen werden, um das

Wissen tber die Pathomechansimen des Stromaumbaus zu erweitern. Auf Grund der
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klinischen Relevanz soll ein besonderes Augenmerk auf Prostata- und Hodenkarzinome

gelegt werden.

3. Material und Methoden

3.1. Gerite
*  DAKO®- Autostainer plus (DakoCytomation, Ddnemark)
* Einbettautomat VIP (Sacura, Japan)
* Inkubations- und Trockenschrinke (Ehret, Emmendingen)
e Kiihl- und Friergerite (Liebherr, Biberach an der Riss; Bosch, Gerlingen-
Schillerh6he)
* Laborwaage (Kern & Sohn, Balingen- Frommern)
* Magnetriihrer (Janke & Kunkel, Staufen)
* Mikroskopie (Olympus, Hamburg; Zeiss, Gottingen)
e Mikrotom Jung SM 2000 R (Leica, Bensheim)
* Mikrowellengerit (Panasonic, Hamburg)
* pH-Meter (WTW, Weilheim)
*  Wasserbader (GFL, Burgwedel)

3.2. Puffer und Losungen
* 10 x PBS-Puffer
* 10 x TBS-Puffer
¢ 0,05 M Tris-HCI-Puffer
* 10mM Na-Citrat-Puffer
e Trypsinlosung 0,1%
* Aqua dest.

3.3. Untersuchtes Material
Das Untersuchungsmaterial wurde am Klinikum der Philipps-Universitdt Marburg im

Zeitraum von 1999 bis 2007 intraoperativ entfernt und zur weiteren Diagnostik an das
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Institut fiir Pathologie der Universitit Marburg tlibergeben. Dort wird es routineméfig
24 Stunden in 4% Formaldehydlésung (Fa. Brenntac) fixiert. Nach makroskopischer
Begutachtung erfolgt der Zuschnitt aussagekriftiger Gewebebezirke. Dem folgt die
Einbettung in fliissiges Paraffin (Fa. Merck), so dass ein Paraffinblock entsteht. Aus
diesem konnen am Schlittenmikrotom zwischen 3-8um dicke Schnitte hergestellt
werden. Folgend wird es in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwéssert. Mittels der
Losung Toluol (Fa. Merck) wird der Alkohol wieder entzogen. Danach kann die nétige
Routinediagnostik vorgenommen werden. Dies beinhaltet immer eine Farbung der
Gewebeschnitte mit Himatoxylin-Eosin als Ubersichtsfirbung und je nach
Fragestellung auch andere spezifische Farbemethoden. Die Auswahl der Farbemethode
begriindet sich meist in der Affinitit bestimmter darzustellender Gewebestrukturen zu
bestimmten Farbstoffen. Nach Diagnosestellung werden die gefdarbten Priparate und
Gewebeblocke archiviert und im Institut fiir Pathologie der Universitit Marburg
aufbewahrt.

So konnte bei dieser Arbeit auf archivierte Gewebeproben von insgesamt 60 malignen
Tumoren des minnlichen Genitaltrakts aus den Jahren 1999 bis 2007 zuriickgegriffen
werden. Daher entspricht diese Dissertation einer anonymisierten Studie an
Archivmaterial.

Hoden: In der vorliegenden Studie wurden 14 Seminome des Hodens untersucht (Tab.
4). Das Alter dieser Patienten lag zwischen 21 und 55 Jahren. Zum Zeitpunkt der
Diagnose war fiir die Seminome lediglich das Stadium der Ausdehnung des

Primértumors (pT) nach TNM bekannt (Tab. 4).
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Seminom
Auftrag Geburtsjahr Block TNM-Klassifikation
12837/05 1984 la pT1 pNX pMX
12197/05 1976 la pT1 pNX pMX
11103/05 1950 la pT3 pNX pMX
9664/05 1971 1 pT1 pNX pMX
8895/05 1965 1 pT1 pNX pMX
8650/05 1955 1 pT2 pNX pMX
6770/05 1975 la pT1 pNX pMX
3774/05 1976 la pT1 pNX pMX
18004/04 1942 la pT3 pNX pMX
12757/04 1969 la pT1 pNX pMX
11533/04 1970 la pT1 pNX pMX
9708/04 1969 1Aa pT2 pNX pMX
13553/04 1974 la pT1 pNX pMX
2678/04 1965 la pT1 pNX pMX

Tab. 4 Ubersicht der ausgewdhlten Seminome unterteilt nach Geburtsjahr und TNM-
Klassifikation

Prostata: Es wurden 32 Adenokarzinome der Prostata erfasst (Tab. 5). Das Alter dieser
Patienten lag zwischen 47 und 75 Jahren. Beim Diagnosezeitpunkt waren die Daten fiir
Gleason-Score, Fehlen bzw. Vorhandensein von regionalen Lymphknotenmetastasen

(pN) nach TNM und Ausdehnung des Primdrtumors (pT) nach TNM fiir alle Fille

bekannt.
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Prostatakarzinom
Auftrag Geburtsjahr Block TNM-KIlassifikation | Gleason-Score
1665/06 1945 B2b pT2c pNIpMX 4+5=9
2904/06 1941 D2, G2b pT3a pN1 pMX 2+3=5
182/05 1939 G2a, X2 pT3b pN1 pMX 4+5=9
4454/05 1934 2 pT3b pN1 pMX 2+3=5
7546/06 1936 E2a pT3b pN1 pMX 4+5=9
16206/05 1929 Glb pT3b pN1 pMX 4+3=7
1711/04 1936 I1b pT 3b pN1 pMX 2+4=6
4660/04 1940 1 pT4 pN1 pMX 5+3=8
7789/04 1934 F1 pT3b pN1 pMX 3+5=8
9126/04 1941 Ela pT3b pN1 pMX 5+3=8
16794/04 1957 Kla, X2 pT4 pN1 pMX 4+5=9
17392/04 1956 D1 pT2c pN1 pMX 2+3=5
5359/03 1929 Hl1b pT2c pN1 pMX 3+2=5
8173/03 1936 F1b pT2c pN1 pMX 2+4=6
10098/03 1937 F1, X2 pT3b pN1 pMX 4+5=9
110022/99 1925 F1 pT2a pN1 pMX 2+3=5
13600/99 1926 Ghl pT3a pN1 pMX 2+3=5
14277/99 1924 11 pT3b pN1 pMX 2+3=5
14976/99 1940 B2, 10 pT3b pN1 pMX 5+4=9
16158/99 1923 x1 pT3b pN1 pMX 4+4=8
11433/06 1938 Fla pT2c pNO pMX 2+4=6
4253/06 1933 D1b pT3b pNO pMX 5+3=8
4267/06 1940 X1 pT3a pNO pMX 3+3=6
4475/06 1941 G2a pT2c pNO pMX 2+3=5
5081/06 1941 F2b pT3a pNO pMX 2+3=5
5079/06 1946 D2 pT2c pNO pMX 3+4=7
5169/06 1940 Ela pT2c pNO pMX 2+3=5
5202/06 1940 F2b pT2c pNO pMX 2+3=5
6121/06 1946 X1 pT3a pNO pMX 2+3=5
6613/06 1938 F2a pT2c pNO pMX 2+3=5
6828/06 1939 F2 pT2c pNO pMX 2+3=5
6467/06 1942 El pT2c pNO pMX 2+3=5

Tab. 5 Ubersicht der ausgewdihiten Prostatakarzinome unterteilt nach Geburtsjahr, TNM-
Klassifikation und Gleason-Score

Penis: In der vorliegenden Studie wurden insgesamt 14 Penisldsionen erfasst: 1
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Carcinoma in situ des Plattenepithels, 9 Plattenepithelkarzinome, 3 Urothelkarzinome
der penilen Urethra und 1 Malignes Melanom (Tab. 6). Das Alter dieser Patienten lag
zwischen 46 und 78 Jahren. Hierfiir war zum Zeitpunkt der Diagnose das Grading (G1-
G3) fiir die Plattenepithel- und Urothelkarzinome sowie die Ausdehnung des
Primértumors (pT) nach TNM fiir alle Félle bekannt.

Auftrag Geburtsjahr Block Grading TNM-Klassifikation
Carcinoma in situ

6064/06 1938 1.SS Gl Cis

Plattenepithelkarzinome

17554/05 1938 2a G2 pT1 pNX pMX

9811/04 1942 2 G2 pT3 pN2 pMX

365/04 1937 2b G2 pT2 pNO pMX

9287/02 1942 2A Gl pT2 pNO pMX

3675/00 1926 2A Gl pT2 pNO pMX

7537/01 1954 1 Gl pT1 pNO pMX

12258/03 1937 1.SS G2 pT1 pNO pMX

3382/00 1922 SS Gl pT2 pNO pMX

12296/03 1937 1 G2 pT1 pNX pMX
Urothelkarzinome

11847/05 1937 2 G2 pT3 pNX pMX

17031/04 1926 2a G2 pT3 pNX pMX

4444/03 1941 5Aa, 5c G3/G4 pT4 pNX pMX
Malignes Melanom

8906/04 1934 288 KA, pT3a pN1b pMI

Tab. 6 Ubersicht der ausgewdhlten Peniskarzinome (und eines Carcinoma in situ) unterteilt
nach Geburtsjahr, Grading und TNM-Klassifikation

Normales Gewebe stammte aus Randbereichen sowie aus tumorfreien Abschnitten der
60 ausgewdhlten Félle. Hierdurch war eine Beurteilung von normalem Gewebe in
Hoden, Prostata, Penis und Samenblase mdglich. Die im Rahmen einer Prostatektomie
routinemdfig entfernten Samenblasen und Ductus deferentes wurden in 10 Fillen
zusitzlich ausgewertet.

Die Auswertungen jedes untersuchten Gewebeabschnittes sind im Tabellarischen

Anhang einzeln aufgefiihrt.
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3.4. Das Prinzip der Immunhistochemie

Mit dem Grundprinzip der Immunhistochemie befassten sich Forscher schon seit den
siebziger Jahren. In Mitte der achtziger Jahre wurde die Immunhistochemie auf Grund
standardisierter Techniken in die Routine der histopathologischen Diagnostik
aufgenommen. Man nutzt die Spezifitdit von Antikérpern, um die Verteilung von
bestimmten Antigenen im histologischen Gewebe sichtbar zu machen. Wenn man einen
Gewebeschnitt mit Antikorpern benetzt, werden diese Antikdrper an der Stelle binden,
wo sich das passende Antigen befindet. Dazu eigenen sich besonders solche Antigene,
die nur in bestimmten Zelltypen oder nur in bestimmten Geweben auftreten. Um diese
Antigen-Antikorper Bindung nachzuweisen, muss man die Antikorper sichtbar machen.
Dafiir stehen verschiedene Methoden zur Verfliigung (Lang, 2006). In dieser Studie

wurde nach der ABC-Peroxidase Methode vorgegangen.

3.4.1. Schnittherstellung und Vorbereitung der Gewebe

Aus den aus dem Archiv ausgewihlten Gewebeblocken wurden mit einem
Schlittenmikrotom der Familie Leica etwa 5 pm dicke Schnitte hergestellt. Die Schnitte
wurden nach Zwischenlagerung in einem kithlen Wasserbad auf Objekttriger
(SuperFrostPlus, Fa. Menzel-Gldser) aufgezogen und durch kurzes Eintauchen in ein
55°C warmes Wassebad gedehnt. AnschlieBend stellte man die Schnitte {iber Nacht in
einen 60°C warmen Trockenofen. Am néchsten Tag folgte die Entparaffinisierung der
Schnitte. Hierfiir wurden die Schnitte jeweils 3x10 Minuten in Xylol eingelegt und
dann in einer absteigenden Alkoholreihe (100%-, 96%-, 70%- und 50%iges Ethanol)
rehydriert.

3.4.2. ABC-Peroxidase-Methode

Als erster Schritt erfolgte die Methanolblockade. Hierzu stellte man die Schnitte fiir 30
Minuten in 200ml Methanol unter Zugabe von 6ml 30%iges Wasserstoffperoxid. Dies
bewirkte eine irreversible Blockade der endogenen Peroxidase, so dass ein spéteres
Anfirben spezifischer Strukturen mit kiinstlich zugesetzter Peroxidase ermdglicht
wurde. Nach Spiilen mit Aqua dest. begann man mit der Vorbehandlung der Schnitte.
Sinn dieser Vorbehandlung war eine Auflockerung des Gewebes und die Demaskierung

der Antigene im Gewebe. So konnten die durch die Formalinfixierung verborgenen
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Antigene wieder darstellbar gemacht werden. Die Methode der Vorbehandlung und die
Verdiinnung ist abhéngig vom dem jeweils verwendeten Antikérper (Tab. 7).
Mikrowellenvorbehandlung: Die Schnitte wurden unter Zugabe von 4°C-kaltem 10mM
Na-Citrat-Puffer (pH=6,0) in spezielle Copeline-Gefille (Fa. Sigma) gestellt und fiir
3x5 Minuten in der Mikrowelle bei 600 Watt erhitzt. Zwischen den
Erhitzungsintervallen musste der Citratpuffer immer wieder aufgefiillt werden, um eine
Austrocknung der Schnitte zu vermeiden. Nach 20 minilitigem Abkiihlen bei
Raumtemperatur wurde mit TBS gespiilt.

Gewebeandau mit 0,1% Trypsinlosung: Die Schnitte wurden in 0,1% Trypsinlosung
gegeben, flir 15 Minuten bei 37°C im Ofen inkubiert und hiernach mit Aqua dest.
gespllt.

Die anschlieBenden Arbeitsschritte wurden mit Hilfe des Féarbesystems Sequenza (Fa.
Shandon) vollzogen. Dafiir wurden die Objekttrager vorsichtig mit der Seite des
vorbehandelten Gewebes auf speziellen Coverplates befestigt und mit PBS-Puffer
gesplilt. So entstand zwischen Coverplates und Schnitten ein Kapillarspalt, der durch
den entstehenden Sog die Verteilung der verschiedenen Substanzen auf die Schnitte
erleichterte. Vor Behandlung mit den PrimirantikGrpern musste eine 20-miniitige
Vorinkubation mit Normalserum vom Pferd (Fa. Vector) erfolgen, um das endogene
Biotin im Bindegewebe zu blockieren und so einer unspezifischen Hintergrundfarbung
des Bindegewebes vorzubeugen. Nach einer einstiindigen Inkubation des jeweiligen
Primérantikdrpers (Tab.4) bei 37°C wurde erneut mit PBS gespiilt. Hiernach konnte der
Sekundirantikorper aufgetragen werden, der an den entsprechenden Primérantikorper
bindet. Die Herkunftsspezies des Primérantikorpers muss der des Sekundérantikorpers
entsprechen. Wir verwendeten Sekundérantikdrper gegen Maus (anti-mouse IgG; Fa.
Vector) oder Kaninchen (anti-rabbit IgG; Fa. Vector). An den Sekundirantikdrper ist
wiederum Biotin gekoppelt, das spiter fiir die Farbreaktion von Bedeutung ist.

Nach 30 Minuten und erneutem Spiilen mit PBS wurde der sogenannte ABC-Komplex
(ABC-Elite Kit; Fa. Vector) auf die Coverplates gegeben. Bei der ABC-Methode wird
die starke Bindung zwischen Biotin und Avidin ausgenutzt. Das an eine Peroxidase
gebundene Avidin ist ein kleines Protein mit vier Bindungsstellen fiir Biotin, von denen
aber nur zwei besetzt werden konnen. So kann das Avidin an Biotin-Gruppen des

Sekundérantikdrpers binden. Daher kann man den Sekundédrantikorper auch als
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Briickenantikorper bezeichnen. Dadurch werden pro gebundenem Primérantikdrper
viele Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplexe an den Schnitt gekoppelt. Um die Reaktion
des Primérantikorpers mit dem eigentlich gesuchten Antigen sichtbar zu machen,
musste zusdtzlich mit einem Chromogen gearbeitet werden, das mit der Peroxidase des
Avidins ein Farbprodukt bildet und somit den Nachweis des Antigens ermdglicht. Dafiir
verwendeten wir einen Ansatz aus 200ml Tris-HCI-Puffer und 200mg des Chromogens
DAB (Fa. Sigma). Sobald sich die Schnitte in der Losung befanden, wurde 10%iges
Wasserstoffperoxid hinzugefiigt. Als sich nach 5-10 Minuten eine kréftige
Braunfirbung einstellte, wurde die Reaktion durch Spiilen mit Aqua dest. gestoppt.
Dann fuhren wir mit der Gegenfarbung mit Mayers Himalaunlosung (Fa. Merck) mit
anschliefendem Blduen in Leitungswasser fort. Im Anschlufl daran erfolgte die nétige
Entwisserung in einer aufsteigenden Alkoholreihe (50%-, 70%-, 96%- und 100%iges
Ethanol) und das Einlegen der Schnitte in Xylol. Zum Abschluss wurden die Schnitte

mit Entellan (ProSciTech) eingedeckt, so dass diese bei entsprechend dunkler Lagerung

fiir einige Jahre konserviert werden konnen.

Priméirantikorper Hersteller Vorbehandlung Verdiinnung
(Clon)

CD34 (Qbend10) Dako, Hamburg, Mikrowelle 1:50
monoklonal Deutschland 3x5 min, 600 W

SPARC Novocastra, UK Mikrowelle 1:40
monoklonal 3x5 min, 600 W

a-SMA (ASM-1) Progen, Heidelberg, | 0,1% Trypsinlosung | 1:200
monoklonal Deutschland 15 min bei 37°C

TGF- Novocastra, UK Mikrowelle 1:40
monoklonal 3x5 min, 600 W

Tab. 7 Primdrantikérper und Gewebevorbereitung fiir die Immunhistochemie

3.4.3. Doppelfirbung

Eine Doppelfirbung ist eine gleichzeitige oder aufeinander folgende Farbung zweier
Antigene innerhalb eines Priiparats, so dass eine genauere Ubersicht iiber die Verteilung
der beiden angeféarbten Strukturen erlangt werden kann. In den von uns ausgewéhlten

Gewebeschnitten wurden CD34 und o-SMA zusitzlich mittels Doppelfiarbung
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dargestellt. Die Inkubationen bei den Doppelfarbungen erfolgten mit Hilfe des
DAKO®-Autostainer plus-Gerites (DakoCytomation). Der erste Schritt dieser Farbung,
die Darstellung von CD34, entspricht dem Prinzip der Einfachfirbungen mittels der
ABC-Methode. Nach manueller Blockierung der endogenen Peroxidase und
ausreichender Mikrowellenvorbehandlung erfolgte die Inkubation des CD34
Primédrantikérpers in dem Autostainer-Gerdt. Nach anschlieBendem Spiilen folgte dann
die Inkubation der Schnitte mit der Losung der Flasche A des ChemMate Detection Kit
Peroxidase/DAB (DakoCytomation). Darin waren der biotinylierte Sekundérantikdrper,
das an Peroxidase konjugierte Streptavidin und DAB als Chromogen enthalten.
Letzteres bewirkte auch hier die Braunfirbung des CD34 Antigens. Nach erneuter
Mikrowellenbehandlung wurden die Schnitte nun mit dem monoklonalen Antikdrper
gegen 0-SMA behandelt (Tab. 4). Fiir die Inkubation mit dem Zweitantikdrper wurde
das gleiche ChemMate Detection Kit benutzt wie oben beschrieben, nur die
Farbreaktion wurde mit HistoGreen (Linaris, Wertheim-Bettingen, Deutschland) als
Chromogen erzeugt. Dadurch farbten sich oa-SMA kriftig griin. Die Gegenfarbung
wurde mit Nuclear Fast Red durchgefiihrt. Zur Kontrolle der erzielten
Antigennachweise ersetzten wir den CD34-Antikorper des ersten Farbeschrittes durch
einen anderen filir uns nicht relevanten Antikorper, wobei die restlichen Schritte
unverdndert blieben. Ebenso verfuhren in einem neuen Kontrollversuch mit dem
Primédrantikrper des zweiten Féarbeschrittes. Beide Kontrollen zeigten keine Positivitat

beziiglich der nachzuweisenden Antigene.

3.4.4. Modus zur Auswertung immunhistochemischer Praparate

Einzelfarbungen der Antikdrper CD34, a-SMA, SPARC und TGF-8 stellen sich im
Gewebe braun dar. In der Doppelfarbung zeigt sich a-SMA griin und CD34 braun. Fiir
die semiquantitative Auswertung immunhistochemischer Reaktionen wurde ein Modus
festgelegt, nach dem alle 60 Félle untersucht wurden. Da auch positive Reaktionen in
Tumorzellen oder Epithelzellen moglich sind, sollen diese ggf. auch mit aufgefiihrt
werden. Vier Kategorien beschreiben, in welchem prozentualen Anteil des Stromas bzw.
der Tumor- oder Epithelzellen eine positive Reaktion fiir einen bestimmten Antikorper
nachzuweisen ist, unabhingig von der Intensitdt der jeweiligen Farbungen. Préparate,

die keinerlei Reaktion oder nur in einzelnen Zellen in weniger als 10 % eine positive
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Reaktion zeigen, fallen in die Kategorie “negativ. Als “positiv*® gelten Praparate, die
in einem relevanten Anteil eine positive Reaktion zeigen. Je nach Anteil erfolgt eine
Unterteilung in fokal positiv (10% - 49%), liberwiegend positiv (50% - 89%) und
einheitlich positiv (90% - 100%). Fiir eine vereinfachte Ubersicht werden in den
Ergebnistabellen die quantitativ hochsten Anteile durch eine fette Druckweise

hervorgehoben (Tab. 8).

Nomenklatur Zeichen Anteil der Stromazellen/
Epithelzellen/ Tumorzellen mit
positiver Reaktion

Negativ - 0% - 9%
Fokal positiv -/+ 10% - 49%
Uberwiegend positiv +/- 50% - 89%
Einheitlich positiv + >90%

Tab. 8 Modus zur Auswertung immunhistochemischer Prdparate
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4. Ergebnisse

4.1. CD34" Fibrozyten und a-SMA-reaktive Myofibroblasten im Hoden

4.1.1. Normaler Hoden

CD34% Fibrozyten und o-SMA-reaktive Myofibroblasten: In allen untersuchten Fillen
bildeteten CD34" Fibrozyten ein dichtes retikuldres Netzwerk um das Keim- und
Stiitzepithel der Tubuli seminiferi sowie um die Leydigzellen im Interstitium. Die
Tubuli wurden von einer zarten Lamina Propria umbhiillt, deren innerer Anteil aus
mehreren Schichten konzentrisch angeordneter o-SMA-reaktiver Myofibroblasten
gebildet wurde. Diese besallen lange schmale Zellfortsidtze, die sich um die Tubuli
herumschlangen. Der &uBlere Anteil der Lamina Propria bestand aus konzentrisch
angeordneten CD34" Fibrozyten. Die hochste Dichte an CD34% Fibrozyten konnte
konstant in direkter Ndhe zu arteriellen, weniger auch zu vendsen Gefdflen ausgemacht
werden. Im Stroma des Hoden zeigten CD34" Fibrozyten einen bipolaren, gelegentlich
auch multipolaren Aufbau mit einem kleinen Zellleib und auftillig kleinen Zellkernen.
Die Zytoplasmafortsitze dieser Zellen schienen mit denen anderer Fibrozyten in
Kontakt zu stehen, so dass ein Bild eines retikuldren Netzwerkes entstand. Zudem
zeigten GefaB3- und Lymphendothelien eine typische starke Reaktion mit CD34. Von
auflen wurde das Hodengewebe von einer kréftigen Tunica albuginea bedeckt, die sich
in erster Linie aus parallel verlaufenden o-SMA-reaktiven Myofibroblasten
zusammensetzte. Dazwischen fanden sich vereinzelte im Vergleich zu den
Myofibroblasten kriftige glatte Muskelfasern. Gelegentlich lieBen sich insbesondere in
den inneren Schichten der Tunica albuginea CD34" Fibrozyten darstellen, die sich
parallel zu den Myofibroblasten anordneten. Ausgehend von der Tunica albuginea
zogen septenartig Bindegewebsplatten ins Organinnere. Diese wurden allerdings nicht
aus o-SMA-reaktiven Myofibroblasten, sondern aus gleichgerichtet verlaufenden
CD34* Fibrozyten gebildet. Neben Tunica albuginea und Lamina Propria zeigte die
glatte Muskulatur der GefdBle eine starke charakteristische Reaktion mit

Glattmuskelaktin.
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CD34 0-SMA
- S+ -+ - J+ | H- |+
Stroma n 0 0 0 14 0 14 0 0
(%) © O (0 @00 0) (@00 (0 (0
Epithel n 14 0 0 0 14 0 0 0
(%) (100) (0) (0) (0) 100) (©  (© (O

Tab. 9 Semiquantitative Auswertung der Reaktionen des Stromas und der Epithelzellen des
normalen Hodens mit CD34 und o-SMA (n (%))

TGF-f3 und SPARC: In allen untersuchten Fillen lieB sich in Keimepithel, Sertolizellen
und Leydigzellen eine starke intrazelluldre Reaktion mit SPARC-Antikdrpern darstellen.
Das iibrige Stroma des normalen Hoden war mit Ausnahme der Gefa3endothelien sowie
weniger Zellen in der Tunica albuginea negativ fiir SPARC.

TGF-B konnte in den untersuchten Féllen ausschlieBlich in Leydigzellen nachgewiesen

werden. Stroma, Keim- und Stiitzepithel zeigten hierfiir keinerlei Reaktivitit.

SPARC TGF-8
- -+ +/- + - -/+ +/- +
Stroma n 14 0 0 0 14 0 0 0
(o) (A00) (0) (O (0 oy © © (0
Epithel »n 0 0 0 14 0 14 0 0
(%) () (O (0 (@00 0 @00 (© (0

Tab. 10 Semiquantitative Auswertung der Reaktionen des Stromas und der Epithelzellen des
normalen Hodens mit SPARC und TGF-f3 (n (%))

4.1.2. Seminom des Hodens

CD34% Fibrozyten und a-SMA-reaktive Myofibroblasten: Im Stroma des Seminoms
kam es in allen untersuchten Fillen zu einem Verlust von CD34" Fibrozyten. In 9 von
14 Féllen zeigte sich ein kompletter Verlust dieser Zellen, so dass sich lediglich
GefdBendothelien CD34-positiv darstellten. In den iibrigen 5 Fillen lieBen sich in
weniger als 20% des Tumorstromas fokale Ansammlungen von CD34" Fibrozyten
nachweisen, wobei dies vornehmlich Areale in direkter Ndhe 2zu normalem
Hodengewebe oder zu groflen arteriellen Gefdlen betraf. Hier nahm die Dichte dieser
Zellen mit zunehmendem Abstand von den genannten Strukturen ab. Eine Assoziation
zwischen dem Verlust dieser Zellen und der Lokalisation im Hodengewebe konnte nicht

beobachtet werden. Komplementdr dazu war in allen 13 untersuchten Fillen ein
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Auftreten von a-SMA-reaktiven Myofibroblasten im Grofiteil des Tumorstromas zu
beobachten (Tab. 11). Die zumeist ballenartig angeordneten Tumormassen wurden
hdufig von einer kréftigen Schicht aus zahlreichen, parallel angeordneten o-SMA-
reaktiven Myofibroblasten umgeben, die augenscheinlich an die Stelle der CD34*
Fibrozyten getreten waren. Anhand der Doppelfdarbung lief sich verifizieren, dass es
sich hierbei um 2 voneinander verschiedene Zellidentititen handelte. Es schien, als
bildeten die Biindel aus a-SMA-reaktiven Myofibroblasten einen dichten Wall
zwischen Seminomzellen und normalem Hodengewebe. Innerhalb der Tumormassen
stellen sich ebenso diffus zerstreute, zarte Septen aus a-SMA-reaktiven
Myofibroblasten dar.

Im an die Tumorfront angrenzenden normalen Gewebe fanden sich dicht gelagerte
CD34* Fibrozyten, dagegen lieBen sich hier mit Ausnahme der inneren Lamina Propria

keine a-SMA-reaktiven Myofibroblasten nachweisen.

CD34 o-SMA

- S+ | H- |+ - -+ -+

Tumorstroma n 9 5 0 0 0 1 4 9
(%) (64 (36) (0) (0) © @D 29 (64

pTl n 6 4 0 0 0 1 3 6
(%) (60) (40) (0) (0) 0) (10) (30) (60)

pT2/ pT3 n 3 1 0 0 0 0 1 3
(%) (5 (25  (0) (0 0  © @5 79

Tumorzellen » 14 0 0 0 14 0 0 0
(%) (@00) (0) (O0) (0 100) (© (O (0

pT1 n 10 0 0 0 10 0 0 0
(%) (100) (0) (0) (0 (100) (© (0 (0

pT2/ pT3 n 4 0 0 0 4 0 0 0
(%) (@00) (0) (0) (0 100) (© (0 (0

Tab. 11 Semiquantitative Auswertung der Reaktionen des Stromas und der Tumorzellen von 14
Seminomen des Hodens mit CD34 und o-SMA in Abhdngigkeit von Ausdehnung und Verhalten
des Primdrtumors (pT1 und pT2/3) nach TNM (n (%))
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Abb. 2 Immunhistochemie CD34: CD34" Fibrozyten bilden im normalem Hoden
ein dichtes retikuldres Netzwerk um die Tubuli seminiferi sowie um die
Leydigzellen im Interstitium (rechts). Das Seminom hingegen (links) zeigt keine

CD34* Fibrozyten in seinem Stroma.
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Abb. 3 Immunhistochemie CD34: Das Stroma nah der Seminomzellen (links)
weist im Vergleich zum normalen Hoden (rechts) keine CD34% Fibrozyten mehr
auf. Nur Gefifsendothelien reagieren im Tumorstroma positiv fiir CD34.
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Abb. 4 Immunhistochemie a- SMA. In der Lamina Propria des normalen Hoden
(rechts) zeigen sich konzentrisch angeordnete a-SMA-reaktive Myofibroblasten.
Auch die Myoepithelien der Gefiifle sind positiv fiir a-SMA( rechts oben).

.5 Immunhzstochemzsche Doppelfarbung CD34 und o- SMA Abrupter Verlust
der CD34% Fibrozyten im Stroma des Seminoms (links). Dafiir erscheinen
zahlreiche parallel angeordnete a-SMA-reaktive Myofibroblasten im Tumorstroma.
Im normalen Hoden (rechts) ist das Stroma reich an CD34" Fibrozyten.
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Abb 6 Immunhistochemische Doppelfarbung von CD34 und o- SMA Es Stellen
sich  zwei verschiedene Zelltypen nebeneinander dar: a-SMA-reaktive
Myofibroblasten im Tumorstroma (mitte) und CD34% Fibrozyten im normalen
Stroma des Hodens (rechts). Auch die Lamina Propria und die Myoepithelien der
Gefifse des normalen Hodens sind positiv fiir a-SMA.

TGF- und SPARC: SPARC zeigte in Seminomen eine sehr heterogene Reaktion. In 10
der 14 Fille konnte man im Tumorstroma in unterschiedlich hohem Anteil SPARC-
positive Zellen nachweisen, wobei davon nur in 2 dieser 10 Félle eine iiberwiegend
positive Reaktion feststellbar war (Tab. 12). Die restlichen Félle zeigten lediglich fokale
Ansammlungen oder gar keine Reaktion. Eine positive Reaktion der Seminomzellen
selber konnte in 6 von 14 Fillen gezeigt werden. In diesen Féllen war die Mehrheit der
Tumorzellen positiv. Eine Korrelation zwischen intrazellularer und stromaler Reaktion
bestand nicht. Im Stadium pT1 lieBen sich intrazellulédr in 3 von 10 Féllen eine positive
Reaktion fiir SPARC nachweisen, in hoheren Stadien in 3 von 4 Fallen. Fiir TGF- wies
das Stroma der Seminome keinerlei Reaktivitit auf, lediglich Leydigzellen zeigten wie

im normalen Hoden eine positive Reaktion mit dem verwendeteten Antikdrper.
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SPARC TGF-i

- -/+ +/- + - -+ H- +

Tumorstroma » 4 8 2 0 14 0 0 0
(%) (29 7 (14 () (100) (0) (O (0

pT1 n 3 6 1 0 10 0 0 0
(%)  (30)  (60) (10) (0) 100) (©  © @ (0)

pT2/ pT3 n 1 2 1 0 4 0 0 0
(%) (25 (50) (25 (0) (100) (0) (O (0

Tumorzellen n 8 0 1 5 14 0 0 0
() 7 (0 () (36) 100) (©  © @ (0)

pT1 n 7 0 0 3 10 0 0 0
()  (70)  (0) (0) (30) 100) (©  © @ (0)

pT2/ pT3 n 1 0 1 2 4 0 0 0
(%) (25 (0) (25 (50) 100) (©  © @ (0)

Tab. 12 Semiquantitative Auswertung der Reaktionen des Stromas und der Tumorzellen von 14
Seminomen des Hodens mit SPARC und TGF-f8 in Abhdngigkeit von Ausdehnung und Verhalten
des Primdrtumors (pT1 und pT2/3) nach TNM (n (%))
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Abb. 7 Immunhistochemie SPARC: Im normalen Hoden zeigen Keimepithel und
Sertolizellen der Tubuli Seminiferi sowie Leydigzellen im Interstitium eine

spezifische Reaktion fiir SPARC. Das Stroma hingegen zeigt keine Reaktion fiir den
verwendeten Antikorper.
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Abb. 8 Immunhistochemie SPARC: Die Zellen des Seminoms (links) zeigen eine
positive Reaktivitdt fiir SPARC. Das Tumorstroma hingegen weist nur in einzelnen
Fillen eine positive Reaktivitit auf. Endothelien zeigen sich postiv fiir SPARC.
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Abb. 9 Immunhistochemie SPARC: Die Zellen des Seminoms zeigen intrazelluldr
eine starke Reaktivitdt fiir SPARC. Das Stroma nahe des Tumors (links) reagiert in

nur wenigen Fdllen mit dem verwendeten Antikérper.
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Abb. 10 Imnhistohemie T GF.' Leydigzellen zeigen konstaneine positive
Reaktivitdt fiir TGF-f. Stroma, Keim- und Stiitzepithel zeigen hierfiir keinerlei
Reaktion.

) - ak LRS- § R 4 o
Abb. 11 Immunhistochemie TGF-f3: Fiir TGF-f3 weist das Stroma der Seminome
(links oben) keinerlei Reaktivitdt auf- Im normalen Hoden (rechts) reagieren

lediglich Leydigzellen positiv.
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4.2. CD34% Fibrozyten und o-SMA-reaktive Myofibroblasten in Prostata,
Samenblase und Ductus deferens

4.2.1 Normale Prostata
CD34% Fibrozyten und o-SMA-reaktive Myofibroblasten: CD34" Fibrozyten konnten

im Stroma der normalen Prostata nur in geringen Mengen nachgewiesen werden. Die
Prostata bestand in erster Linie aus a-SMA-positiver glatter Muskulatur, die mit der
fibromuskuldren Organkapsel zusammenhing. Im Stroma zwischen der Muskulatur
waren keine CD34" Fibrozyten zu beobachten. Zwischen der glatten Muskulatur zeigten
sich Prostatadriisen, in deren Néhe nur in 3 von 30 Fillen fokale Ansammlungen von
CD34*% Fibrozyten nachweisbar waren (Tab. 13). Diese fand man parallel zur
Basalmembran angeordnet in direkter Néhe zum Prostataepithel. Unterschiede
beziiglich des Aktivitdtszustandes des Prostataepithels konnten hier nicht beobachtet
werden. Eine hohere Dichte an Fibrozyten lie sich regelmiBig in der Ndhe arterieller
GefiBe, unregelmiBiger und in geringerer Auspragung auch in Nédhe venOser Gefille
ausmachen. Mit zunehmenden Abstand von diesen Strukturen nahm die Dichte dieser
Zellen ab. Das periprostatische Stroma bestand aus einem lockeren Netzwerk von
CD34" Fibrozyten parallel zu eclastischen Fasern, vielen o-SMA-positiven glatten
Muskelzellen sowie zahlreichen GefdBen und Nerven. Hier lie sich in der normalen
Prostata die hochste Dichte an CD34" Fibrozyten ausmachen. In allen untersuchten
Féllen zeigten die Endothelien fiir Lymph- und Blutgefd3e eine charakteristische und
starke Reaktion mit dem CD34-Antikorper. Die wenigen Fibrozyten im Stroma der
normalen Prostata zeigten schlanke Zellleiber mit kompakten, ldnglichen Zellkernen.
Die Zellen zeigten iiberwiegend bipolare schlanke Zellausldaufer. a-SMA-reaktive
Myofibroblasten kamen in der normalen Prostata nicht zur Darstellung (Tab. 13),
wohingegen die glatte Muskulatur der Gefde und des Stromas eine starke spezifische

Reaktion mit dem Antikorper zeigte.
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CD34 o-SMA
- -+ - + - -+ - +
Stroma n 27 3 0 0 30 0 0 0
(%) (90 (10) () (0 1e0) © (© (0
Epithel = 30 0 0 0 30 0 0 0
(%) (100) (0) (0 (0 1eo) (© (O (0

Tab. 13 Semiquantitative Auswertung der Reaktionen des Stromas und der Epithelzellen der
normalen Prostata mit CD34 und a-SMA (n (%))
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Abb. 12 Immunhistochemie CD34: CD34" Fibrozyten lassen sich im Stroma der
normalen Prostata kaum nachweisen. Zwischen der glatten Muskulatur zeigt sich
das Prostataepithel. Endothelien von Gefiflen zeigen eines starke charakteristische
Reaktion mit CD34.
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Abb. 13 Immunhzstochemle a-SMA Das Stroma der normalen Prostata besteht

vornehmlich aus Fasern a-SMA-positiver glatter Muskulatur, die hier quer
angeschnitten sind. Die Kollagenfasern des Stromas zeigen keine Positivitdt

Abb. 14 Immunhzstochemzsche Doppelfarbung von CD34 und a-SMA : Das Stroma
der Prostata besteht in erster Linie aus a-SMA-positiver glatter Muskulatur. Im
Stroma zwischen der Muskulatur sind kaum CD34% Fibrozyten zu beobachten.
Lediglich Gefdfiendothelien zeigen ihre charakteristische Reaktion fiir CD34.
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TGF-f3 und SPARC: TGF-8 lieB sich in deutlich schwankender Auspragung im normalen
Prostataepithel, nicht jedoch im Stroma der Prostata nachweisen. SPARC lief3 sich nicht

im Stroma, aber dafiir in den Endothelien der Arteriolen und Kapillaren nachweisen

(Tab. 14).
SPARC TGF-B
- -+ H- + - -+ - +
Stroma n 30 0 0 0 30 0 0 0
(%) (100) (0) (0 (0 100) (©) © (0
Epithel n 30 0 0 0 1 10 14 5
(%) | (00)  (0) (0) (0) 3 @3 @n dan

Tab. 14 Semiquantitative Auswertung der Reaktionen des Stromas und der Epithelzellen der
normalen Prostata mit SPARC und TGF-f3 (n (%))

Abb. 15 Immunhistochemie SPARC: Im Stroma der normalen Prostata und im
Prostataepithel (rechts) zeigt sich keine positive Reaktion fiir SPARC. Jedoch sind
die Endothelien der Arteriolen und Kapillaren, wie im mittig im Bild zu sehen,

positiv fiir diesen Antikorper.
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h zu erkennen, dass TGF-f in
deutlich schwankender Ausprdigung im Epithel der normalen Prostata
nachzuweisen ist. Eine Korrelation hinsichtlich des Aktivititszustandes des

Prostataepithels konnte nicht beobachtet werden. Das Stroma zeigt sich negativ fiir
TGF-f3.

- 3

Abb. 16 Immunhistochemie T GF-f3: Hir ist deutlic
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4.2.2. Adenokarzinom der Prostata

CD34" Fibrozyten und a-SMA-reaktive Myofibroblasten: In 22 der 32 Fille konnte ein
neues Auftreten von CD34" Fibrozyten im Stroma des Prostatakarzinoms beobachtet
werden (Tab. 15). In 11 dieser 22 Fille zeigte 50-90% des Tumorstromas eine positive
Reaktion, die anderen 11 Fille lediglich fokal. Das Verteilungsmuster stellte sich in
allen 22 Fillen inhomogen dar. So fanden sich einerseits fokale Ansammlungen,
andererseits diffus zwischen den Karzinomzellen verteilte CD34" Fibrozyten. In
Arealen mit rundlichen, adenomatdosen Tumorformationen schienen zarte CD34*
Fibrozyten die Tumore ringformig zu umgeben, so dass sich ein honigwabenartiges
Netz aus diesen Zellen darstellte. Eine homogene Reaktion des gesamten Tumorstromas
mit dem CD34-Antikorper war in keinem Fall nachweisbar. Eine Assoziation zwischen
dem Auftreten der CD34" Fibrozyten und der Lokalisation des Karzinoms innerhalb der
Prostata konnte nicht beobachtet werden. In 10 von insgesamt 32 Féllen traten im
Stroma des Prostatakarzinoms keine CD34" Fibrozyten auf (Tab. 15). Alleinig
Endothelien von Blut- und Lymphgefiflen zeigten in allen untersuchten Féllen eine
charakteristische Reaktion mit dem CD34-Antikorper. CD34* Fibrozyten stellten sich
im Stroma des Prostatakarzinoms als schlanke Zellen mit schmalen Zellleibern und
kompakten, langlichen Zellkernen dar, die iiberwiegend bipolar angeordnet waren. Sie
schienen zu benachbarten Zellen iiber ihre dendritischen Zellausldufer in Verbindung zu
stehen.

In 7 der 32 Fille lieBen sich fokal a-SMA-positive Zellen im Stroma der
Adenokarzinome nachweisen (Tab. 15). Diese entsprachen morphologisch
Myofibroblasten und besalen einen plumpen, spindelférmigen Aufbau. Sie erwiesen
sich sowohl in An- als auch in Abwesenheit von CD34* Fibrozyten als nachweisbar. In
Arealen, in denen sowohl CD34* Fibrozyten als auch a-SMA-reaktive Myofibroblasten
vorkamen, zeigte die Doppelfarbung, dass es sich hier um 2 verschiedene
Zellidentitdten handelte. Eine Unterscheidung a-SMA-reaktiver Myofibroblasten von o-
SMA -positiver glatter Muskulatur erwies sich teilweise als schwierig, jedoch lieen sich
in 25 der 32 Félle vornehmlich kréftige Biindel von glatter Muskulatur zwischen den
Tumorfronten darstellen, sodass hier ein Auftreten von o-SMA-reaktiven
Myofibroblasten eher unwahrscheinlich erscheint. Ausschlieen kann man dies jedoch

nicht.
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CD34 o-SMA
- s+ -+ - S+ - F
Tumorstroma n 10 11 11 0 25 7 0 0
(%) G G4 G4 (0 78 (22 (©) (O
Tumorzellen » 32 0 0 0 32 0 0 0
(%)  (100) (0) (0) (0) 100) (© (0O (0

Tab. 15 Semiquantitative Auswertung der Reaktionen des Stromas und der Tumorzellen von 32
Adenokarzinomen der Prostata mit CD34 und a-SMA (n (%))

Im Fall des Prostatakarzinoms soll zusétzlich diskutiert werden, ob der Nachweis von
stromalen CD34" Fibrozyten mit der Prognose dieser Tumorart korrelieren konnte.
Hierfiir wurden die Fille hinsichtlich des Lymphknotenstatus (Tab. 16), der Ausdehnung
des Primartumores (Tab. 17) und des Gleason-Scores (Tab. 18) genauer untersucht.

Eine positive Reaktion fiir CD34 trat im Tumorstroma bei Patienten mit regionalen
Lymphknotenmetastasen pN1 (in 75% der Fille), mit hoherem Gleason Score zwischen
7-10 (in 85% der Fille) und der Ausdehnung pT3/pT4 (in 84% der Fille) jeweils
hdufiger in Erscheinung als bei Patienten ohne Lymphknotenmetastasen pNO (in 58%
der Fille), eines niedrigeren Gleason-Scores zwischen 5-6 (in 58% der Félle) und im
Stadium pT2 (in 46% der Félle). Am deutlichsten war der Unterschied in Abhéngigkeit
von der Ausdehnung des Primédrtumors (pT2 zu pT3/pT4) zu vermerken. Ein positiver
Befund hinsichtlich a-SMA-reaktiver Myofibroblasten konnte ausschlieBlich im
Stadium pN1 und pT3/4 gefunden werden, wihrend hingegen bei pNO und pT2 keine
Zellen dieser Art nachweisbar waren. Beziiglich des Entdifferenzierungsgrades waren
Myofibroblasten ebenso hédufiger in schlecht differenzierten Karzinomen (Gleason 7-10)

zu finden als in mittelgradig differenzierten Karzinomen (Gleason 5-6).
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CD34 o-SMA

- s+ -+ - S+ - F

Tumorstroma n 10 11 11 0 25 7 0 0
(%) G G4 G4 (0 78 (22 (©) (O

pNO n 5 4 3 0 12 0 0 0
(%) 42) (33) (25 (0 (100)  (0) (0) (0)

pN1 n 5 7 8 0 13 7 0 0
(%) (25 (35 @0 (0 65 (35 (©) (O

Tumorzellen » 32 0 0 0 32 0 0 0
(%) (@00) (0) (0) (0) (100) (© (0 (0

pNO n 12 0 0 0 12 0 0 0
(%) (100) (0) (0) (0) 1e0) (© (O (0

pN1 n 20 0 0 0 20 0 0 0
(%) (100) (0) (0) (0) (100) (©) (0 (0

Tab. 16 Semiquantitative Auswertung der Reaktionen des Stromas und der Tumorzellen von 32
Adenokarzinomen der Prostata mit CD34 und a-SMA in Abhdngigkeit von Fehlen (pNO) bzw.
Vorhandensein (pN1) von regionalen Lymphknotenmetastasen nach TNM (n (%))

CD34 o-SMA

- -+ | H- |+ - -+ -+

Tumorstroma 7 10 11 11 0 25 7 0 0
(%) G G4 G4 (0 78 (22 (©) (O

pT2 n 7 4 2 0 13 0 0 0
(%) 4 @1 (15 (0 (100)  (0) () (O

pT3 n 3 5 9 0 10 7 0 0
(%)  (18) (29 (583) (0) 59 @nH  (©) (O

pT4 n 0 2 0 0 2 0 0 0
(%) (0) @00) (0) (0) 1e0) (© (O (0

pT3/4 n 3 7 9 0 12 7 0 0
(%) (16) (37) @7 (0 63 (37 (O (0

Tumorzellen 32 0 0 0 32 0 0 0
() (@00) (0) (O (0 1e0) © (O (0

pT2 n 13 0 0 0 13 0 0 0
(%) (100) (0) (0) (0 (100)  (0) (0) (0

pT3 n 17 0 0 0 17 0 0 0
(%) (100) (0) (0) (0) (100) (© (0O (0

pT4 n 2 0 0 0 2 0 0 0
() (A00) (0) (O | (0) 1e0) (© (O (0

pT3/4 n 19 0 0 0 19 0 0 0
(%) (A00) (0) (0  (0) (100) (© (0O (0

Tab. 17 Semiquantitative Auswertung der Reaktionen des Stromas und der Tumorzellen von 32
Adenokarzinomen der Prostata mit CD34 und o-SMA in Abhdngigkeit von Ausdehnung und
Verhalten des Primdrtumors nach TNM (n (%))
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CD34 o-SMA
- -+ - + - 4+ 4 +

Tumorstroma »n 10 11 11 0 25 7 0 0

(%) 3L (G4 G4 (0 78 (22 (©) (O
GS 5-6 n 8 3 8 0 17 2 0 0

(%) 42) (16) “42) (0 8% {11 () (0
GS 7-10 n 2 8 3 0 8 5 0 0

(%) (15) (62) (23) (0) (62) (3% () (O
Tumorzellen » 32 0 0 0 32 0 0 0

(%) (100) (0)  (0) (0 100y (©) (© (O
GS 5-6 n 19 0 0 0 19 0 0 0

(%) (100) (0) (0) (0) (1000 ©) (0 (0
GS 7-10 n 13 0 0 0 13 0 0 0

(%) (A00) (0  (© () 100y (©0) (O (O
Tab. 18 Semiquantitative Auswertung der Reaktionen des Stromas und der Tumorzellen von 32
Adenokarzinomen der Prostata mit CD34 und oa-SMA in Abhdngigkeit vom

Entdifferenzierungsgrad nach Gleason (n (%))

darstellt.
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Abb. 17 Immunhistochemie CD34: Im Stroma des Prostatakarzin
neues Auftreten von CD34% Fibrozyten beobachtet werden. In Arealen mit
glanduliren Tumorformationen scheinen dicht gelagerte zarte CD34" Fibrozyten
die Tumore ringférmig zu umgeben, so dass sich ein honigwabenartiges Netz

\

oms kann ein



Abb 18 Immunhistochemie a-SMA: Im Stroma der Adenokarzinome lassen sich
nur noch vereinzelt a-SMA-positive Zellen darstellen, die nach morphologischen
Kriterien am ehesten glatter Muskulatur entsprechen.

. ; X L 2 “ 'ﬂ A‘é‘
Abb. 19 Immunhzstochemzsche Doppelfarbung von CD34 und a-SMA: Im Stroma
des Prostatakarzinom erscheinen reichlich inhomogen verteilte CD34" Fibrozyten,
die sich im normalen Stroma nicht darstellen. Daneben ldsst sich a-SMA-reaktive
glatte Muskulatur (hier im Querschnitt) zwischen den Tumorfronten darstellen.
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Abb. 20 Immunhistochemische Doppelfirbung von CD34 und a-SMA: Im Stroma
von Karzinomen eines hoheren Gleason-Scores (unten) zeigen sich reichlich
CD34* Fibrozyten. Daneben zeigt die Doppelfirbung einzelne teilweise zart
anmutende o-SMA-reaktive Zellen (links unten), die nach morphologische
Kriterien auch a-SMA-reaktiven Myofibroblasten entsprechen kénnten.

TGF-f3 und SPARC: Eine fokale Reaktivitit des Tumorstromas fiir SPARC konnte in
einem Viertel der 32 Fille nachgewiesen werden. Die iibrigen Fille zeigten keine
stromale Reaktion fiir den SPARC-Antikorper. Lediglich in den Endothelien von
Arteriolen und Kapillaren war dieser Antikdrper nachzuweisen. Ein rdumlich vereintes
Auftreten von a-SMA- und SPARC-positiven Stromazellen kam nicht zur Darstellung.
TGF-B fand man in deutlich variablem AusmaBl in den Tumorzellen der
Adenokarzinome. In der Mehrzahl der Félle stellten sich hier mehr als 50% der
Tumorzellen als TGF-B-positiv dar. SPARC war in dem jeweils hoheren Tumorstadium
oder Entdifferenzierungsgrad im Stroma hédufiger vertreten. Bei TGF- hingegen lieBen
sich keine Assoziationen beziiglich der Ausdehnung oder der Differenzierung

nachvollziehen.
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SPARC TGF-B

- S+ 4+ - -+ -+

Tumorstroma n 24 8 0 0 32 0 0 0
(%) (75 (25 (O (0 1e0) (© (O (0

pNO n 10 2 0 0 12 0 0 0
(%) B3 A7)  (0)  (0) 100) (© (0O (0

pN1 n 14 6 0 0 20 0 0 0
(%) (@70) (@30) () (0 1e0) (© (O (0
Tumorzellen n 32 0 0 0 1 5 14 12
(%) (@00) (0) (0) (0) (3) (16) @4 (39)

pNO n 12 0 0 0 1 3 5 3
(%) (100) (0) (0) (0) ®) (25 @2) (25

pN1 n 20 0 0 0 0 2 9 9
(%) (100) (0) (0) (0) 0) (10) @45 @

Tab. 19 Semiquantitative Auswertung der Reaktionen des Stromas und der Tumorzellen von 32
Adenokarzinomen der Prostata mit SPARC und TGF-f3 in Abhdngigkeit von Fehlen (pN0O) bzw.
Vorhandensein (pN1) von regionalen Lymphknotenmetastasen nach TNM (n (%))

SPARC TGF-B

- -+ | H- |+ - -+ -+

Tumorstroma 7 24 8 0 0 32 0 0 0
(%)  (75) (25 (0  (0) 100) (© (0 (0

pT2 n 11 2 0 0 13 0 0 0
(%) @85 (15 () (0 1e0) (© (O (0

pT3 n 13 4 0 0 17 0 0 0
(%) (76) (24) (0)  (0) (100) (© (0 (0

pT4 n 0 2 0 0 2 0 0 0
(%) (0) @00) (0) (0) 1e0) (© (O (0

pT3/4 n 13 6 0 0 19 0 0 0
(%) (68) (32) (0) (0) (100)  (0) (0) (0
Tumorzellen 32 0 0 0 1 5 14 12
() (@00) (0) (O (0 (3) d6) @4 (39

pT2 n 13 0 0 0 0 2 4 7
(%) (100) (0) (0) (0 0 ds 6 9

pT3 n 17 0 0 0 1 3 9 4
(%) (100) (0) (0) (0) (6) (18) (53) (24

pT4 n 2 0 0 0 0 0 1 1
(%) (@00) (0) (0) (0 ©  ©) (0 G0

pT3/4 n 19 0 0 0 1 3 10 5
(%) (A00) (0) (0  (0) (5)  ad6) (83 (27

Tab. 20 Semiquantitative Auswertung der Reaktionen des Stromas und der Tumorzellen von 32
Adenokarzinomen der Prostata mit SPARC und TGF-f8 in Abhdngigkeit von Ausdehnung und
Verhalten des Primdrtumors nach TNM (n (%))
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SPARC TGF-B

- S+ 4+ - -+ -+

Tumorstroma n 24 8 0 0 32 0 0 0
(%) (75 (25 (O (0 1e0) (© (O (0

GS 5-6 n 16 3 0 0 19 0 0 0
(%) B4 (d6) (0) (0 100) (© (0O (0

GS 7-10 n 8 5 0 0 13 0 0 0
(%) (62) (38 (0) (0 1e0) (© (O (0

Tumorzellen n 32 0 0 0 1 5 14 12
(%) (@00) (0) (0) (0) (3) (16) @4 (39)

GS 5-6 n 19 0 0 0 1 4 9 5
(%) (100) (0) (0) (0) (5) @) @7 (2o

GS 7-10 n 13 0 0 0 0 1 5 7
(%) (100) (0) (0) (0) ©  ®)  (G8 (4

Tab. 21 Semiquantitative Auswertung der Reaktionen des Stromas und der Tumorzellen von 32
Adenokarzinomen der Prostata mit SPARC und TGF-f in Abhdngigkeit vom
Entdifferenzierungsgrad nach Gleason (n (%))

Abb. 21 Immunhistochemie SPARC: Im Grofiteil der Fille zeigt sich beim
Prostatakarzinom keine stromale Reaktion fiir SPARC. Lediglich in den
Endothelien von Arteriolen und Kapillaren ist die charakteristische Reaktion fiir
diesen Antikorper nachzuweisen (oben).
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Abb. 22 Immunhistochemie TGF-f3: In den Zellen des Prostatakarzinoms findet
man eine deutlich positive Reaktion fiir TGF-f5, wobei sich im Grofsteil der Fille
mehr als 50% der Tumorzellen fiir TGF-f3 positiv darstellen. Das Stroma hingegen

zeigt sich vollstindig negativ fiir diesen Antikorper.

4.2.3. Normale Samenblase

CD34" Fibrozyten und o-SMA-reaktive Myofibroblasten: CD34" Fibrozyten lieBen sich
im Stroma der normalen Samenblase nur fokal in 2 von 13 Féllen darstellen. Dafiir
zeigte die Samenblase reichlich a-SMA-positive glatte Muskulatur neben anderen
Bindegewebsfasern, die keine Reaktivitit fiir CD34 aufwiesen. Die sekretorisch aktive
Samenblasenschleimhaut war in viele Nischen unterkammert und beherbergte eine hohe
Dichte an Kapillaren, deren Endothelien eine starke Reaktion mit CD34 aufwiesen. In
ihrer Lamina propria waren neben CD34-positiven Kapillaren blof vereinzelt CD34*
Fibrozyten nachweisbar. Dafiir stellten sich vor allem in den Schleimhautbriicken
regelmaBig locker verteilte a-SMA-reaktive Myofibroblasten dar. Sie besalen einen
plumpen, spindelférmigen Zelleib und ordneten sich zumeist parallel zum
Epithelverlauf an. Im iibrigen Stroma waren keine a-SMA-reaktiven Myofibroblasten
nachweisbar, nur die glatte Muskulatur des Stromas und der Gefille zeigte eine starke

spezifische Reaktion mit dem Glattmuskelaktin-Antikorper. In der Adventitia der
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Samenblase war stets ein lockeres Flechtwerk aus zahlreichen CD34" Fibrozyten
nachweisbar. CD34" Fibrozyten zeigten in der Samenblase den gleichen Aufbau wie

jene im Stroma der normalen Prostata.

CD34 o-SMA
- -+ H- + - -+ - +
Stroma »n 11 2 0 0 3 10 0 0
(%) @ a5  (© (O 23 an  ©O (O
Epithel n 30 0 0 0 30 0 0 0
(%) (100) (0) (0) (0) (100) (0 0) (O

Tab. 22 Semiquantitative Auswertung der Reaktionen des Stromas und der Epithelzellen der
normalen Samenblase mit CD34 und a-SMA (n (%))

Abb. 23 Immunhistochemische Doppelfirbung von CD34 und a-SMA: Im Stroma
der Samenblase finden sich kriftige Fasern a-SMA-positiver Muskulatur (rechts),

CD34* Fibrozyten lassen sich in diesen Arealen nicht darstellen. Lediglich
Gefafsendothlien reagieren positiv fiir CD34.
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Abb. 24 Immunhistochemische Doppelfdrbung von CD34 und a-SMA: In der
Lamina propria der Samenblase sieht man zahlreiche a-SMA-reaktive
Myofibroblasten. CD34™ Fibrozyten sieht man nur sehr vereinzelt und in direkter
Ndhe zu Gefdfen, deren Kapillaren deutlich positiv fiir CD34 sind.

TGF-f3 und SPARC: SPARC konnte man im Stroma der Samenblase gelegentlich in den
Endothelien von Arteriolen und Kapillaren erkennen. TGF-8 konnte in Samenblasen

nicht identifiziert werden.

SPARC TGF-B
- -+ H- + - -+ - +
Stroma n 13 0 0 0 13 0 0 0
(%) (@00) (0) (0) (0 100y (©  © ()
Epithel n 30 0 0 0 13 0 0 0
(%) (100) (0) (O = (0) 100) (©  (©) (0

Tab. 23 Semiquantitative Auswertung der Reaktionen des Stromas und der Epithelzellen der
normalen Samenblase mit SPARC und TGF-f3 (n (%))

4.2.4. Normaler Ductus deferens

CD34™ Fibrozyten und a-SMA-reaktive Myofibroblasten: Im Ductus deferens lieB sich
in 7 von 10 Fillen in der Lamina Propria der Mukosa fokale Ansammlungen von CD34*

Fibrozyten darstellen. Daneben lieBen sich hier kollagene Fasern, vereinzelte glatte a-
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SMA -reaktive Muskelfasern sowie ein hohe Dichte an Kapillaren festmachen, die sich
positiv fir CD34 zeigten. Die 3-schichtige Muskularis bestand aus reichlich a-SMA-
positiver glatter Muskulatur. Parallel zu den Muskelfasern verliefen hier gelegentlich
einzelne CD34" Fibrozyten, die im Vergleich zu den iibrigen Fibrozyten einen auffallig
linglichen und schlanken Zellaufbau zeigten. Teilweise schienen sie die glatten
Muskelfasern mir ihren bipolaren Zellausldufern zu beriihren. Die hochste Dichte an
CD34" Fibrozyten konnte in der Adventitia sowie in direkter Ndhe zu arteriellen
GefdBen ausgemacht werden. In der Adventitia fanden sich zahlreich Nervengeflechte,
die ebenso von CD34*% Fibrozyten umgeben waren. Mit zunehmendem Abstand zu
GefdBen und Nerven nahm die Dichte der Fibrozyten ab. CD34" Fibrozyten besaflen
einen schlanken Zellleib mit einem ldnglich verlaufenden Zellkern. Die Zellen zeigten
sich hier iiberwiegend bipolar. Im Stroma des Ductus deferens waren keine a-SMA-

reaktiven Myofibroblasten auszumachen.

CD34 o-SMA
- -1+ +/- + - -/+ +/- +
Stroma n 3 7 0 0 10 0 0 0
(%) | (30) (70)  (0) (0 1o0) (© (©) (0
Epithel n 10 0 0 0 10 0 0 0
(%) (100) (0) (O (O 100) (© (©) (0

Tab. 24 Semiquantitative Auswertung der Reaktionen des Stromas und der Epithelzellen des
normalen Ductus deferens mit CD34 und o-SMA (n (%))

TGF-f3 und SPARC: In einem Fall konnte eine fokale Reaktivitit des Stromas der
Lamina Propria fiir SPARC vermerkt werden. In den iibrigen Fillen zeigten nur die

Endothelien eine Reaktion mit diesem Antikorper. TGF- wurde hier nicht angeférbt.

SPARC TGF-B
- -1+ +/- + - -/+ +/- +
Stroma n 9 1 0 0 0 0 0 0
(%) | (90) (10) (0) = (0) © © O (©
Epithel n 10 0 0 0 0 0 0 0
(%) (100) (0) (0 (0 © © O (0

Tab. 25 Semiquantitative Auswertung der Reaktionen des Stromas und der Epithelzellen des
normalen Ductus deferens mit SPARC und TGF-f3 (n (%)), TGF-f3 wurde hier nicht gefdrbt.
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4.3. CD34" Fibrozyten und a-SMA-reaktive Myofibroblasten im Penis

4.3.1. Normaler Penis

CD34™" Fibrozyten und a-SMA-reaktive Myofibroblasten: CD34" Fibrozyten machen im
Penis nur einen geringen Anteil des Stromas aus. Die paarig angelegten Corpora
cavernosa bestanden aus Kavernen, die mit CD34-positivem Endothel ausgekleidet
waren. Dazwischen lagen Trabekel aus a-SMA-reaktiven glatten Muskelfasern,
zwischen denen kaum - mit Ausnahme des Stromas in unmittelbarer Nahe der
Arteriolen — CD34" Fibrozyten nachweisbar waren. Das Corpus spongiosum bestand
aus Venen mit variabler Wanddicke, deren Endothel eine positive Reaktivitit fiir den
CD34-Antikorper zeigte. Zwischen den Venen stellten sich vornehmlich
lingsverlaufende o-SMA-reaktive glatte Muskelfasern dar. Im Vergleich zum Corpus
cavernosum zeigte sich hier eine geringere Menge an glatter Muskulatur, dafiir ein
kollagenreicheres Stroma, welches kaum CD34" Fibrozyten aufwies. Lediglich
periarterioldir und in Nidhe der Urethra fand man in 4 von 10 Féllen fokal eine
Ansammlung von CD34" Fibrozyten. In der Lamina propria der Urethra lieBen sich 2
Arten von Fibrozyten erkennen. In den oberen Schleimhautschichten stellten sich sehr
vereinzelt zarte a-SMA-positive Zellen dar, die morphologisch Fibrozyten dhnelten.
Diese fand man parallel zur Basalmembran angeordnet unterhalb des urethralen
Epithels. CD34* Fibrozyten konnten vornehmlich in den tieferen Schichten des
urethralen Stromas nachgewiesen werden, wo sie ein lockeres Netzwerk bildeten. Hier
zeigten sie teilweise multipolare Zellausldufer. Anhand der Doppelfarbung konnte eine
Koexpression von CD34 und a-SMA in einer Zelle ausgeschlossen werden, so dass hier
von 2 verschiedenen Zellidentititen ausgegangen werden kann. In 4 von 6 Féllen wurde
eine fokale Reaktivitdt fir SPARC beobachtet. In der Penishaut konnten CD34*
Fibrozyten nur unregelméBig nachgewiesen werden. In 4 von 7 Fillen fehlten CD34*
Fibrozyten ginzlich. In zwei weiteren Féllen konnten lediglich fokale Ansammlungen
von CD34" Fibrozyten im Stroma der Haut gefunden werden. In einem Fall reagierte
das subepidermale Stroma vollstindig positiv. Die Fibrozyten waren iiberwiegend
bipolar aufgebaut und parallel zur Epidermis angeordnet. Im Praeputium fanden sich
locker verteilte, relativ kurze CD34" Fibrozyten neben vielen Gefden und Nerven. In
der Fascia penis zeigten sich regelméBig locker verteilte CD34" Fibrozyten parallel zu

den Kollagenfasern und a-SMA-reaktiven Muskelbiindeln. In der kollagenfaserreichen
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Tunica albuginea stellten sich nur vereinzelt CD34" Fibrozyten dar, die auch hier
parallel zu den Kollagenfasern angeordnet waren. In allen untersuchten Fillen zeigten
Endothelien fiir Lymph- und BlutgefiaBe eine charakteristische und starke Reaktion fiir
CD34. Unabhéngig von der anatomischen Lokalisation kam in der Ndhe von Gefdfen
regelméBig eine erhohte Dichte konzentrisch angeordneter CD34* Fibrozyten zur

Darstellung. Mit zunehmendem Abstand nahm die Dichte dieser Zellen ab.

CD34" Fibrozyten des normalen Penis besaBen schlanke Zelleiber mit kompakten,
langlichen Zellkernen. Die Zellen zeigten sich vornehmlich bipolar, in der Urethra
gelegentlich auch multipolar. In kollagenfaserreichen Arealen ordneten sie sich parallel
zum Faserverlauf an. Haufig schien es, dass ihre Zellausldufer mit benachbarten CD34*
Fibrozyten in Kontakt standen.

Im Stroma des normalen Penis lieen sich keine a-SMA-reaktiven Myofibroblasten
nachweisen. Alleinig die glatte Muskulatur der Gefdlen und Schwellkorper zeigte eine

spezifische Reaktion mit dem Antikorper.

CD34 a-SMA

- -+ | +/- + - -+ | /- +
Haut- n 4 2 0 1 7 0 0 0
stroma %) 7 29 (©) | (14 (100) (0) 0) 0)
Haut- n 7 0 0 0 7 0 0 0
epithel (%) (100) (0) (0 (0) (100) (0) (0 (0
Stroma n 10 0 0 0 10 0 0 0
Tunica albuginea (%) (100) (0) (0) 0) (100) (0) 0) 0)
Stroma n 0 3 3 0 6 0 0 0
Fascia penis %) (0) | (50) | (50)  (0) 100) (©O) | (0) )
Stroma n 6 4 0 0 10 0 0 0
Spongiosum (%) | (60) | (40)  (0) @ (0) 100) ©  © (O
Stroma n 6 0 0 0 6 0 0 0
Cavernosum (%) (100)  (0) (0) 0) (100) (0) 0) 0
Stroma n 0 1 4 1 6 0 0 0
Urethra %) () (@17) (©6) (17) (100) (0) 0) 0)
Epithel n 6 0 0 0 6 0 0 0
Urethra (%) | (100)  (0) ©) | (0) (100) (0) | (0) 0)

Tab. 26 Semiquantitative Auswertung der Reaktionen des Stromas von Penishaut, Tunica
albuginea, Fascia penis, Corpus spongiosum, Corpus cavernosum und Urethra sowie des
Urethraepithels des normalen Penis mit CD34 und o-SMA ((n (%))
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Abb. 25 Immunhistochemie CD34: Das Corpus spongiosum des Penis besteht aus
Venen mit variabler Wanddicke, deren Endothel eine positive Reaktivitdt fiir CD34
zeigt. Zwischen den Venen stellt sich vornehmlich ein kollagenreiches Stroma ohne
CD34% Fibrozyten dar.

- >
»

Abb. 26 Immunhistochemie a-SMA: Die venésen Gefifle des Corpus spongiosum
des Penis werden von lingsverlaufenden a-SMA-reaktiven glatten Muskelfasern
umgeben. Das iibrige kollagenfaserreiche Stroma firbt sich nicht an.
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Abb 27 ]mmunhlstochemlsche Doppelfarbung von CD34 und a- SMA CD34*
Fibrozyten lassen sich im kollagenfaserreichen Stroma des Schwellkérpers nur in
unmittelbarer Nihe zu den arteriellen Gefifsen (oben rechts) nachweisen. Neben
den Kavernen, die mit CD34% Fibrozyten ausgekleidet sind, zeigen sich die griin
angefirbten Trabekel aus o-SMA-reaktiven glatten Muskelfasern.
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TGF-f3 und SPARC: In der Mehrzahl der Fille wiesen die urethralen Epihelzellen sowie
die paraurethralen Driisen eine positive Reaktivitit fiir TGF-8 auf. Das Stroma des
Penis zeigte keine Reaktivitit fiir TGF-B. SPARC liel sich in den Endothelien der

Schwellkorper, Arteriolen und Kapillaren nachweisen.

SPARC TGF-i

- -+ -+ - -+ H- o+
Haut- n 6 1 0 0 7 0 0 0
stroma (%) | (86) | (14)  (0) @ (0) 100) (©) | ©) @ (0
Haut- n 7 0 0 0 7 0 0 0
epithel (%) (00) (0) (0) (0) 100y ©  (©) (0
Stroma n 10 0 0 0 10 0 0 0
Tunica albuginea (%) (100) (0) @ (0) (0) 100) (©) | ©) @ (0
Stroma n 5 0 1 0 6 0 0 0
Fascia penis %) 83) O A7 | (0 o  ©O O (0
Stroma n 10 0 0 0 10 0 0 0
Spongiosum (%) (A00) (0) () | (0 aoo) ©) O @ (©
Stroma n 6 0 0 0 6 0 0 0
Cavernosum (%) (100) (0) (O @ (0 100) ©) | O @ (0
Stroma n 2 4 0 0 6 0 0 0
Urethra (%) (33) 7)) (©) (0 100) (©) | ©) @ (0
Epithel n 6 0 0 0 1 0 0 5
Urethra (%) 100) (©) O (O a7y ) (©) (83

Tab. 27 Semiquantitative Auswertung der Reaktionen des Stromas von Penishaut, Tunica
albuginea, Fascia penis, Corpus spongiosum, Corpus cavernosum und Urethra sowie des
Urethraepithels des normalen Penis mit SPARC und TGF-8 ((n (%))
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Abb. 28 Imunhistochemie SPARC: In den Endothelien der ‘. Schwelké'ren
Arteriolen und Kapillaren zeigt sich eine positive Reaktion fiir SPARC, eine
stromale Reaktion lésst sich nicht darstellen.

Abb. 29 Immunhistochemie TGF-3: Das Stroma des normalen Penis ist frei von
TGF-f. Lediglich eine einzelne Mastzelle (oben) zeigt eine charakteristische
intrazelluldre Reaktivitdt fiir TGF-f.
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4.3.2. Karzinome und Carcinoma in situ des Penis

a) Carcinoma in situ

CD34™ Fibrozyten und a-SMA-reaktive Myofibroblasten: Im Stroma des Carcinoma in
situ des Penis waren keine CD34" Fibrozyten nachweisbar. Lediglich Gefd3endothelien
stellten sich CD34-positiv dar. Da in diesem Priparat im gesunden Stroma des
Plattenepithels keine CD34" Fibrozyten nachzuweisen waren, kann dies formal nicht als
Verlust von Fibrozyten gewerten werden. In den Carcinoma in situ-nahen Stromaarealen
zeigten sich zahlreiche parallel angeordntete, plumpe, spindelférmige a-SMA-reaktive
Myofibroblasten. Zwischen dem Carcinoma in situ und den o-SMA-reaktiven

Mpyofibroblasten fanden sich grole Lymphozytenansammlungen. Diese waren frei von

Myofibroblasten.
CD34 o-SMA
- s+ H- o+ - s+ -+
Tumorstroma »n 1 0 0 0 0 0 0 1
(%) (100) (0) (©0) (0) ©@ (O (0 (@00
Tumorzellen »n 1 0 0 0 0 0 0 1
(%) (100) (©O) (O (O ©@ O (0 (@100

Tab. 28 Semiquantitative Auswertung der Reaktionen des Stromas und der Zellen des
Carcinoma in situ mit CD34 und a-SMA (n (%))

TGF-f3 und SPARC: Im Stroma des Carcinoma in situ war keine Reaktion fiir SPARC
oder TGF-B nachweisbar. Lediglich Gefaf3-und Lymphendothelien reagierten stark mit
dem SPARC-Antikorper.

SPARC TGF-i3
- -/+ +/- + - -/+ +/- +
Tumorstroma n 1 0 0 0 1 0 0 0
(%) (100) (©) (0) (0 (100) (0) (0) (0)
Tumorzellen # 1 0 0 0 1 0 0 0
(%) 1 (A00) (O () (0 (100) (0) (©) (0)

Tab. 29 Semiquantitative Auswertung der Reaktionen des Stromas und der Zellen des
Carcinoma in situ mit SPARC und TGF-f5 (n (%))
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b) Plattenepithelkarzinom

CD34% Fibrozyten und o-SMA-reaktive Myofibroblasten: In keinem dieser Fille
konnten CD34" Fibrozyten im Stroma des Plattenepithelkarzinoms dargestellt werden.
In einem Fall kamen im gesunden Stroma der Penishaut konstant dicht gelegene CD34"
Fibrozyten zur Darstellung. Am Ubergang zum Karzinom zeigte sich hier ein abrupter
Verlust der CD34*% Fibrozyten. Komplementdr dazu lieBen sich diffuse Anhdufungen
von a-SMA- und SPARC-reaktiven Myofibroblasten im Stroma des Karzinoms
nachweisen. In den iibrigen 8 Fillen konnte formal nicht von einem Verlust der CD34*
Fibrozyten gesprochen werden, da diese im gesunden Stroma der Penishaut kaum oder
nur inkonstant in einem geringen Anteil des Stromas nachzuweisen waren. Lediglich
Gefiaflendothelien zeigten sich konstant CD34-positiv. In 6 der insgesamt 9 Fille lieBen
sich homogen dicht gelagerte o-SMA-reaktiven Myofibroblasten im gesamten
Tumorstroma darstellen. Auffillig zeigte sich hier, dass in 4 von 5 Féllen der Tumoren
im Stadium pT2/pT3 im Stroma eine homogen positive Reaktion von a-SMA-reaktiven
Myofibroblasten auftrat, im niedrigeren Stadium pTl nur in 2 von 4 Fillen.
Lymphozytenreiche Areale waren frei von Myofibroblasten. a-SMA konnte hier nur in

glatter Muskulatur der Schwellkdrper und der Gefédfle nachgewiesen werden.

CD34 a-SMA

- -/+ +/- + - -+ +/- +

Tumorstroma 7 9 0 0 0 3 0 0 6
(%) (100) (0) (O @ (0) (33)  (0) (0) (66)

pTl n 4 0 0 0 2 0 0 2
(%) (100) (0) (0) (0 (50) (0 () (50

pT2/ pT3 n 5 0 0 0 1 0 0 4
(%) (@00) (0) (0) (0) (200 (0)  (0) (80

Tumorzellen n 9 0 0 0 9 0 0 0
(%) (100) (0) (0 (0 (100)  (0) (0) (0

pT1 n 4 0 0 0 4 0 0 0
(%) (100) (0) (0) (0) 100) (© (0O (0

pT2/ pT3 n 5 0 0 0 5 0 0 0
(%) (100) (0) (0) (0 (100)  (0) (0) (0

Tab. 30 Semiquantitative Auswertung der Reaktionen des Stromas und der Tumorzellen von 9
Plattenepithelkarzinomen des Penis mit CD34 und a-SMA in Abhdngigkeit von Ausdehnung
und Verhalten des Primdrtumors (pT1 und pT2/3) nach TNM (n (%))
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Abb. 30 Immunhistochemie CD34: Im Stroma des lattenepithelkarzinoms des
Penis lassen sich keine CD34% Fibrozyten darstellen. Lediglich die Endothelien
der im Tumorstroma gelegenen Gefifie zeigen eine deutlich positive Reaktion.

o e we R NNWESEY | LAl
Abb. 31 Immunhistochemie a-SMA: Im Tumorstroma des Plattenepithelkarzinoms
erscheinen parallel angeordnete o-SMA-reaktive Myofibroblasten, die sich im
normalen Penis nicht darstellen lieffen. Zusdtzlich zeigen sich die Myoepithelien
der Gefdfse positiv.
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Abb. 32 Immunhistochemische Doppelfirbung von CD34 und o-SMA: Das
Tumorstroma des Plattenepithelkarzinoms des Penis ist frei von CD34" Fibrozyten,
dafiir erscheinen reichlich a-SMA-reaktive Myofibroblasten, die sich parallel zum

Tumorstroma anordnen. Beachte die hohere Sensitivitit der Doppelfirbung im
Vergleich zur Einzelfirbung.
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TGF-f3 und SPARC: In 5 der 6 Fille, in denen a-SMA-reaktiven Myofibroblasten im
Tumorstroma auftraten, zeigte sich in diesen Féllen zudem eine Reaktivitét fiir SPARC.
Der Anteil dieser SPARC-positiven Zellen am Stroma variierte stark, wobei die positive
Reaktivitit in allen Stadien (pT1 bis pT3) zu finden war. In 3 der insgesamt 9 Fille
lieBen sich kaum a-SMA- und SPARC-positive Myofibroblasten nachweisen.  Eine
Reaktion mit TGF-B konnte in Mastzellen beobachtet werden, nicht jedoch im

Tumorstroma oder in Tumorzellen.

SPARC TGF-B

- -+ +/- + - -+ +/- +

Tumorstroma n 4 1 1 3 9 0 0 0
(%) @4 A1) dA1nH  (33) (100) (©) (0 (0

pT1 n 2 1 0 1 4 0 0 0
(%)  (50)  (25) (0) (25) 100) © (O (0

pT2/ pT3 n 2 0 1 2 5 0 0 0
(%) (40) (0) (20) (40 (100) (©) (0 (0

Tumorzellen » 9 0 0 0 9 0 0 0
(%) (@00) (0) (O) (0 100) (© (O (0

pT1 n 4 0 0 0 4 0 0 0
(%) (100) (0) (0) (0) (100) (© (0 (0

pT2/ pT3 n 5 0 0 0 5 0 0 0
(%) (@00) (0) (0) (0 100) (© (0 (0

Tab. 31 Semiquantitative Auswertung der Reaktionen des Stromas und der Tumorzellen von 9
Plattenepithelkarzinomen des Penis mit SPARC und TGF-f3 in Abhdngigkeit von Ausdehnung
und Verhalten des Primdrtumors (pT1 und pT2/3) nach TNM (n (%))
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Abb. 33 Immunhistochemie SPARC: Im Grofsteil der Fille ldsst sich im Stroma des
Plattenepithelakrzinoms eine positive Reaktivitdt fiir SPARC nachweisen. Zudem
zeigten auch die Endothelien der Gefdfie eine charakteristische Reaktion mit dem
verwendeten Antikorper.

. Wi Sy
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Abb. 34 Immunhistochemie TGF-f3: Eine Reaktion kann weder im Stroma noch in
den Tumorzellen des Plattenepithelkarzinoms nachgewiesen werden. Nur
Mastzellen zeigen eine charakteristische Reaktion fiir TGF-f3 (rechts unten).

59



¢) Urothelkarzinom der penilen Urethra

CD34* Fibrozyten und a-SMA-reaktive Myofibroblasten: In der vorliegenden Studie
wurden 3 Urothelkarzinome der penilen Urethra untersucht. Diese zeigten zum Teil
heterogene Reaktionen, die auf das Wachstumsmuster der Karzinome zuriickzufiihren
waren. In zwei Fillen handelte es sich um infiltrierend wachsende Urothelkarzinome, in
deren Stroma- also meist im Gebiet der an CD34" Fibrozyten-reichen Urethra- keine
CD34" Fibrozyten nachgewiesen werden konnten. In direkter Ndhe zu den Tumorzellen
stellten sich plumpe, spindelformige a-SMA-reaktive Myofibroblasten dar. Beim dritten
Fall handelte es sich um ein Urothelkarzinom, das sich innerhalb des Lumens der
Schwellkorperkavernen ausbreitete, jedoch nicht das umgebende Stroma infiltrierte.
Hier konnte keine Veranderung der CD34" Fibrozyten- Population im Vergleich zum
normalen Penisgewebe festgestellt werden: Im Stroma der Urethra fanden sich
reichlich CD34" Fibrozyten in direkter Ndhe zu den intraluminal wachsenden
Tumormassen. Mit zunehmendem Abstand zur Urethra nahm die Dichte dieser Zellen
ab. In der Peripherie des intraluminal durchsetzten Corpus spongiosum waren keine
CD34* Fibrozyten mehr nachweisbar. a-SMA-reaktive Myofibroblasten lagerten sich
parallel zu den Schwellkorperendothelien an und konnten nur in CD34" Fibrozyten-
reichen Gebieten in Ndhe zum intraluminalen Tumor dargestellt werden. In der

Doppelfarbung stellten sich in diesem Areal zwei komplett verschiedene Zelltypen dar.

CD34 o-SMA
- S+ -+ - -+ -+
Tumorstroma n 2 0 1 0 0 1 1 1
()  (67) (0 (33) (0 0 33 @33 @33
Tumorzellen » 3 0 0 0 3 0 0 0
(%) 1 (A00) (0 (0) (0 (100) (0) (O0) (0)

Tab. 32 Semiquantitative Auswertung der Reaktionen des Stromas und der Tumorzellen des
Urothelkarzinoms der penilen Urethra mit CD34 und o-SMA (n (%))

TGF-f und SPARC: In den Stromaarealen in Ndhe des intraluminal wachsenden
Urothelkarzinoms zeigte das Stroma zudem eine positive Reaktivitidt fiir SPARC,
wihrend das Stroma der beiden invasiven Urothelkarzinome keine SPARC-Reaktivitét
zeigte. Die Karzinomzellen wiesen in 2 Féllen unabhingig vom Wachstumsmuster eine

positive Reaktivitét fiir TGF-B auf.
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SPARC TGF-B
- S+ -+ - -+ -+
Tumorstroma n 2 0 1 0 3 0 0 0
(%) (67) () (33) (0 100) () (©) (0
Tumorzellen # 3 0 0 0 1 0 0 2
(%) 1 (A00) (0 (0) (0 (33)  ©) O (67)

Tab. 33 Semiquantitative Auswertung der Reaktionen des Stromas und der Tumorzellen des
Urothelkarzinoms der penilen Urethra mit SPARC und TGF-f (n (%))

d) Malignes Melanom
CD34™" Fibrozyten und a-SMA-reaktive Myofibroblasten: In dem malignen Melanom

des Penis zeigte sich ein kompletter Verlust der CD34" Fibrozyten. Lediglich
Gefdflendothelien waren CD34-positiv. Hier konnten keine o-SMA-reaktive

Myofibroblasten im Stroma des Melanoms dargestellt werden.

CD34 o-SMA
- -+ -+ - S+ H- o+
Tumorstroma n 1 0 0 0 1 0 0 0
(%) (100) (©) (0) (0 (100) (0) (©) (0)
Tumorzellen » 1 0 0 0 1 0 0 0
(%) (@00) (0 (O (0 (100) (0 (©)  (0)

Tab. 34 Semiquantitative Auswertung der Reaktionen des Stromas und der Tumorzellen von
einem Malignen Melanom des Penis mit CD34 und o-SMA (n (%))

TGF-f3 und SPARC: Der Grofiteil der Melanomzellen wies intrazelluldr eine starke
positive Reaktivitdt fiir SPARC auf, wihrend das Tumorstroma keine Reaktion zeigte.

Fir TGF-B war sowohl im Stroma als auch in den Tumorzellen keinerlei Reaktivitiat zu

vermerken.
SPARC TGF-B
- -+ - + - -+ - +
Tumorstroma »n 1 0 0 0 1 0 0 0
(%) (100) (0) (©) (0) 100) (0  (0) (0
Tumorzellen »n 0 0 0 1 1 0 0 0
%) O (O (O (@100) 100) () () (0

Tab. 35 Semiquantitative Auswertung der Reaktionen des Stromas und der Tumorzellen des
Malignen Melanoms des Penis mit SPARC und TGF-f3 (n (%))
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5. Diskussion

CD34* Fibrozyten bilden beim Menschen einen grundlegenden Bestandteil des Stromas
vieler Organe. Sie lassen sich im Stroma des Gastrointestinaltrakts, des Urogenitaltrakts
und des Respirationstrakts sowie im Stroma von Haut, Mamma, Schilddriise, Herz,
Peritoneum und Cornea nachweisen (Tab. 1). Uber das Vorkommen und die Verteilung
der CD34" Fibrozyten in den Organen des ménnlichen Genitaltrakts war zum Zeitpunkt
der Durchfithrung dieser Studie nur wenig bekannt. Lediglich Kuroda und Kollegen
beschrieben CD34" Fibrozyten im normalen Hoden (Kuroda et al., 2004).

Ziel dieser an Archivmaterial durchgefiihrten Studie war es, erstmals eine Ubersicht
tiber das Vorkommen von CD34" Fibrozyten im ménnlichen Genitaltrakt zu geben und
die Unterschiede der Stromazellpopulationen, speziell hinsichtlich CD34" Fibrozyten
und o-SMA-reaktiver Myofibroblasten, in normalem und malignem Gewebe zu
veranschaulichen. Dazu wurde normales und malignes Gewebe von Hoden, Prostata,
Samenblase, Samenleiter und Penis untersucht und beziiglich des Verteilungsmusters
der CD34" Fibrozyten mit dem der a-SMA-reaktiven Myofibroblasten semiquantitativ
und anhand der Doppelfarbung qualitativ verglichen.

CD34* Fibrozyten lieBen sich im normalen Hoden, Prostata, Samenblase, Samenleiter
und Penis in unterschiedlicher Hiufigkeit nachweisen. In allen von uns untersuchten
Organen liefl sich konstant eine hohe Dichte an Fibrozyten in Umgebung arterieller
Gefdlle, in weniger starker Auspragung auch in Umgebung vendser Gefdlle ausmachen.
Diese Beobachtung veranlasste Nakayama und Kollegen dazu, Fibrozyten als
“adventitial fibroblastic cells* zu bezeichen (Nakayama et al., 2003). Insgesamt wiesen
Organe mit einem hohen Gehalt an glatter Muskulatur (Prostata, Samenblase, Ductus
deferens und Penis) in ihrem Stroma geringere Mengen an ortsstindigen CD34"
Fibrozyten auf als der Hoden, in dem massenhaft ortsstindige CD34" Fibrozyten zu
finden waren. Dies muss beziiglich der vergleichenden Beurteilung der CD34"
Fibrozyten im Stroma von normalem und malignem Gewebe beachtet werden. Daher
darf ein Fehlen dieser Zellen in diesen Organen nie als Kriterium fiir Malignitét

gewertet werden.
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Ein stromaler Verlust der CD34% Fibrozyten liel sich in den durchgefiihrten
Untersuchungen im Seminom des Hoden sowie im Plattenepithelkarzinom,
Urothelkarzinom und Malignem Melanom des Penis beobachten, nicht jedoch beim
Prostatakarzinom. Dies zeigte erstaunlicherweise in seinem karzinomnahen Stroma ein
gehduftes Auftreten von CD34* Fibrozyten. Gleichzeitig konnte in allen untersuchten
Karzinomen- mit Ausnahme des Malignen Melanoms des Penis - auch ein Auftreten
von a-SMA-reaktiven Myofibroblasten beobachtet werden. Angesichts ihrer
Beteiligung am Stromaumbau dieser Karzinome stellen CD34" Fibrozyten eine
potentielle Zielstruktur fiir die Behandlung maligner Tumore des maéannlichen
Genitaltrakts dar. Aufgrund des verdnderten Verteilungsmusters in Karzinomen des
ménnlichen Genitaltrakts erleichtert die An- oder Abwesenheit dieser Zellen die
differentialdiagnostische Begutachtung in der histopathologischen Diagnostik. Auf die
einzelnen Organe und die zugehorigen Karzinome soll spéter genauer eingegangen

werden.

5.1. Pathogenese des Stromaumbaus

Der karzinomassoziierte Verlust der CD34% Fibrozyten ist aber nicht allein auf die
Karzinome des maénnlichen Genitaltrakts beschriankt, vielmehr wurden &dhnliche
Ergebnisse beim Basalzellkarzinom und Malignem Melanom der Haut sowie in
Karzinomen der Mamma, der Lunge, der Mundhohle, des Pharynx und des Larynx, des
Magen und Dickdarms, des Pankreas, der Harnblase und der Cervix uteri iiberliefert
(Tab. 2). Man misst diesen stromalen Verdnderungen mit einem Verlust der CD34"
Fibrozyten und einem Gewinn an a-SMA-reaktiven Myofibroblasten eine substanzielle
Bedeutung im Rahmen der Pathophysiologie eines malignen Wachstums zu. Es ldsst
mutmaBen, dass das Fehlen der CD34" Fibrozyten eine Vorraussetzung fiir die lokale
Tumorausbreitung sein konnte. Normalerweise fithrt ein Gewebeschaden zu einer
sofortigen Zuwanderung von CD34* Fibrozyten in das betroffene Gewebe (Bucala et
al., 1994). Dieser Mechanismus scheint in vielen Karzinomen aufgehoben zu sein.
Aufgrund der fehlenden Antigenpridsentation und T-Zellprigung entgehen entartete

Zellen der durch CD34" Fibrozyten vermittelten Immunantwort (Chesney et al., 1997).

Durch Bildung diverser Adhisionsmolekiile bewirken CD34" Fibrozyten die
Ausbildung und Erhaltung des retikuldren Netzwerks (Chesney et al., 1997; Majdic et
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al., 1994). Folglich fiihrt ein Verlust dieser Zellen zu einer Deadhdsion des
Bindegewebes und damit moglicherweise zu einer erleichterten Ausbreitung des

Karzinoms innerhalb des Stromas.

Woher resultieren diese phénotypischen Verdnderungen im karzinomassoziierten
Stroma? Die Mechanismen, die diesen Prozess beeinflussen, sind bis heute nicht
eindeutig gekldrt. Es ist wahrscheinlich, dass sich der phénotypischen Wandel des
Stromas in erster Linie in einer priexistenten Zellpopulation von CD34" Fibrozyten
abspielt (Abb. 35): Im karzinomatdsen Stroma differenzieren sie zu a-SMA-reaktiven
Myofibroblasten, ohne dabei in erhéhtem Ausmal in Apoptose zu gehen. Man vermutet,
dass die zwei Matrixproteine TGF- und SPARC eine entscheidende Rolle bei diesen
Verdnderungen im Tumorstroma spielen: TGF-B ist ein Wachstum-regulierendes
Zytokin, das wie die CD34" Fibrozyten an den Prozessen der Wundheilung beteiligt ist
(Abe et al, 2001). TGF-B stimuliert in geschidigtem Gewebe, also auch im
Tumorstroma, die Transformierung von CD34" Fibrozyten zu o-SMA-reaktiven

Myofibroblasten (Abe et al., 2001; Espana et al., 2004).

64



circulating CD34" fibrocytes

stromal damaoe

(A)

granulation tissue

resident CD34" fibrocytes z
tumor stroma
| o

— + 1
SFT, DFSP, lipomatous tumors ... o—SMA™ myofibroblasts

Abb. 35 Ubersicht iiber die Pathogenese des Stromaumbaus bei Tumoren und anderen
Gewebeschdiden (Abb. aus: Barth u. Westhoff, 2007): Nach Schéidigung des Gewebes dringen
zirkulierende CD34% Fibrozyten in das betroffene Gewebe ein (A). Nach Stimulation durch
TGF-f differenzieren sowohl ortsstindige (B) als auch zirkulierende (C) Fibrozyten im Gewebe
zu a-SMA-reaktiven Myofibroblasten, ohne dabei in erhohtem Ausmaf3 in Apoptose zu gehen.

Den ortsstindigen CD34" Fibrozyten wird zudem eine bedeutsame Rolle bei der Entstehung
mesenchymaler Tumoren zugeschrieben (D).

TGF-B vermittelt neben der Entstehung der a-SMA-reaktiven Myofibroblasten auch
eine gesteigerte Expression von SPARC im Stroma (Abe et al., 2004; Reed et al., 1994;
Schiemann et al., 2003). SPARC, auch Osteonectin oder BM-40 genannt, ist ein
Matrixprotein, das eine Deadhésion der Stromazellen und damit eine Auflockerung des
Stromas bewirkt (Bradshaw u. Sage, 2001; Murphy-Ullrich, 2001; Framson u. Sage,
2004). So ist es moglich, dass in einem durch SPARC aufgelockerten Stroma die

Invasion eines Karzinoms zusétzlich erleichtert wird.

In der Vergangenheit konnte bei diversen Tumoren eine stromale Expression von
SPARC beobachtet werden (Barth et al., 2005; Porter et al., 1995; lacobuzio-Donahue et
al., 2002; Wessel et al., 2008). In unseren Untersuchungen lie} sich SPARC im Stroma

aller untersuchten Karzinomarten darstellen, wobei das Ausmall und die
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Erscheinungsform in den verschiedenen Geweben deutlich variierte. Beispielsweise
zeigten beim Malignen Melanom des Penis ausschlieflich die Tumorzellen eine
Reaktivitdt fiir SPARC. Im Plattenepithelkarzinom des Penis, im Prostata- und
Urothelkarzinom fand man SPARC in deutlich unterschiedlicher Ausprigung im
Tumorstroma. Eine Sonderstellung nahmen hierbei die Seminome ein, die sowohl eine
zelluldre als auch eine stromale SPARC-Reaktivitit aufwiesen. Die unterschiedliche
Auspragung bei verschiedenen Karzinomen verdeutlicht die Notwendigkeit, die
Mechanismen und die Regulation des Auftretens von SPARC in Karzinomen weiter zu
ergriinden und das Wissen zu komplettieren. Vielleicht gelingt es dadurch, einen neuen
Therapieansatz fiir die Behandlung maligner Tumore zu schaffen.

TGF-B lieB sich in den von uns untersuchten Karzinomen alleinig in Zellen des
Prostatakarzinoms nachweisen. Die iibrigen untersuchten Karzinome wiesen keine

Reaktion fiir diesen Antikorper auf.

5.2. Hoden

5.2.1. CD34" Fibrozyten und a-SMA-reaktiven Myofibroblasten in normalem und
malignem Stroma des Hoden

Das Stroma des normalen Hoden bestand vornehmlich aus CD34" Fibrozyten, die im
peritubuldren Gewebe sowie um die Leydigzellen herum ein dichtes retikuldres
Netzwerk bildeten. Auch in der dufleren Lamina propria zeigten sich CD34" Fibrozyten,
die die Hodenepithelien konzentrisch umgaben. In diesem Falle wire eine
ultrastrukturelle Untersuchung des Hodengewebes von groflem Interesse, die vermutlich
die Gap Junctions zwischen den kommunizierenden Zellausldufern des retikuldren
Netzwerkes erkennen lie3e. Besonders bemerkenswert war, dass sich sowohl in der
inneren Schicht der Lamina propria als auch in der Tunica albuginea zahlreiche a-SMA-
reaktive Myofibroblasten darstellten. Das Auftreten dieser beiden Zellarten im Stroma
des Hoden wurde bereits von Kuroda und Kollegen ausfiihrlich beschrieben. Durch
zusitzliche Verwendung des glattmuskelspezifischen Antikdrpers h-Caldesmon konnten
sie die a-SMA-reaktive Myofibroblasten in Lamina Propria und Tunica albuginea von
glatten Muskelzellen abgrenzen (Kuroda et al., 2004). Wir stimmen mit der Hypothese
von Kuroda und Kollegen iiberein, dass den Myofibroblasten auf Grund ihrer

kontraktilen Eigenschaften eine wichtige Rolle beim Transport der Spermien obliegen
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muss.

In den durchgefiihrten Untersuchung an Seminomen des Hoden lie} sich wie in vielen
anderen Karzinomen (Tab. 3) in allen Féllen ein Verlust der CD34" Fibrozyten und
komplementidr ein  Erscheinen von o-SMA-reaktiven Myofibroblasten im
karzinomassoziierten Stroma beschreiben. Hier scheint es plausibel, dass die
praexistente Zellpopulation von CD34" Fibrozyten im karzinomatésen Stroma zu a-
SMA-reaktiven Myofibroblasten differenziert. Da das Tumorstroma dennoch in 5 der
14 Fille in einem geringen Anteil CD34" Fibrozyten aufwies, stellt der Verlust dieser
Zellen ein durchaus hilfreiches, jedoch nicht reliables Merkmal zur Unterscheidung von
normalem und seminatésem Gewebe des Hoden dar. In allen untersuchten Seminomen
waren Myofibroblasten im Tumorstroma nachweisbar. Es stellt sich die Frage, ob diese
phénotypischen Verdanderungen fiir Seminome des Hoden spezifisch sein kénnten. Um
hierfiir eine sichere Aussage machen zu konnen, sind zukiinftig Untersuchungen anderer
bosartiger aber auch gutartiger Lésionen des Hodens hinsichtlich des Verlusts der
CD34" Fibrozyten und des Auftretens von a-SMA-reaktiven Myofibroblasten

durchzufiihren.

5.2.2. SPARC und TGF-} in normalem und malignem Stroma des Hoden

Im normalen Hoden zeigten Sertoli-, Keim- und Leydigzellen eine charakteristische
intrazellulire Reaktion fiir SPARC. Nach Meinung von Wilson und Kollegen soll
SPARC sogar schon wihrend der fetalen Entwicklung des Hoden eine wichtige Rolle
bei der Wachstumsregulation und Differenzierung von Hodenzellen iibernehmen
(Wilson et al., 2006). Wir konnten somit zeigen, dass SPARC auch nach Abschluss der

Entwicklung bis ins hoheren Lebensalter weiterhin in Hodenzellen exprimiert wird.

Das Tumorstroma zeigte im Vergleich zum normalen Stroma eine positive Reaktion fiir
SPARC. Auch in Seminomzellen fand man in variablem Ausmal eine positive Reaktion
fiir SPARC. Hierbei lieB sich keine Assoziation zwischen stromalem und intrazellulédrem
Auftreten von SPARC zeigen. Da fiir die Seminome zum Zeitraum der Diagnose nur die
lokale Tumorausdehnung nach TNM bekannt war (pNX pMX in allen Fillen), wurde

untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen der lokalen Ausdehnung und einer
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positiven Reaktion fiir SPARC bestand: Es konnten in allen Stadien positive stromale
sowie positive intrazellulire Reaktionen fiir SPARC beobachtet werden, wobei die
hoheren Stadien (pT2/pT3) tendenziell hdufiger eine positive Reaktion zeigten. Dies ist
jedoch vorsichtig zu bewerten, da lediglich 4 Fille eines hoheren Stadiums (pT2/ pT3)
in den untersuchten Fillen vertreten waren. Fir Melanome wurde berichtet, dass
intrazellulires SPARC in Tumorzellen entscheidend die Regulation des
Tumorwachstums beeinflusst (Prada et al., 2007), wohingegen extrazelluldr
exprimiertes SPARC in Nédhe von Karzinomen vor allem die Deadhdsion des Stromas,
also die lokale Tumorausbreitung ermdglicht (Bradshaw u. Sage, 2001; Murphy-Ullrich,
2001; Framson u. Sage, 2004). Das stromale und intrazelluldre Auftreten von SPARC in
Seminomen deutet darauf hin, dass dieses Matrixprotein eine wichtige Rolle bei der
Wachstumsregulation sowie bei der Ausbreitung der Seminomzellen innerhalb des
Stromas von Seminomen spielen konnte. Da normale Hodenepithelien regelmafBig
SPARC exprimierten, kann man das Vorkommen von SPARC in Seminomen des Hoden
auch von einem anderen Gesichtspunkt betrachten. So konnte man bei SPARC-
negativen Seminomen von einem Verlust der intrazelluliren SPARC-Expression
ausgehen. Es wird sogar angenommen, dass SPARC in bestimmten Geweben auch als
Tumorsupressor fungieren kann (Tai u. Tang, 2008). Bei Kolonkarzinomen wird die
stromale Expression von SPARC sogar als als giinstiger prognostischer Faktor
diskutiert, Karzinome mit einer geringen stromalen SPARC Expression sollen demnach
mit einer schlechten Prognose assoziiert sein (Liang et. al., 2010). Hier wird klar,
welche komplexe Rolle SPARC spielen konnte, so dass weitere genauere
molekularbiologische Untersuchungen noétig scheinen, um Klarheit hinsichtlich der

pathophysiologischen Verdanderungen in Seminomen zu schaffen.

Fir TGF-B konnte gezeigt werden, dass auschlieBlich Leydigzellen des Interstitiums
eine positive Reaktion fiir diesen Antikorper aufwiesen. Bereits 1987 konnten Lin et al.
einen inhibitorischen Effekt von TGF-B auf die Steroidsynthese normaler Leydigzellen
nachweisen (Lin et al., 1987). Hier wére es interessant zu untersuchen, wie sich TGF-f3
in Tumoren der Leydigzell-Linie verhdlt. In Tumorzellen und im Stroma von
Seminomen war keine Reaktivitdt fiir TGF- nachweisbar, obwohl hier reichlich o-

SMA -reaktive Myofibroblasten im Stroma des Seminoms vorhanden waren.
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5.3. Prostata

5.3.1. CD34" Fibrozyten und a-SMA-reaktiven Myofibroblasten in normalem und
malignem Stroma der Prostata

Anhand der durchgefiihrten Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass das Stroma
der Prostata nur wenig ortsstindige CD34" Fibrozyten aufweist. Auch a-SMA-reaktive
Myofibroblasten lieBen sich in der normalen Prostata nicht identifizieren. CD34*
Fibrozyten waren lediglich in wenigen Féllen fokal in direkter Ndhe des Prostataepithels
nachweisbar, wobei hier keine Assoziation zwischen dem Aktivitdtszustand des

Prostataepithels und dem Auftreten der Zellen zu beobachten war.

Bei der Untersuchung von 30 Adenokarzinome der Prostata war ein &dulerst
erstaunliches Ergebnis zu vermerken. Im Gegensatz zu der an CD34" Fibrozyten-armen
normalen Prostata wies das Stroma der Karzinome in 22 der 30 Fille eine positive
Reaktion fiir CD34 auf, wobei dies in der Mehrzahl der Falle mehr als die Hélfte des
Tumorstromas betraf. Daher nimmt das Prostatakarzinom eine Sonderstellung unter den
Karzinomen des ménnlichen Genitaltrakts ein. Hier konnte gezeigt werden, dass nach
Entstehung eines Karzinoms CD34" Fibrozyten im Tumorstroma erscheinen, die im
normalen Stroma vorher nicht nachweisbar waren. Das Verteilungsmuster der CD34*
Fibrozyten im Tumorstroma stellte sich zumeist inhomogen dar. Die meisten dieser
Zellen lieBen einen schlanken Aufbau mit zarten bipolaren Zellausldufern erkennen.
Auch in Samenblasen war dieses Phidnomen nach Infiltration durch ein
Prostatakarzinom zu beobachten. Auch das Auftreten von o-SMA-reaktiven
Myofibroblasten war im Vergleich zu anderen epithelialen Tumoren nur sehr vereinzelt
nachweisbar. Auf Grund des hohen Anteils a-SMA-positiver glatter Muskulatur in der
Prostata war die Identifizierung a-SMA-reaktiver Myofibroblasten punktuell erschwert.
Um hier eine Verfédlschung des Ergebnisses zu vermeiden, hétte man die Untersuchung
durch andere Glattmuskel-spezifische Marker wie h-Caldesmon und Desmin erginzen
konnen. Uberwiegend waren jedoch kriftige Muskelfasern im Stroma der Karzinome

zu erkennen, die nicht den morphologischen Kriterien fiir Myofibroblasten entsprachen.

Es stellt sich vor diesem Hintergrund die Frage, wieso CD34" Fibrozyten im Stroma der

Prostatakarzinome neu in Erscheinung treten, wéhrend sie im Stroma anderer

69



Karzinome verschwinden. Ahnliches wurde von Artico et al. fiir die Gallenblase
berichtet. Die normale Gallenblase ist frei von CD34" Fibrozyten, im Stroma des
Adenokarzinoms der Gallenblase sind aber CD34" Fibrozyten nachweisbar (Artico et
al., 2010). Auffallend ist, dass ein karzinomassoziierter Verlust dieser Zellen in solchen
Organen beschrieben wurde, die initial eine hohe Zahl an ortsstindigen CD34*
Fibrozyten aufwiesen (Barth et al., 2002a , 2002b, 2002¢c, 2004, 2005; Humphreys et al.,
2000; Ilueca et al., 1998; Kirchmann et al., 1994, 1995; Nakayama et al., 2000, 2001,
2003; Ramaswamy et al., 2003; Swanson et al., 1998). Moglicherweise unterliegen
Organe wie Prostata, Samenblase und Gallenblase, die reich an glatter Muskulatur und
arm an  ortsstindigen CD34" Fibrozyten sind, anderen biologischen
Regulationsmechanismen als Organe, in deren Stroma eine Vielzahl von ortstindigen
CD34" Fibrozyten vorhanden sind.

Da in der normalen Prostata wenige oder keine ortsstindigen CD34% Fibrozyten
nachweisbar waren, muss der Umbau des Stromas einem anderen Mechanismus
unterliegen. Zirkulierende Fibrozyten besitzen spezielle Chemokinrezeptoren, die ihre
Migration in geschidigtes Gewebe vermitteln (Abe et al., 2001). So dringen sie sehr
schnell in geschddigtes Gewebe ein und leiten neben immunologischen Funktionen und
Matrixproduktion die Reparatur des Gewebes ein (Bucala et al., 1994; Chesney et al.,
1997). Auch ein Karzinom stellt einen solchen Gewebeschaden dar. Deswegen kann
man vermuten, dass zirkulierende CD34" Fibrozyten iiber Endothelien die Blutbahn
verlassen und in das durch ein Prostatakarzinom geschéddigte Gewebe einwandern. Hier
konnten sie durch ihre Fahigkeit zur Antigenprédsentation und T-Zell- Prigung (Bucala
et al., 1994; Chesney et al., 1997) eine wichtige immunologische Rolle bei der
Bekdampfung maligner Zellen in der Prostata spielen. CD34" Fibrozyten sind ferner in
der Lage, verschiedenste Angiogenese- stimulierende Faktoren zu sezernieren (Hartlapp
et al.,, 2001), so dass ihre Anwesenheit im Tumorstroma die Angiogenese und
Ausbreitung der Adenokarzinome stimulieren konnte. Welche Funktionen diese Zellen
im Stroma des Prostatakarzinoms genau iibernehmen und warum sie im Gegensatz zu
anderen Karzinomen plotzlich im Tumorstroma erscheinen, bleibt weiterhin ritselhaft
und bedarf weiterer Abklarung. Ebenso unklar bleibt die Frage, warum das Aufteten a-
SMA-reaktiver Myofibroblasten im Stroma des Prostatakarzinoms in der Mehrzahl der

Fille ausblieb. Es wdre moglich, dass der Stimulus fiir den phénotypischen Wandel
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ausbleibt und somit die durch die Endothelien invadierten CD34" Fibrozyten im
Gewebe persistieren und nicht zu Myofibroblasten differenzieren. Die genauen
Mechanismen und Abldufe im Stroma der Prostatakarzinome sollten daher zukiinftig
durch weitere zell- und molekularbiologische Untersuchungen genauer beleuchtet

werden.

5.3.2. Das Auftreten von CD34" Fibrozyten in Abhiingigkeit von Tumorstadium
und Gleason-Score

Zum Zeitpunkt der Diagnose der wuntersuchten Prostatakarzinome war der
Differenzierungsgrad (Gleason-Score) sowie die lokale Tumorausbreitung (pT) und der
Lymphknotenstatus (pN) nach TNM bekannt (nicht aber die Information {iber
Vorhandensein von Fernmetastasen (pMX)). Besonders auffillig war, dass Karzinome
eines hoheren Gleasonscores (GS>7) und eines fortgeschrittenen Stadiums (pN1, pT3/4)
hiufiger einen hoheren Gehalt an Fibrozyten aufwiesen als die entsprechenden
niedrigeren Stadien. Dieses Ergebnis kann mdglicherweise durch den direkten Einfluf3
des Gleason-Scores auf das Tumorstadium bei Prostatakarzinomen erklart werden
(Humphrey, 2004). Es ist erstaunlich, dass insbesondere Prostatakarzinome eines
hoheren Entdifferenzierungsgrades groBere Mengen an CD34*% Fibrozyten in ihrem
Stroma beinhalten. Gerade solche Tumoren sind durch ein diffuses und unscharf
infiltrierendes Wachstumsverhalten = gekennzeichnet. Interessanterweise konnten
dhnliche Ergebnisse auch in anderen diffus wachsenden Karzinomen gefunden werden:
So berichteten Nakayama und Kollegen im Jahre 2001, dass bei Magenkarzinomen des
diffusen Typs nach Lauren in der Mechrzahl der Félle CD34*% Fibrozyten im Stroma
vorhanden waren. Wie auch bei unseren Ergebnissen konnte dieses Phdnomen ebenfalls
bei fortgeschrittenen Adenokarzinomen des Magens beobachtet werden (Nakayama et
al., 2001). Auch invasive lobuldre Mammakarzinome zeigten in zwei Dritteln der Félle
den Erhalt von CD34" Fibrozyten in ihrem Stroma. Die Ausbreitung dieses speziellen
Typs von Mammakarzinom ist meist diffus und ohne Begrenzung (Ebrahimsade et al.,
2007). Daher vermuten wir, dass vor allem Karzinome eines diffus verstreut-zelligen
Wachstumsmusters durch einen Zugewinn an CD34% Fibrozyten begleitet werden.
Becker und Kollegen berichteten schon 1994 dariiber, dass in Magenkarzinomen des

diffusen Typs ein diffuses Wachstumsmuster mit einem Funktionsverlust von E-
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Cadherin und folglich mit einem Verlust der Zell-Zell-Adhésion einhergeht (Becker et
al., 1994). Auch in Prostatakarzinomen konnte dieser Funktionsverlust von E-Cadherin
als Marker fir Differenzierung und Invasivitit des Prostatakarzinoms identifiziert
werden (Otto et al., 1993). Diese Beobachtungen und das simultane Auftreten von
CD34" Fibrozyten in diesen ausgewahlten Karzinomen deuten auf eine spezielle
biologische Bedeutung der CD34" Fibrozyten in diesen Tumoren hin. Daher wire es
von groflem Interesse, die Bezichung zwischen dem Auftreten von CD34* Fibrozyten
und dem Verlust von E-Cadherin genauer zu beleuchten.

Die Kombination aus den Ergebnissen, die ein hiufigeres Vorhandensein von CD34*
Fibrozyten in fortgeschrittenen Tumorstadien und hoheren Differenzierungsgraden
zeigten, und dem Wissen, dass Tumorausbreitung und Gleason-Score heutzutage als
verldssliche prognostische Marker gehandelt werden (Humphrey, 2004), lasst zusétzlich
eine prognostische Relevanz der CD34" Fibrozyten in Adenokarzinomen der Prostata
vermuten. Auch bei Adenokarzinomen der Gallenblase wird die stromale Expression
von CD34" Fibrozyten als entscheidender prognostischer Faktor gewertet (Artico et al.,
2010). Daran ldsst sich erkennen, dass diese Zellen in der Zukunft eine wichtige

Zielstruktur innovativer Therapien darstellen konnen.

Ahnliche Befunde lieBen sich bereits in anderen Studien fiir Adenokarzinome der Lunge
zeigen, bei denen im Grofteil der Fille der Erhalt von CD34% Fibrozyten im
Tumorstroma beschrieben wurde, wohingegen in anderen histologischen Typen des
Bronchialkarzinoms der typische Verlust dieser Zellen stattfand (Nakayama et al.,
2003). So konnte das Auftreten oder der Erhalt der CD34% Fibrozyten in
Adenokarzinomen von Magen, Lunge, Gallenblase und Prostata eventuell auch im

Zusammenhang mit dem speziellen histologischen Typ des Adenokarzinoms stehen.

Im Gegensatz zu Karzinomen des Hoden und des Penis spricht das Auftreten von
CD34* Fibrozyten in Adenokarzinomen der Prostata fiir ein Karzinom. Da gleichwohl
in 31% der Prostatkarzinome keine CD34% Fibrozyten nachweisbar waren - also ein
Fehlen von dieser Zellen ein Karzinom nicht ausschlieBen kann - und gelegentlich in
normalen Prostatagewebe fokale Ansammlungen von CD34" Fibrozyten nachweisbar

waren, sind CD34" Fibrozyten lediglich als Hilfsinstrument, nicht aber als verléssliches
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Merkmal zur Unterscheidung von gut- und bosartigem Gewebe in der Prostata zu
betrachten. Ob ein Auftreten von CD34" Fibrozyten in einem Karzinom fiir ein
Adenokarzinom spezifisch ist, muss durch weitere Untersuchungen an Karzinomen
eines anderen histologischen Typs iiberpriift werden, auch wenn solche nur 5% der

Prostatakarzinome ausmachen (Karow u. Lang-Roth, 2009).

5.3.3. SPARC und TGF-8 in normalem und malignem Stroma der Prostata

In unseren Untersuchungen stellte sich das normale Stroma der Prostata mit Ausnahme
der Endothelien komplett negativ fiir SPARC dar. Dahingegen zeigten wir, dass das
Stroma der Adenokarzinome in einem Viertel der Félle eine positive stromale Reaktion
fir SPARC aufwies, wobei der Anteil SPARC positiver Zellen am gesamten
Tumorstroma deutlich schwankte. Auffallend war, dass sowohl SPARC als auch CD34"
Fibrozyten vermehrt in hheren Tumorstadien und Entdifferenzierungsgraden zu finden
waren. Dieses Ergebnis scheint plausibel, da auf diese Weise gerade diffus wachsende,
entdifferenzierte Karzinome in das durch SPARC aufgelockerte Stroma eindringen
konnen. Anhand unserer Ergebnisse vermuten wir, dass SPARC auch beim
Stromaumbau der Prostatakarzinome beteiligt ist und somit die lokale
Tumorausbreitung ermdglichen kann. Da die Expression von TGF-B auch in normalen
Prostataepithelien exprimiert wird, ist beim Prostatakarzinom eine Beteiligung von

TGF-B an der Tumorgenese fraglich.

5.4. Samenblase und Ductus deferens

5.4.1. CD34" Fibrozyten und a-SMA-reaktiven Myofibroblasten in normalem
Stroma von Samenblase und Ductus deferens

Wie bei der Prostata fanden sich im Stroma der Samenblase reichlich glatte
Muskelzellen, in deren Stroma kaum CD34" Fibrozyten zu finden waren. In der Lamina
propria der Samenblase zeigten sich fokal nur wenige CD34" Fibrozyten, dafiir lieBen
sich hier interessanterweise umso mehr locker verteilte oa-SMA-reaktive
Myofibroblasten darstellen. Diesen Befund beschrieb bereits eine Studie in Japan zur
Verteilung und Rolle der Myofibroblasten in Samenblasen. Demnach sollen diese
kontraktilen Zellen die Freisetzung der alkalischen Samenblasenfliissigkeit im Rahmen

der Ejakulation ermdglichen (Shimasaki et al., 2007).
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Ein weiterer auBergewdhnlicher Befund konnte in der Muscularis des Ductus deferens
beobachtet werden. Hier zeigten sich in 70% der Félle parallel zu den Muskelfasern
verlaufende CD34" Fibrozyten. Diese Fibrozyten zeigten einen elongierten, zarten
Aufbau und schienen mit der glatten Muskulatur iiber ihre langen bipolaren
Zellfortsdtze in Kontakt zu stehen. Da die glatte Muskulatur des Ductus deferens im
Rahmen der Ejakulation fiir die rasche Beforderung der Spermatozoen in die Urethra
verantwortlich ist, konnte man vermuten, dass es sich bei diesen speziellen CD34"
Fibrozyten um bisher unbekannte Schrittmacherzellen des Samenleiters handeln konnte
- dhnlich den von R.Y. Cajal entdeckten Schrittmacherzellen in der Muscularis des
Gastrointestinaltrakts. Da sich Cajal-Zellen (Schrittmacherzellen) immunhistochemisch
durch einen Nachweis eines spezifischen Rezeptors (c-KIT, CD117) auszeichnen
(Benninghoft u. Drenckhahn, 2008), nahmen wir eine immunhistochemische
Untersuchung der ausgewéhlten Ductus deferentes mit dem CD117-Antikérper vor.
Leider konnte diese These auf Grund einer fehlenden Reaktivitdt fiir den CD117-
Antikorper nicht bestdtigt werden. Vor diesem Hintergrund bleibt die Frage ungeklart,
warum CD34" Fibrozyten inmitten der glatter Muskulatur des Ductus deferens, nicht

aber in der von Samenblase und Prostata vorhanden sind.

5.5. Penis

5.5.1. CD34" Fibrozyten und a-SMA-reaktiven Myofibroblasten in normalem und
malignem Stroma des Penis

Das Stroma des normalen Penis ist reich an glatter Muskulatur und Kollagenfasern.
Neben diesen Gewebsbestandteilen konnten CD34" Fibrozyten mit Ausnahme der
Urethra nur wenig und inkonstant nachgewiesen werden. Daraus kann man folgern, dass
CD34" Fibrozyten keinen guten Indikator zur Abgrenzung von normalem und
bosartigem Gewebe im Penis darstellen. Erstaunlicherweise lieBen sich in der Penishaut
im Vergleich zur tibrigen Korperhaut (Wessel et al. 2008, Humphreys et al., 2000;
Kirchmann et al., 1994) geringere Mengen CD34* Fibrozyten nachweisen. In 4 von 7
Préparaten waren keine CD34" Fibrozyten in der Penishaut darstellbar. Dies kdnnte im
Sinne eines lockeren deadhdsiven Stromas verstanden werden, das der Penishaut die
ndtige Verschieblichkeit ermoglicht. Jedoch muss bedacht werden, dass nur in 7 Féllen

normale Hautabschnitte des Penis abgebildet waren.
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Das Stroma der Urethra zeigte im Gegensatz zum {ibrigen Penisgewebe in allen Fillen
eine positive Reaktion fiir CD34. CD34" Fibrozyten lieBen sich insbesondere in den
tieferen Schichten der Lamina propria darstellen. Auch in anderen Hohlorganen wurde
die hochste Dichte von CD34" Fibrozyten in den tiefer gelegenen kollagenfasernahen
Schichten gefunden (Barth et al., 2002a, 2002b, 2002 ¢, 2004; Nimphius et al., 2006;
Yamazaki et al., 1996). Uberraschenderweise konnte dariiber hinaus eine neue
Zellpopulation in der Urethra beschrieben werden: In den oberen Schichten der Lamina
Propria fanden sich zarte a-SMA-positive Zellen, die nach morphologischen Kriterien
den Fibrozyten entsprachen. Diese a-SMA-positiven Fibrozyten ordneten sich parallel
zur Basalmembran des urethralen Epithels an. Anhand der Doppelfiarbung konnten wir
zeigen, dass es sich bei diesen Zellen um zwei unterschiedliche Populationen von
Fibrozyten handelte, in denen keine Koexpression von CD34 und a-SMA stattfand.
Dieses Phinomen wurde erstmals von Nimphius und Kollegen fiir das Stroma der
Harnblase beschrieben und gilt somit auch fiir die Urethra des Penis. Die
oberflichlichen a-SMA-positiven Fibrozyten beinhalten kontraktile Filamente und
konnten folglich fiir die mechanische Belastbarkeit der Urethra verantwortlich sein,
wihrend CD34" Fibrozyten in tieferen Schichten moglicherweise den Aufbau der

extrazelluldrer Matrix gewdahrleisten (Nimphius et al., 2006).

a) Plattenepithelkarzinom: Die Auswertungen der Plattenepithelkarzinome des Penis
sind vereinbar mit Untersuchungen an Plattenepithelkarzinomen der Cervix uteri (Barth
et al., 2002¢) und des Oropharyngealtrakts (Barth et al., 2004). In allen Féllen konnte im
Karzinomstroma die Abwesenheit von CD34" Fibrozyten und in der Mehrzahl der Félle
eine Expression von a-SMA-reaktiven Myofibroblasten belegt werden. Ein Unterschied
besteht jedoch in der Tatsache, dass im normalen Stroma der Cervix uteri und des
oropharyngealen Trakts konstant ortsstindige CD34* Fibrozyten nachweisbar waren
(Barth et al., 2002c, Barth et al., 2004), wihrend im Stroma der Penishaut nur
inkonstant (in 3 von 7 Prdparaten) und in den Schwellkérpern kaum CD34" Fibrozyten
zu vermerken waren. Daher ist die diagnostische Bedeutung der CD34" Fibrozyten bei
Plattenepithelkarzinomen des Penis im Vergleich zu denen in der Cervix uteri und des
Oropharyngealtrakts eher gering. Da sich in keinem Plattenepithelkarzinom CD34*

Fibrozyten darstellten, spricht ein Vorhandensein dieser Zellen gegen ein Karzinom und
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fiir normales Gewebe. Jedoch darf die Abwesenheit CD34" Fibrozyten im Penis unter
keinen Umsténden als Kriterium fiir Malignitdt verstanden werden.

Bemerkenswert war, dass sich am Carcinoma in situ der Penishaut eine Schicht aus
zahlreichen a-SMA-reaktiven Myofibroblasten unterhalb der Basalmembran darstellte,
obwohl aufgrund der Trennung durch die Basalmembran keine direkte Interaktion
zwischen Stroma und Carcinoma in situ stattfinden konnte. Ahnlich wie beim
intraluminal wachsenden Urothelkarzinom stellt sich daher die Frage, warum trotz
fehlender direkter Interaktion zwischen Stroma und Tumor Anhédufungen von a-SMA-
reaktiven Myofibroblasten zu finden waren. Dieser interessante Befund sollte genauer

abgeklirt werden.

b) Urothelkarzinom: In invasiv wachsenden Urothelkarzinomen der penilen Urethra
konnte ein kompletter Verlust von CD34" Fibrozyten und ein gleichzeitiges Auftreten
von a-SMA-reaktiven Myofibroblasten in unterschiedlich starker Ausprigung gezeigt
werden. Diese Befunde sind mit denen von Nimphius und Kollegen vereinbar, die die
stromalen Reaktionen in invasiven Urothelkarzinomen der Harnblase untersuchten
(Nimphius et al., 2006). Eine Ausnahme stellte ein intraluminal des Corpus spongiosum
wachsendes Urothelkarzinom dar. Hier lieBen sich auch in Ndhe der tumorgefiillten
Kavernen die stromalen CD34" Fibrozyten der Urethra nachweisen. Gleichzeitig traten
um die tumorgefiillten Kavernen herum konzentrisch angeordnete o-SMA-reaktive
Myofibroblasten auf. Dieser Befund ist erstaunlich, da die Karzinomzellen wegen der
Trennung durch das Endothel keinen direkten Kontakt zum angrenzenden Stroma
hatten. Dies wiirde zwar erkldren, warum sich die Population der CD34" Fibrozyten
nicht verdnderte, aber ritselhaft bleibt, warum sich trotz fehlender direkter Interaktion
zwischen Stroma und Tumor vermehrt a-SMA-reaktiven Myofibroblasten in Nédhe des
Endothels finden lieBen. Eine Aussage hinsichtlich der diagnostischen Bedeutung der
CD34" Fibrozyten in Urothelkarzinomen des Penis sollte aufgrund der geringen Fallzahl
erst nach Uberpriifung mit einer groBeren Fallzahl gemacht werden. Diesbeziiglich

scheint eine Unterteilung beziiglich des Wachstumsmusters sinnvoll.

¢) Malignes Melanom: Das Maligne Melanom nimmt unter bosartigen Lasionen des

Penis eine Sonderstellung ein. Im Malignen Melanom des Penis konnten die durch
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Wessel und Kollegen publizierten Ergebnisse bestdtigt werden, dass weder CD34"
Fibrozyten noch o-SMA-reaktiven Myofibroblasten im Stroma des Melanoms zur
Darstellung kamen. Damit unterscheiden sich Melanome von anderen epithelialen
Hauttumoren wie z.B. dem Basalzellkarzinom (Humphreys et al., 2000; Kirchmann et
al., 1994), in dem der Verlust der CD34" Fibrozyten mit einem Erscheinen von a-SMA-
reaktiven Myofibroblasten assoziiert ist. Aus welchem Grund sich die Malignen
Melanome in ihrem Stromaaufbau von anderen invasiven Karzinomen grundlegend
unterscheiden, bedarf weiterer Untersuchungen. Nach Wessel stellen CD34" Fibrozyten
potentielle Indikatoren dar, normales Stroma von malignem Stroma abzugrenzen. Beim
Penis muss jedoch erneut auf die UnregelmiBigkeit des Vorkommens der CD34*
Fibrozyten hingewiesen werden, weswegen ein Fehlen von CD34" Fibrozyten nicht als

sicheres Kriterium fiir Malignitit gewertet werden darf.

5.5.2. SPARC und TGF-8 in normalem und malignem Stroma des Penis

Im normalen Penis konnte SPARC ausschlieBlich im Stroma der Urethra nachgewiesen
werden. Ahnliche Befunde zeigte eine Studie aus dem Jahr 2006, in der ebenfalls eine
positive Reaktivitét fiir SPARC im Stroma von Harnblasen berichtet wurde (Nimphius
et al., 2006). Das iibrige Stroma und insbesondere die Penishaut waren bis auf die
Endothelien frei von SPARC, was den Ergebnissen von Wessel und Kollegen aus dem
Jahr 2008 entspricht (Wessel et al., 2008). TGF-B war weder im Stroma noch
intrazellulir im normalen Penis nachweisbar. Interessanterweise wird eine erhohte
Aktivitdt von TGF-8 im Stroma des Penis als moglicher dtiopathogenetischer Faktor bei

fibrosierenden Prozessen der Induratio penis plastica diskutiert (Haag et al., 20006).

a) Plattenepithelkarzinom: In mehr als der Hailfte der Fille war im Stroma der
Plattenepithelkarzinome eine positive Reaktion fiir SPARC zu vermerken, wobei das
Ausmal} deutlich variierte. Zusitzlich werteten wir die Ergebnisse hinsichlich der
lokalen Ausbreitung des Tumors (pT nach TNM) aus. Dabei zeigte SPARC vermehrt in
den Tumoren hoherer Stadien (pT3/ pT4) eine positive Reaktion, was aber in Anbetracht
der Fallzahl (9 Fille) zuriickhaltend bewertet werden sollte. In vielen internationalen
Studien wurde iiber ein Auftreten von SPARC in Plattenepithelkarzinomen berichtet

(Che et al., 2006; Chin et al., 2005; Kato et al., 2005). Bei Plattenepithelkarzinomen
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des Kopf-Hals-Bereiches wurde SPARC sogar als ein Marker fiir eine schlechte
Prognose identifiziert (Chin et al., 2005; Kato et al., 2005). Dies verdeutlicht, dass
weitere Untersuchungen von SPARC in Plattenepithelkarzinomen notwendig sind, um
die Funktion dieses Matrixproteins in der Tumorgenese weiter zu kldren und so neue
Ansitze fir innovative Therapien zu schaffen. TGF-8 konnte in keinem
Plattenepithelkarzinom des Penis identifiziert werde, sodass man in diesen Karzinomen

von einer eher untergeordneten Rolle von TGF-8 ausgehen kann.

b) Urothelkarzinom: Die untersuchten Urothelkarzinome zeigten in nur einem der drei
Félle eine stromale Reaktion fiir SPARC, wobei gerade bei invasiv wachsenden
Urothelkarzinomen keinerlei Reaktivitdt fiir SPARC vorhanden war. Diese Ergebnis
widerspricht den Ergebnissen von Nimphius und Kollegen, die im Grofteil der
invasiven Urothelkarzinome eine starke Reaktion mit dem SPARC-Antikorper
beschrieben (Nimphius et al., 2006). Eine ausfiihrlichere Untersuchung von SPARC in
Urothelkarzinomen des Penis mit einer groBeren Fallzahl scheint sinnvoll, damit die
von Nimphius und Kollegen publizierten Ergebnisse bestdtigt werden konnten, dass
SPARC eine entscheidende Rolle bei der Stromainvasion der Urothelkarzinome spielt
(Nimphius et al., 2006). TGF-8 lie} sich wie auch in den anderen Karzinomen des Penis

nicht identifizieren.

¢) Malignes Melanom: Ahnlich den Untersuchungen von Wessel et al. zeigten die
untersuchten Melanomzellen eine starke intrazelluldre Reaktivitidt fiir SPARC. Eine
stromale Reaktion konnte entsprechend der Ergebnisse dieser Studie ausgeschlossen
werden (Wessel et al., 2008). Dem intrazelluldr exprimierten SPARC misst man
heutzutage eine entscheidende Bedeutung bei der Wachstumsregulation von
Tumorzellen zu (Prada et al., 2007). Somit verdichtet sich die Hypothese, dass SPARC
eine bedeutsame Rolle in der Pathogenese der Melanome speziell hinsichtlich der
Regulation des Tumorzellwachstums spielen konnte. Dies ldsst Raum zur Spekulation,
dass SPARC in der Zukunft eine potentielle Zielstruktur fiir die Therapie von Malignen

Melanomen darstellen konnte.
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6. Zusammenfassung

CD34" Fibrozyten bilden einen essentiellen Bestandteil des Stromas vieler Organe des
menschlichen Korpers. Sie sind fiir die Zelladhdsion und als Produzenten von
Kollagenen fiir die Entstehung, Reparatur und Aufrechterhaltung des Stromageriists
vieler Organe mitverantwortlich. CD34" Fibrozyten sezernieren unter den heutzutage
bekannten Zellen eine einzigartige Kombination von Zytokinen, Wachstumsfaktoren
und Chemokinen. Sie besitzen die Féhigkeit, Antigene iiber MHC-II und andere
kostimulierende Molekiile zu prasentieren und naive T-Zellen zu priagen. Thre mégliche
pathophysiologische Beteiligung an gut- und bosartigen Neubildungen sowie an
entziindlichen Erkrankungen ldsst vermuten, dass sie eines Tages eine potentielle
Zielstruktur innovativer Therapien darstellen kdnnten. Fiir Karzinome wurde in vielen
Studien ein charakteristischer Umbau des Stromas in Néhe von Karzinomen
nachgewiesen: Das Stroma zeigte einen Verlust der ortsstindigen CD34" Fibrozyten und
gleichzeitig ein Auftreten von oa-SMA-reaktiven Myofibroblasten, die im gesunden
tumorfreien Stroma vorher nicht dargestellt werden konnten.

Ziel dieser an Archivmaterial durchgefiihrten Studie war es, erstmals eine Ubersicht
tiber das Vorkommen und die topographische Verteilung von CD34* Fibrozyten in
Hoden, Prostata, Samenblase, Samenleiter und Penis im méannlichen Genitaltrakt zu
geben. Desweiteren soll die Frage beantwortet werden, ob sich die Verteilung der
CD34" Fibrozyten und a-SMA-reaktiven Myofibroblasten in normalem Gewebe von
der in malignem Gewebe des minnlichen Genitaltrakts unterscheidet. Dies ermoglicht
die Beurteilung, ob Unterschiede in den Stromazellpopulationen in der
histopathologischen Diagnostik von Nutzen sein konnten und welche biologische
Bedeutung diesen zukommit.

CD34" Fibrozyten lieBen sich in den Organen des ménnlichen Genitaltrakts in
unterschiedlicher Haufigkeit nachweisen. In allen von uns untersuchten Organen lie3
sich konstant eine hohe Dichte an Fibrozyten in direkter Umgebung arterieller Gefél3e,
in weniger starker Ausprigung auch in Umgebung vendser Gefdlle ausmachen. Im
Stroma des Hoden fand sich ein dichtes retikuldres Netzwerk aus CD34* Fibrozyten. In
der normalen Prostata und Samenblase lieBen sich neben Muskel- und Kollagenfasern

kaum CD34" Fibrozyten nachweisen. Im Penis lieBen sich CD34" Fibrozyten Stroma
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der penilen Urethra und unregelméfBig im Stroma der Penishaut darstellen. Im
kollagenfaserreichen Stroma der Schwellkorper waren diese Zellen nicht nachweisbar.
Ein stromaler Verlust von CD34" Fibrozyten lieB sich in den durchgefiihrten
Untersuchungen im Seminom des Hodens sowie in Karzinomen des Penis beobachten,
gleichzeitig konnte - mit Ausnahme des Malignen Melanoms des Penis - in allen
untersuchten Karzinomen auch ein Auftreten von a-SMA-reaktiven Myofibroblasten
beobachtet werden. Diesem stromalen Umbau in Seminom und Peniskarzinomen mit
Verlust der CD34" Fibrozyten und Gewinn an a-SMA-reaktiven Myofibroblasten wird
eine substanzielle Bedeutung im Rahmen der Pathophysiologie eines malignen
Wachstums zugeschrieben: Ortsstindige CD34% Fibrozyten differenzieren im
karzinomatdsen Stroma zu a-SMA-reaktiven Myofibroblasten. Aufgrund der fehlenden
Antigenprisentation und T-Zellpragung entgehen entartete Zellen so der durch CD34"
Fibrozyten vermittelten Immunantwort. Zudem fiihrt der Verlust der CD34" Fibrozyten
zu einem lockeren deadhisiven Stroma, wodurch moglicherweise die Ausbreitung eines
Karzinoms erleichtert wird. Es scheint sehr wahrscheinlich, dass die zwei
Matrixproteine TGF-B und SPARC eine entscheidende Rolle bei diesen Verdnderungen
im Tumorstroma spielen: TGF-B ist ein Wachstum-regulierendes Zytokin, das die
Transformierung von CD34% Fibrozyten zu a-SMA-reaktiven Myofibroblasten
stimuliert. SPARC vermittelt eine Deadhésion des Stromas und konnte auf diese Weise
die Ausbreitung eines Karzinoms ermoglichen. Hinsichtlich eines Nutzens fiir die
histopathologischen Diagnostik lie sich fiir das Seminom und die Peniskarzinome
zeigen, dass ein Verlust der CD34" Fibrozyten und ein Auftreten von a-SMA-reaktiven
Myofibroblasten fiir die histopathologische Diagnostik ein durchaus niitzliches
Hilfsmittel zur Differenzierung zwischen gut- und bosartigen Geweben darstellt, jedoch
sollte die An- bzw. Abwesenheit dieser Zellen keinesfalls als verldsslicher Marker zur
Unterscheidung von normalem und malignem Gewebe gewertet werden.

In der Gruppe der malignen Tumoren des ménnlichen Genitaltrakts nimmt das
Prostatakarzinom eine Sonderstellung ein. Es konnte erstmals beschrieben werden, dass
nach Entstehung eines Karzinoms zahlreiche CD34" Fibrozyten im Stroma erscheinen,
die im normalen Stroma nicht nachweisbar waren. a-SMA-reaktive Myofibroblasten
waren im Prostatakarzinom kaum vorhanden. Moglicherweise unterliegen Prostata und

Samenblase anderen biologischen Regulationsmechanismen als Organe, in deren
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Stroma eine Vielzahl von ortstindigen CD34*% Fibrozyten zu finden sind. Es scheint
plausibel, dass zirkulierende CD34" Fibrozyten aus der Blutbahn iiber das Endothel
hinweg in das geschidigte Stroma invadieren und durch ihre Fahigkeit zur
Antigenprésentation und T-Zell- Pragung eine wichtige immunologische Rolle bei der
Bekdampfung maligner Zellen in der Prostata spielen. Ein gehduftes Auftreten von
CD34" Fibrozyten bei niedrig differenzierten Prostatakarzinomen ldsst zudem eine
prognostische Relevanz der CD34" Fibrozyten in Adenokarzinomen der Prostata
vermuten. Moglicherweise spielen hierbei auch die durch CD34% Fibrozyten
sezernierten Angiogenese-stimulierende Faktoren in der Tumorausbreitung eine
entscheidende Rolle.

Hinsichtlich eines Nutzens in der histopathologischen Diagnostik spricht im Gegensatz
zu allen hier bisher untersuchten Karzinomen ein Auftreten von CD34" Fibrozyten im
Stroma der Prostata fiir ein Karzinom. Jedoch eignen sich CD34" Fibrozyten lediglich
als Hilfsinstrument, nicht aber als verldssliches Merkmal zur Unterscheidung von

normalem- und malignem Gewebe in der Prostata.
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7. Tabellarischer Anhang

7.1. Normaler Hoden

Auftrags- | Geburts- | Block | Stroma von CD34 |ASMA |SPARC |TGF-8
nummer |jahr
12837/05 |1984 la Hoden + -/+ +* -/+*
Tunica albuginea -+ + -/+ -
12197/05 1976 la Hoden + -/+ +* -/
Tunica albuginea -/+ - -
11103/05 1950 la Seminom - -/+ -
9664/05 1971 1 Tunica albuginea -/+ -/+ -
Hoden + -/+ +* -/+*
8895/05 | 1965 1 Hoden + -/+ +* -
Tunica albuginea -/+ -/+ -
8650/05 | 1955 1 Ductuli efferentes - - -
Tunica albuginea -/t +/- -
6770/05 1975 la Hoden + -+ +* -+
3774/05 1976 la Hoden + -+ +* -/+*
Tunica albuginea -+ + - -
18004/04 |1942 la Hoden + -/+ +* -/
Tunica albuginea - + - -
12757/04 |1969 la Hoden + -/+ +%* -/+*
Tunica albuginea -/+ + - -
11553/04 1970 la Hoden + -/+ +* -/+*
Tunica albuginea -+ + - -
9708/04 1969 1Aa | Hoden + -/+ +* -/
13553/04 1974 la Hoden + -/+ +%* -/+*
2678/04 1965 la Hoden + -/+ +%* -/+*
Tunica albuginea + - - -
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7.2. Seminom des Hoden

Auftrags- | Geburts- | Block | TNM-Klassifikation CD34 |ASMA SPARC TGF-i
nummer |jahr
12837/05 |1984 la pT1 pNX pMX -+ +/- +/- -
12197/05 1976 la pT1 pNX pMX - + +3% -
-+
11103/05 |1950 la pT3 pNX pMX - + -/+ -
9664/05 1971 1 pT1 pNX pMX -+ -/+ +3 -
8895/05 | 1965 1 pT1 pNX pMX - + -/+ -
8650/05 | 1955 1 pT2 pNX pMX - + +# -
+/-
6770/05 1975 la pT1 pNX pMX - + -+ -
3774/05 1976 la pT1 pNX pMX -+ +/- -/+ -
18004/04 |1942 la pT3 pNX pMX - + +* -
-/+
12757/04 11969 la pT1 pNX pMX - + 4% -
-+
11533/04 1970 la pT1 pNX pMX -/+ +/- - -
9708/04 1969 1Aa |pT2 pNX pMX -+ +/- +/-* -
13553/04 1974 la pT1 pNX pMX - + - -
2678/04 1965 la pT1 pNX pMX - + -/+ -
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7.3. Normale Prostata

Auftrags- | Geburts- | Block | Stroma von CD34 |ASMA |SPARC | TGF-8
nummer |jahr
1665/06 1945 B2b | Prostata - - - +#
2904/06 1941 D2 Prostata - - - -/+*
G2b
182/05 1939 G2a | Prostata - - - +/-*
x2
4454/05 1934 2 Prostata - - - +/-*
7546/06 1936 E2a  |Prostata - - - -/+*
16206/05 |1929 Glb | Prostata - - - -/+*
1711/04 1936 I1b | Prostata -+ - - +/-*
4660/04 11940 Hla |Prostatakapsel + - - -
7789/04 1934 F1 Prostata - - - +/-*
9126/04 1941 Ela |Prostata - - - +*
16794/04 1957 Kla |Prostata - - - +/-*
X2
17392/04 1956 D1 Prostata - - - +/-*
5359/03 1929 H1b | Prostata - - - +/- *
8173/03 1936 Flb |Prostata - - - -+ *
10098/03 1937 F1 Prostata - - - -/+*
X2 Prostata - - - -/+*
110022/99 1925 F1 Prostata - - - +/-*
13600/99 |1926 Ghl | Prostata - - - +/-*
Prostatakapsel - - -
14277/99 1924 11 Prostatakapsel - - -

84




7.4. Normale Prostata mit normaler Samenblase

Auftrags- | Geburts- | Block | Stroma von CD34 |ASMA |SPARC | TGF-8
nummer |jahr
14976/99 1940 B2 Samenblase - -/+ -

10 Samenblase - -/+ - +*
16158/99 1923 x1 Samenblase - -/+ - +*

Prostata -+ - - -/+*

11433/06 1938 Fla |Prostata - - - -/+*
4253/06 1933 B2 Samenblase - - -

DIb |Prostata - - - 4%
4267/06 1940 b2 Samenblase -/+ -/+ -

X1 Prostata - - - -/+*
4475/06 1941 B2 Samenblase - -+ -

G2a | Prostata -+ - - +/-*
5081/06 1941 B2  |Samenblase - - -

F2b  |Prostata - - - +/-*
5079/06 1946 B2 Samenblase -/+ -/+ -

D2 Prostata - - - -/+*
5169/06 1940 Bl Samenblase - -+ -

Ela |Prostata - - - +/-*
5202/06 1940 B2 Samenblase - -+ -

F2b  |Prostata - - - -
6121/06 1946 B2 Samenblase - -/+ -

X1 Prostata - - - -+ *

Samenblase - -+ - +*

6613/06 1938 B2 Samenblase - - -/+

F2a  |Prostata - - - -+ *
6828/06 1939 B2 Samenblase - -/+ -

F2 Prostata - - - +/-*
6467/06 1942 B2 Samenblase - -/+ -

El Prostata - - - +/-*
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7.5. Adenokarzinom der Prostata

Auftrags- | Geburts | Block | TNM- Gleason CD34 |ASMA |SPARC | TGF-8
nummer |-jahr Klassifikation

1665/06 1945 B2b pT2c pNIpMX |4+5=9 |-/+ - - 4%
2904/06 1941 D2,g2b |pT3apN1 pMX |2+3=5 |+/- - -/+ -[+*
182/05 1939 G2a,x2 |pT3b pN1 pMX |4+5=9 |-/+ -+ -+ +%
4454/05 1934 2 pT3b pNI pMX |2+3=5 |+/- - - +/-*
7546/06 1936 E2a pT3b pN1 pMX [4+5=9 |+/- -/+ - /¥
16206/05 |1929 Glb pT3b pNI1 pMX |4+3=7 |+/- - - +/-*
1711/04 1936 I1b pT3b pN1 pMX |2+4=6 |+/- -/+ - +/-*
4660/04 1940 1 pT4 pN1 pMX |5+3=8 |-/+ - -/+ 4%
7789/04 1934 F1 pT3b pN1 pMX |3+5=8 |-/+ - - +%
9126/04 1941 Ela pT3b pN1 pMX |5+3=8 |-/+ - - +/-*
16794/04 |1957 K1a,X2 [pT4 pN1 pMX |4+5=9 |-/+ - -/+ +/-*
17392/04 |1956 D1 pT2c pN1 pMX |2+3=5 |+/- - - +/-*
5359/03 1929 Hlb pT2c pNI pMX |3+2=5 |- - - 4%
8173/03 | 1936 Fl1b pT2c pNI pMX |2+4=6 |- - - 4%
10098/03 1937 F1,X2 |pT3bpNI pMX [4+5=9 |-/+ -+ -+ +%
110022/99 | 1925 F1 pT2a pN1 pMX [2+3=5 |- - - +%
13600/99 |1926 Ghl pT3apN1 pMX |2+3=5 |+/- - - +/-*
14277/99 1924 11 pT3b pNI1 pMX |2+3=5 |+/- -/+ - +/-*
14976/99 |1940 B2,10 |pT3b pNI pMX |5+4=9 |- -/+ -/+ +/-*
16158/99 1923 x1 pT3b pN1 pMX |4+4=8 |- -/+ - 4%
11433/06 |1938 Fla pT2¢c pNO pMX |2+4=6 |-/+ - - -/
4253/06 1933 Dl1b pT3b pNO pMX |5+3=8 |-/+ - - +/-*
4267/06 1940 X1 pT3a pNOpMX |3+3=6 |+/- - - -
4475/06 | 1941 G2a pT2c pNO pMX |2+3=5 |- - - +%
5081/06 1941 F2b pT3a pNO pMX |2+3=5 |+/- - - -/+*
5079/06 1946 D2 pT2c pNO pMX |3+4=7 |+/- - - 4%
5169/06 1940 Ela pT2c pNO pMX |2+3=5 |-/+ - - +/-*
5202/06 1940 F2b pT2c pNO pMX |2+3=5 |-/+ - - -/*
6121/06 1946 X1 pT3a pNO pMX [2+3=5 |- - - +/-*
6613/06 1938 F2a pT2c pNO pMX |2+3=5 |- - -/+ +/-*
6828/06 1939 F2 pT2c pNO pMX | 2+3=5 |- - - 4%
6467/06 1942 El pT2c pNO pMX |2+3=5 |- - -/+ +/-*
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7.6. Normaler Ductus deferens

Auftrags- | Geburts- | Block | Stroma von CD34 |ASMA |SPARC |TGF-8
nummer |jahr
6467/06 1942 A6  |Mukosa -/+ - -
Muskularis -/+ - -
Adventitia + - -
4253/06 1933 A6 | Mukosa -/+ - -
Muskularis -+ - -
Adventitia + - -
4267/06 1940 A6  |Mukosa -/+ - -
Muskularis - - -
Adventitia + - -
4475/06 1941 A6 | Mukosa -/+ - -
Muskularis -+ - -
Adventitia + - -
5081/06 1941 A6  |Mukosa -+ - -
Muskularis - - -
Adventitia + - -
5169/06 1940 A5 Mukosa -/+ - -
Muskularis -+ - -
Adventitia + - -
5202/05 1940 A6  |Mukosa -+ - -
Muskularis -/+ - -
Adventitia + - -
Karzinom -/+ - -
6121/06 1946 A6 Mukosa -/+ - -
Muskularis -/+ - -
Adventitia + - -
6613/06 1938 A6 Mukosa -+ - -
Muskularis - - -
Adventitia + - -
6828/06 1939 A6 Mukosa -/+ - -/+
Muskularis -+ - -
Adventitia + - -
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7.7. Normaler Penis

Auftrags- | Geburts- | Block | Stroma von CD34 |ASMA |SPARC | TGF-i
nummer |jahr
6064/06 | 1938 2.SS | Corpus spongiosum - - - -
1.SS Haut _ i i _
17554/05 | 1938 1 Corpus spongiosum -/+ - - -
2a Corpus cavernosum - - - -
Fascia penis +/- - - -
9811/04 1942 3cA | Corpus cavernosum - - - -
Fascia penis +/- - +/- -
365/04 1937 1.SS | Corpus Spongiosum - - - -
2b Haut + - -/+ -
9287/02 1942 1.SS | Corpus Cavernosum - - - -
;S S Corpus Spongiosum -/+ - - -
Fascia penis +/- - - -
3675/00 1926 2A | Corpus spongiosum - - - -
Praeputium + - - -
Haut - - - -
7537/01 1954 1 Haut - - - -
Fascia penis -/+ - - -
Corpus spongiosum - - - -
12258/03 1937 1. SS |Haut - - - -
Corpus spongiosum - - - -
Fascia penis -/+ - - -
12296/03 1937 2b Praeputium + - - +%*
Inew f paut -+ - - -
11847/05 |1937 2 Corpus spongiosum -/+ - - -
Tunica albuginea - - - -
17031/04 1926 2a Corpus cavernosum - - - -
Corpus spongiosum -/+ - - -
4444/03 1941 5Aa | Corpus cavernosum - - - -
3¢ Fascia penis +/- - - -
7906/06 | xx 1 Praeputium + - - -
8906/04 1934 2¢.SS | Corpus cavernosum - - - -
2.58 Haut und Fascia penis -/+ - - -

Corpus spongiosum
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7.7.1. Normale penile Urethra

Auftrags- Geburts- | Block | Stroma von CD34 |ASMA |SPARC | TGF-8
nummer |jahr
17554/05 1938 1 Urethra -/+ - -/+ +*
2a
365/04 1937 1.SS |Urethra + - -+ -
2b
9287/02 1942 1.SS |Urethra +/- - - +*
2.8S
2D
3675/00 1926 2A  |Urethra +/- - -/+ +*
11847/05 1937 2 Urethra +/- - -/+ +*
17031/04 | 1926 2a Urethra +/- - - +*
7.8. Plattenepithelkarzinom des Penis
Auftrags- | Geburts- | Block |Stadium Grading | CD34 | ASMA |SPARC | TGF-i}
nummer |jahr
6064/06 | 1938 1.SS |CIS Gl - + - -
17554/05 | 1938 2a pT1 pNX pMX |G2 - + -/+ -
9811/04 |1942 2 pT3 pN2 pMX |G2 - + + -
365/04 1937 2b pT2 pNO pMX |G2 - + + -
9287/02 | 1942 2A pT2 pNO pMX |Gl - + +/- -
3675/00 |1926 2A pT2 pNO pMX |Gl - - - -
7537/01 | 1954 1 pT1 pNO pMX |Gl - - - -
12258/03 | 1937 1.SS |pT1 pNO pMX |G2 - - - -
3382/00 {1922 SS pT2 pNO pMX |Gl - + - -
12296/03 | 1937 1 pT1 pNX pMX |G2 - + + -
7.9. Urothelkarzinom der penilen Urethra
Auftrags- | Geburts- | Block | Stadium Grading | CD34 | ASMA |SPARC | TGF-i3
nummer |jahr
11847/05 | 1937 2 pT3 pNX pMX | G2 +/- +/- +/- +*
17031/04 | 1926 2a pT3 pNX pMX |G2 - + - +%
4444/03 1941 5Aa  |pT4 pNX pMX |G3/G4 |- -/+ - -
5c
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7.10. Malignes Melanom der Penishaut

Auftrags- | Geburts- |Block | Stadium CD34 |ASMA |SPARC TGF-8
nummer |jahr
8906/04 1934 2.SS |pT3apNlbpMl - - + -

7.11. Modus zur Auswertung immunhistochemischer Priparate

Nomenklatur Zeichen Anteil der Stromazellen/
Epithelzellen/ Tumorzellen mit
positiver Reaktion
Negativ - 0% - 9%
Fokal positiv -/ + 10% - 49%
Uberwiegend positiv +/- 50% - 89%
Einheitlich positiv + >90%

Tab. 36 Modus zur Auswertung immunhistochemischer Prdparate; die im tabellarischen
Anhang mit einem Stern (*) versehenenen Zeichen markieren eine intrazelluldre Reaktion mit
dem jeweiligen Antikérper
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