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Einleitung 1

1. Einleitung

Humane Papillomaviren (HPV) sind weit verbreitet. Sie infizieren sehr gewebespezifisch
bestimmte proliferierende Epithelzellen und werden fiir eine Reihe von Haut- und Schleim-
hautverdanderungen, wie Warzen, Larynxpapillome, Condylomata acuminata, sowie anogeni-
tale Dysplasien und Karzinome verantwortlich gemacht (zur Hausen, 1991; Syrjénen et al. ,
1987; Pfister, 1984). Neuere Studien sehen sogar einen Zusammenhang mit dem Spinaliom
und der Psoriasis (Majewski et al., 2001; Harwood et al., 2000). Allerdings scheint eine Infek-
tion mit HPV allein nicht ausreichend, erst die Einwirkung weiterer Kofaktoren fiihrt zur
Manifestation klinischer Krankheitsbilder (Kataja V et al., 1993; Hippelédinen et al., 1993;
Bauer HM et al., 1993).

Das Zervixkarzinom ist weltweit die zweithdufigste Krebserkrankung der Frau nach dem
Mammakarzinom. Obwohl die Inzidenz in den westlichen Industrienationen, dank erfolg-
reicher Screeningprogramme stark riickldufig ist, erkranken global immer noch jéhrlich ca.
440000 Frauen, vor allem in den Léndern der dritten Welt (statistisches Bundesamt).
Angesichts dieser Zahlen kommt der Erforschung des Zervixkarzinoms und dem damit eng

verbundenen humanen Papillomavirus eine grof3e Bedeutung zu.

1.1. Charakterisierung und Einteilung der humanen Papillomaviren

Humane Papillomaviren (HPV) gehoren zu der Gruppe der Papovaviridae. Sie besitzen ein
ungefdhr 7900 Basenpaare grofles, zirkuldres Genom aus doppelstrangiger DNA, das im
Virion mit zelluldren Histonen (low molecular weight protein) komplexiert ist. Das die DNA
umgebende Kapsid setzt sich aus 72 pentamerisch geformten Kapsomeren zusammen. Es hat
einen Durchmesser von 55nm und gibt dem Virus eine kugelige Gestalt in Form eines
Ikosaeders. Eine Lipoproteinhiille fehlt (Galloway et al., 1989; Howley 1990) (siehe
Abbildung 1.1.).

Man unterscheidet inzwischen etwa hundert verschiedene HPV-Typen, davon spielen etwa
vierzig eine Rolle bei anogenitalen Infektionen. Die gleichen Typen kdnnen Lésionen in der
Mundschleimhaut, der Konjunktiva und dem Larynx verursachen und werden daher als
mykosotrope HPV-Typen bezeichnet (de Villiers, 1997).

Im Gegensatz zu anderen Viren, die aufgrund ihrer Antigenstruktur in ,,Serotypen® eingeteilt

werden, typisiert man die Papillomaviren nach ihrer DNA-Homologie in ,,Genotypen®. HP-
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Viren werden dann als unterschiedliche Typen bezeichnet, wenn die Nukleotidsequenz der
offenen Leserahmen (open reading frames = ORF) E6, L1 und der nicht kodierenden Region
(noncoding region = NCR) des Genoms (siehe 1.4.), weniger als 90% Ubereinstimmung
zeigen. Von Subtypen spricht man, wenn sie sich nur in 2% —10% der kodierenden Regionen
differieren. Varianten liegen bei einer Homologie von mehr als 98% vor (Chang et al., 1992;
van Ranst et al., 1992).

Entsprechend ihres onkogenen Transformationsrisikos unterscheidet man bei genitalen HPV-
Typen zwei Klassen. Viren, die gutartige Lasionen mit geringem Karzinomrisiko hervorrufen,
wie zum Beispiel HPV 6 und 11, werden als ,Jlow risk HPV Typen bezeichnet. Viren mit
einem hohen onkogenen Risiko wie HPV 16 und 18, sowie die seltener auftretenden Typen
31, 33, 35 und 45, werden als ,high risk“ HPV Typen bezeichnet (zur Hausen, 1994;
Gissmann, 1992). In nahezu 100% aller invasiven genitalen Neoplasien ist HPV-DNA
nachweisbar, wobei der Anteil an HPV 16 etwa 60% und der an HPV 18 etwa 20% betrigt
(van den Brule et al., 1991; Walboomers et al., 1999).

Abbildung 1.1.: Links: Elektronenmikroskopische Aufnahme von VLPs (virus-like particles),

die AuBlerlich nicht von humanen Papillomaviren (HPV) zu unterscheiden sind. Rechts: Drei-
dimensionale Rekonstruktion eines HPV-Kapsids, das aus 72 Kapsomeren zusammengesetzt ist,
wobei jedes Kapsomer aus fiinf L1-Molekiihlen besteht. (Abbildung modifiziert nach Hagensee
et al., 1993 und Galloway, 1994).
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1.2. Ubertragung von humanen Papillomaviren

Die HPV-Typen, die eine klinische Infektion der anogenitalen Region verursachen, werden in
den meisten Féllen sexuell iibertragen (Kjaer et al., 2001). Jedoch sind immer noch einige
Aspekte der HPV-Transmission unklar. Es wurde zum Beispiel berichtet, dass einige Frauen
das Virus bereits nach wenigen sexuellen Kontakten iibertragen, andere jedoch niemals ihren
Partner infizieren, trotz hdufiger Kontakte (Maymon et al., 1995). Zusitzlich zu der Anzahl
der iibertragenen Viren wird die Transmission von weiteren Faktoren wie Expositionsdauer,
Expositionshadufigkeit und Faktoren des Wirts selbst beeinfluf3t (Stone, 1995). Im allgemeinen
scheint aber die Ubertragung withrend des Geschlechtsverkehrs relativ hiufig zu sein (Kjaer
etal., 2001).

HPV kann auflerdem von dem infizierten Genitaltrakt der Mutter auf das Neugeborene
tibertragen werden. Jedoch entwickelt sich eine respiratorische Papillomatose nur sehr selten
(Shah et al., 1992).

Weiterhin werden die digitale und orale Ubertragung sowie die Autoinokulation beschrieben

(Mindel et al. 1999).

1.3. Risikofaktoren fiir HPV-Infektionen und die Entwicklung von Zervix-

karzinomen

Zahlreiche epidemiologische Studien in den letzten 20 Jahren, konnten verschiedene Risiko-
faktoren fiir die Entwicklung des Zervixkarzinoms identifizieren. Mit der Zeit stellte sich die
Akquirierung einer HPV-Infektion als der Hauptrisikofaktor iiberhaupt dar (zur Hausen and
Richart, 1995). Allerdings gilt es heute als bewiesen, dass die HPV-Infektion eine notwen-
dige, aber keine ausreichende Bedingung fiir die Entwicklung eines Zervixkarzinoms ist (zur
Hausen et al., 1994; Walboomers et al., 1999). Also spielen weitere Kofaktoren bei der malig-
nen Transformation eine Rolle (Kataja et al., 1993; Hippeldinen et al., 1993; Bauer et al.,
1993). Gestiitzt wird diese These durch die lange Latenzzeit zwischen der viralen Primér-
infektion und dem Auftreten eines invasiven Tumors, die {iber Jahrzehnte vorausgehen kann.
AuBerdem ist Tatsache, dass nur ein Bruchteil der klinisch manifesten HPV-assoziierten
Lisionen in ein Karzinom iibergehen (Friis et al., 1997). Kofaktoren kdnnten auch Antwort
auf die Frage geben, warum eine HPV-Infektion bei dem einen Patienten erfolgreich

bekdampft wird, beim anderen persistiert und beim dritten schlieBlich in ein Karzinom miindet.
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Diese Erkenntnis hat die Rationale der epidemiologischen Forschung im Bereich Zervix-
karzinom grundlegend gedndert. Alle bisher untersuchten Risikofaktoren miissen nun dahin-
gehend untersucht werden, ob sie nur die Akquirierung einer HPV-Infektion begiinstigen,
Kofaktoren sind, welche die maligne Transformation infizierter Keratinozyten férdern oder

wirklich unabhingige Faktoren sind.

Da HPV hauptsédchlich durch Geschlechtsverkehr iibertragen wird, stellt das Sexualverhalten
den wichtigsten Risikofaktor fiir das Erlangen einer HPV-Infektion dar (Kataja et al., 1993;
Hippeldinen et al., 1993). Erste sexuelle Erfahrungen vor dem 16. Lebensjahr, Promiskuitit,
Haufigkeit des vaginalen Verkehrs und beim Geschlechtspartner die Anzahl der bisherigen
Sexualpartner sind die Hauptrisikofaktoren (Bauer et al., 1993; Burk et al. 1996). In einer
Studie wurde als der stirkste Risikofaktor, die Anzahl der Sexualpartner in den vorher-
gehenden zwei Jahren identifiziert (Kataja et al., 1993). Eine kiirzere Schulausbildung,
geringeres Einkommen sowie andere sexuell {ibertragene Krankheiten konnen ebenfalls als

Risikofaktoren betrachtet werden (Ho et al., 1998; Schiff et al., 2000).

Gestorte zelluliire Immunitit scheint bei der Progression einer HPV-Infektion einen
entscheidenden Beitrag zu leisten. So steigt die Priavalenz von HPV-assoziierten Lésionen bei
HIV-Infizierten mit fortschreitender Immunsuppression. Gleichzeitig sprechen die Patienten
schlechter auf eine Therapie an. Jedoch scheint dabei auch eine Interaktion von HI- und HP-
Viren, mit lokaler Immunsuppression, eine Rolle zu spielen (Clarke et al., 2002; Mistro et al.,
2001). Ahnliche Progredienz beobachtet man im Verlauf einer Schwangerschaft. Da man
gleichzeitig eine hohe Regressionsrate nach der Geburt beobachtet, konnte auch hier eine
Unterdriickung der maternalen zellgebundenen Immunitét eine Rolle spielen (Senthi et al.,
1998). Uneinig ist man sich bei den oralen Kontrazeptiva, die eine Assoziation mit der Ent-
stehung des Zervixkarzinoms zeigen (Schiffman und Brinton, 1995). So ist es nicht eindeutig,
ob durch die Pilleneinnahme die Aktivitdit von HPV oder lediglich die Anzahl der Partner
ohne geschiitzten Geschlechtsverkehr und damit die Exposition gegeniiber HPV erhoht wird.
Fiir die erste Annahme spricht, dass hormonabhéngige Elemente in der Regulatorregion
(noncoding region = NCR) von bestimmten HPV-Typen gefunden wurden, die in vitro die
HPV-Transkription in Anwesenheit von Steroidhormonen erhéhen (Gloss et al., 1987; Pater

et al., 1988).
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Kjellberg et al. (2000) konnten in ihrer Studie zeigen, dass Rauchen signifikant dosis-
abhingig mit der Entwicklung von Cervicalen Intraepithelialen Neoplasien Grad II und III
(CIN II/IIT Lasionen) korreliert und eine gleichzeitige Assoziation mit einer HPV-Infektion
nicht notwendig ist. Sie betrachteten folglich Rauchen als einen wirklich unabhingigen
Risikofaktor. Es konnte auch gezeigt werden, dal eine genetische Pridisposition fiir das
Zervixkarzinom besteht: aus dem schwedischen nationalen Krebsregister (1958 - 1993)
wurden 71533 Frauen (85% Karzinome in situ, 10% Dysplasien, 5% invasive Karzinome) mit
thren 126893 Verwandten sowie 194810 Kontrollfillen und deren 334961 Verwandten
verglichen. Das familidre relative Risiko fiir das Erkranken an einer zervikalen Neoplasie lag
fiir biologische Tochter bei 1,83 (1,77-1,88), fiir biologische Schwestern bei 1,93 (1,85-2,01)
und fiir nicht-biologische Schwestern bei 1,15 (0,82-1,52) (Magnusson et al., 1999).
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1.4. Molekulargenetischer Aufbau des humanen Papillomavirus

Die DNA-Sequenz des HP-Virus enthilt nur auf einem seiner beiden Stringe hoch konser-
vierte offene Leserahmen, sogenannte ,,open reading frames* (ORF), die in drei Gruppen ein-
geteilt werden (Chen et al., 1982). Die friihe E-Region (,,early region®), bestehend aus 6-8
offenen Leserahmen (E1-E8) , wird vor allem in den unteren Zellschichten expremiert und ist
unter anderem fiir die Replikation und die Transformation verantwortlich. Die spite L-Region
(,,Jate region®) enthélt die Leserahmen L1 und L2, die fiir die Strukturproteine des Kapsids
kodieren und in den duBeren Zellschichten expremiert werden. Zwischen dem 3'-Ende der L-
Region und dem 5’-Ende der E-Region befindet sich eine nicht kodierende Region (NCR =
noncoding region) oder auch ,upstream regulatory region“ (URR) genannt. Sie enthilt
regulierenden Elemente, die fiir die Replikation der viralen DNA notwendig sind ( Galloway

et al., 1989; Chow et al. 1991) (siche Abbildung 1.2).

E7 E1 ES L2
=
5]
£
= E 6 E2 L1
5
E
-
E 4
|->P 97 T Poly-A T Poly-A
| | | | | | | | |
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 7906 Bp
4+— Friihe —— P4 Spite Region —» URR
Region

Abbildung 1.2.: Schematischer Aufbau des humanen Papillomavirusgenoms am Beispiel von
HPYV 16. Das normalerweise zirkulidre Genom ist hier linear dargestellt. Die offenen Leserahmen
E1 bis E7 kodieren fiir die frithen Proteine, die an der viralen Replikation und der Trans-
formation beteiligt sind. Die Gene L1 und L2 kodieren fiir die Kapsidproteine. Ein in der URR
lokalisierten Promotor (P 97) und die Polyadenylierungsstellen sind angegeben (Abbildung
modifiziert nach Galloway, 1998)

Dem E1 Protein kommt eine wichtige Rolle bei der viralen DNA-Replikation zu (Ustav und

Stenlund, 1991). Durch die Bindung an das E2-Genprodukt konnte dieses zum Replikations-
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ursprung dirigiert werden (Mohr et al. 1990).

Das E2-Gen kodiert fiir drei spezifische DNA-bindende Proteine, die in der Transkriptions-
regulation des viralen Genoms involviert sind. Eines davon wirkt als Transkriptionsaktivator,
wihrend die anderen beiden als Transkriptionsrepressoren wirken. Werden in Zellen, die mit
HPV-DNA transformiert wurden, die E1 und E2 Leserahmen zerstort, so kommt es zu einer
Integration der Virus-DNA in das Wirtszellgenom. (Howley, 1990; Lambert et al., 1991;
Chiang et al., 1992)

Die genaue Funktion von E4 ist noch nicht bekannt. Im Gegensatz zu allen anderen
Papillomavirusproteinen ist es ein zytoplasmatisches Protein, das erst spdt in der viralen
Entwicklung, zusammen mit den Kapsidproteinen gebildet wird (Crum et al., 1990). Dies legt
den SchluB3 nahe, dal es bei der Virusreifung eine Rolle spielen konnte, obwohl es in der
frithen Region des HPV-Genoms liegt. (Chow et al., 1987; Nasseri et al.; 1987; Doorbar et al.,
1991)

Fiir das Genprodukt von HPV-16 ES5 konnte gezeigt werden, dass es bestimmte etablierte
Mauszellinien epidermalen Ursprungs (p117 und PAM 212) transformieren kann (Leptak et
al., 1991). Ob allerdings HPV-16 E5 bei humanen Keratinozyten ebenfalls einen Trans-
formationsbeitrag leistet ist zur Zeit noch unklar.

E6 und E7 werden in unterschiedlich starken Konzentrationen in Tumoren und
Zervixkarzinomen gefunden und sind an der Tumorinitiation entscheidend beteiligt
(Galloway and McDougall, 1996). In vitro ist sogar ihre Genexpression allein ausreichend,
um Zellen zu immortalisieren. Allerdings miissen sie kontinuierlich transkripiert werden, um
den Proliferationsstatus einer Zelle aufrecht zu erhalten (von Knebel Doeberitz et al., 1992).
E2 unterdriickt die Transkription von E6. Eine Eliminierung oder Inhibierung von E2 scheint
bei der Entwicklung zum Karzinom somit von Bedeutung zu sein. Das HPV-16-E6-Protein
bindet an das Produkt des Tumorsuppressorgens p53, welches dann iiber den Ubiquitin-
stoffwechsel schneller abgebaut wird ( Mietz et al. 1992). E7 bindet unter anderem an das
Retinoblastomgen und inaktiviert es dadurch (siehe unten) (Phleps et al., 1992).

L1 und L2 kodiert fiir zwei unterschiedliche Strukturproteine aus denen das Viruskapsid
aufgebaut ist. Die Proteine werden im Zellkern von terminal differenzierten Keratinozyten
gebildet und dort an unterschiedlichen Stellen gesammelt, bevor sie zu Kapsiden assoziieren
(Shin-Je Ghim et al. 1993). Mindestens 80% des Kapsids bestehen aus den Hauptkapsid-
proteinen (L1), wobei L1 auBBen und L2 innen lokalisiert ist. Tests haben gezeigt, dass auch
die Expression von L1 alleine ausreichend ist, um ein Viruskapsid herzustellen. L2 scheint

dabei nur den Vorgang zu beschleunigen (Hagensee et al., 1994).



8 Einleitung

1.5. Pathogenese der HPV-Infektion

Initiales Ereignis bei der Infektion mit HPV ist ein Mikrotrauma der Epithelzellen, zum
Beispiel durch Abrasionen beim Geschlechtsverkehr, und der Eintritt von HPV in eine oder
mehrere teilungsfahige Basalzellen (Shah et al., 1992). Besonders leichten Zugang zu den
Basalzellen haben die HP-Viren an der Cervix uteri, wo das hochprismatische Zylinderepithel
der Endozervix zum mehrschichtigen Plattenepithel der Exozervix wechselt, der sogenannten
Transformationszone. Neun von zehn zervikalen Dysplasien zeigen ihren Ursprung an dieser
Stelle.

Nach einer Latenzphase werden zundchst die viralen Genome extrachromosomal, in den
Kernen repliziert und ungefdhr 50 bis 100 Kopien pro Zelle angefertigt. Wenn sich die
infizierten Zellen teilen, wird die Virus-DNA auf beide Zellen aufgeteilt. Wahrend sich die
eine Tochterzelle weiter ausdifferenziert, teilt sich die andere weiter und stellt ein Reservoir
viraler DNA flir weitere Zellteilungen dar. Da die Produktion von HP-Viren auf die
suprabasalen Zellen beschrinkt ist, werden die Basalzellen nicht lysiert und die Infektion
kann so iiber mehrere Jahre persistieren (Stubenrauch et al., 1999).

Der Lebenszyklus des humanen Papillomavirus ist eng mit der epithelialen Zelldifferenzie-
rung verkniipft. Wahrend sich die Basalzellen vermehren, wandern die Epithelzellen kontinu-
ierlich zur Hautoberfliche, wo sie sich abflachen, austrocknen und abschuppen. Nur die
friihen HPV-Gene werden in den tieferen Epithelschichten transkriptiert, wihrend die spéten
Gene in den oberen differenzierten Schichten exprimiert werden. Eine vollstindige Ausbil-
dung von Viruspartikeln ist folglich auf die duBleren Schichten der Haut und Schleimhaut
beschriankt (Beutner et al., 1997). Dies ist auch der Grund, warum es noch nicht gelungen ist
HP-Viren in ausreichenden Mengen in Zellkulturen zu produzieren.

In normalen Epithelzellen tritt eine Tochterzelle nach der Zellteilung aus dem Zellzyklus aus
und beginnt sich zu differenzieren. Begleitet wird dies meist von einer Degeneration des
Zellkerns. Da aber das HPV zur Replikation die Zellenzyme bendtigt, durchlaufen infizierte
Suprabasalzellen eine letzte Synthesephase und kopieren ihr Genom in gro8en Mengen, bevor
sie es in neu produzierte Kapside verpacken. HP-Viren verhindern folglich den Austritt aus
dem Zellzyklus. Bei high-risk HP-Viren wird dies, durch die Expression von E6 und E7
erreicht (siche unten) (Halbert et al., 1992; Cheng et al., 1995; Ruesch et al., 1998).
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1.6. HPV-Onkogenese

Die Annahme, dass Papillomavirusonkogene eine Rolle bei der Entwicklung von anogenita-
len Karzinomen spielen, basiert auf der fast ausnahmslosen Detektion von HPV-DNA und de-
ren Proteinen E6 und E7 in Zervixkarzinomen (zur Hausen, 1991, Walboomers et al., 1999).
Dennoch sind humane Keratinozyten, in vitro, nach Immortalisation durch high risk HPV-
Typen nicht vollstidndig transformiert. Erst die wiederholte Passagierung immortalisierter Zel-
len fiihrt zu Tumorgenitit in immunsupprimierten Tieren (Nacktmdusen) (Hurlin et al., 1991).
Eine maligne Konversion der immortalisierten Zellen kann auch durch Koinfektion eines
aktivierten Onkogens wie ras (Crook et al., 1989) oder Einwirken eines anderen Karzinogens
herbeigefiihrt werden (Garret et al., 1993). Galloway und McDougall erkliarten 1996 diese
Beobachtungen an Hand des folgenden zwei Punkte Modells (siche Abbildung 1.3.):

1. E7 durchbricht das Signal, das normalerweise Suprabasalzellen daran hindert wieder in die
Synthesephase (S-Phase) des Zellzyklus einzutreten. So ist der Kontrollpunkt, der eine Zelle
daran hindert ohne vorangehender Mitose wieder in die S-Phase einzutreten, teilweise
blockiert. Folglich entsteht ein Epithel, das in allen Schichten Proliferation und Mitosen zeigt.
Jedoch ist eine Hyperplasie limitiert durch polyploide Zellen (Zellen mit mehreren Chromo-
somensitzen), die keine Mitose durchlaufen haben. Die gleichzeitig ablaufende Zelldifferen-
zierung bleibt von diesem Phidnomen unbeeintrichtigt. Dennoch erhoht die groBere Zahl
proliferierender Zellen mogliche Angriffspunkte von zusétzlichen genetischen Verdnderun-
gen, die zu Neoplasien fithren konnen.

2. Als Antwort auf eine DNA-Schéidigung verbleiben Zellen normalerweise in der G1 oder
G2-Phase. Wahrscheinlich zur Reparatur der DNA, bevor sie in die Synthesephase bezieh-
ungsweise Mitose eintreten (Hartwell, 1992). E6 und E7 gemeinsam konnen die G1 und G2
Kontrollpunkte umgehen, die DNA geschéddigte Zellen abhalten mit dem Zellzyklus fort-

zufahren.
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Abbildung 1.3.: Schematisches Modell fiir die Rolle von HPV E6 und E7 in der Progression zur
Neoplasie. E7 induziert die Epithelzellproliferation, und beide, E6 und E7 zusammen, ver-
hindern die Apoptose nach einer Chromosomenschidigung (Abbildung modifiziert nach

Galloway and McDougall, 1996).

Die Funktionen von E6 und E7 sind genau beschrieben (siehe Abbildung 1.4.).

Indem E6 an das Protein des Tumorsuppressorgens p53 bindet, beschleunigt es dessen Abbau
durch die ubiquitin-abhéngige Proteolyse. Das Protein von p53 stimuliert eine Reihe von Ge-
nen, von denen das p21 das entscheidende ist (Kuerbitz et al., 1992; Brugarolas et al., 1995).
Das p21-Protein inaktiviert die cyclin-abhéngige Kinase durch Bindung, die durch Phosphori-
lierung das Retinoblastom-Protein (Rb-Protein) aktiviert. Das Retinoblastom-Protein wieder-
um induziert den Eintritt in die Synthesephase des Zellzyklus (siche Abbildung 1.4.).

Folglich kann die Virus-DNA auch in infizierten Zellen repliziert werden, welche die
Basalzellschicht verlassen haben. Gleichzeitig nimmt E6 der Zelle die Mdglichkeit nach einer
DNA-Schidigung in der G1-Phase zu verharren. Das Verbleiben in der G2-Phase des Zell-
zyklus ist nicht von p53 oder p21 beeinfluflt und noch nicht vollstindig geklart (Levedakou et
al., 1995; Galloway et al., 1994). Obwohl der G2-Kontrollpunkt zunédchst unbeeintrachtigt
bleibt, schwécht er sich unter der Einwirkung von E6 iiber die Zeit ab und fiihrt zur Aneu-
ploidien (Zellen mit unterschiedlichen Chromosomensitzen). Auch die Moglichkeit der Zelle

zur Apoptose, die ebenfalls iiber p53 reguliert wird, ist durch E6 eingeschrinkt.
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E7 hat die Moglichkeit den G1 Kontrollpunkt unabhéngig von p53 zu umgehen. (Demers et
al., 1994; Slebos et al., 1994; Hickman et al., 1994) Es bindet an das phosphorylierte Retino-
blastom-Protein und trennt die Untereinheit E2F ab. E2F aktiviert die Transkription einer
Reihe von Genen, eingeschlossen Cyclin E (Ohtani et al., 1995; Geng et al., 1996), das fiir
den Eintritt in die S-Phase notwendig ist (Ohtsubo et al., 1995). AuBBerdem kann E7 durch
Inaktivierung des cdk Inhibitors p21 den Kontrollpunkt umgehen.

DNA-Schidigung = 053

/\

E6/ E6-AP

Cyclin D

i — !

Lo

E2F '\
+ E7

Cyclin E

-
cdk2

Abbildung 1.4.:Schematisches Modell, wie E6 und E7 die Kontrollmechanismen der DNA
geschidigten Zellen inhibieren, um ein Austreten aus dem Zellzyklus zu verhindern. Erklarung

siehe Text.

Diese Inaktivierung der Gl und G2 Kontrollpunkte bringt genetische Instabilitidt und die
Unfahigkeit genetisch verdnderte Zellen im Zellzyklus zu stoppen, was schlieBlich zur Ent-
wicklung einer Neoplasie flihrt. Die Invasivitdt eines Karzinom, erfordert jedoch die Inakti-
vierung oder Aktivierung von weiteren Genen, die eine Penetration der Basalmembran
beglinstigen. Dazu sind zusédtzliche genetische Verdanderungen, bei gleichzeitig unveridnderter
HPV-Organisation notwendig. Auch eine Aktivierung von Wirtsonkogene durch die UR-
Region kommt in Betracht. Erst im Stadium des invasiven Karzinoms wird die Virus-DNA in
das Genom der Wirtszelle integriert. Bei den Vorlduferldsionen, den sogenannten intraepi-
thelialen Neoplasien befindet sich die HPV-DNA noch episomal (Oriel et al., 1990).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Entwicklung eines invasiven Karzinoms nicht
direkte Wirkung des HP-Virus ist. Es begiinstigt lediglich durch die hervorgerufene gene-

tische Instabilitdt weitere genetische Verdnderungen.
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1.7. Nachweis einer HPV-Infektion

Mit dem Wissen, dass bestimmte HPV-Infektionen untrennbar mit dem Zervixkarzinom
verbunden sind, erhoffte man sich, durch den Nachweis von HPV bei Patienten mit
auffilligen, aber nicht eindeutig pathologischen Zervixabstrichen (Pap III oder III D), eine
weiterfilhrende Risikoeinteilung vornehmen zu kénnen. Denn bei Patientinnen mit high risk
HPV-Infektionen wiirde man folglich eher erwarten, dass sich hinter der auffalligen Zytologie
eine schwere Dysplasie bzw. ein Zervixkarzinom verbirgt, als bei Frauen ohne HPV-Infek-
tionsnachweis. Dadurch wiirde eine groBe Anzahl sehr aufwendiger histologischer Unter-
suchungen umgangen, die zu einem GroBteil unndtige Belastungen fiir die Patientinnen dar-
stellen. Etwa 2,9% aller im Rahmen einer Vorsorgeuntersuchung entnommenen Abstriche,
werden als zytologisch auffillig beurteilt, wovon aber nur 8-10% histologisch eine schwere

Dysplasie oder ein Karzinom aufweisen (Davey et al., 1994; Kaufman et al., 1996).

In der Zytologie sind Anzeichen einer HPV-Infektion verstirkte zytoplasmatische Aufbléh-
ungen bzw. Hofbildungen um die Zellkerne, Koilozytose genannt, welche eine mehr oder
weniger ausgepragte Kernpolymorphie und —hyperchromasie zeigen kdnnen (Dekmezian et
al., 1987; Roman et al., 1989). Allerdings ist auch eine ausgeprigte Koilozytose kein sicherer
Beweis, dass eine virale Infektion mit HPV stattgefunden hat (Girardi et al., 1989). Folglich
wurden eine Reihe an kommerziellen Test, wie Vira Pap-type®, HPV profile®, Hybrid
Capture® and Hybrid Capture II®, (alle von der Digene Diagnostics, Silver Spring, Md,
USA) entwickelt, die HPV-DNA, stellvertretend fiir eine HPV-Infektion, aus Abstrichmate-
rial nachweisen sollen.

Der experimentelle Einsatz dieser Techniken hat bislang ausgesprochen heterogene Einschét-
zungen der Privalenz von genitalen HPV-Infektionen hervorgebracht (Koutsky et al., 1988).
Hierfiir wird teilweise eine Behinderung der exakten Probeentnahme durch die klinische
Inapparenz zahlreicher Léasionen verantwortlich gemacht. Aber auch zeitliche Schwankungen
bei der Virusproduktion konnten zu einer unterschiedlichen Einschédtzung der HPV-Privalenz
in definierten Populationen gefiihrt haben (de Villliers et al., 1987). Aullerdem sind die
verschiedenen Methoden zur Detektion von HPV-DNA aus Abstrichen und Gewebeproben
nur begrenzt untereinander vergleichbar und zeigen in den Testergebnissen Schwankungen
zwischen den einzelnen Labors. Dadurch wird eine genaue Analyse der bevolkerungsbezoge-
nen Verbreitung verschiedener HPV-Typen erschwert (Munoz et al., 1988) und die Aussage-

kraft des viralen DNA-Nachweises eingeschriankt. Dies macht deutlich, dass man weitere
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eventuell verlisslichere Marker fiir die Diagnose, Verlaufskontrolle und Uberwachung von
HPV-Infektionen bendtigt. Aus diesem Grund erscheint es sinnvoll, ebenso wie es bei EBV
(Ebstein-Barr-Virus) assoziierten Karzinomen ermoglicht wurde (Henle und Henle, 1976),
auch bei Papillomaviren nach serologischen Nachweismethoden fiir assoziierte Erkrankungen

zu suchen und daher die humorale Immunantwort besser zu erforschen.

1.8. Humorale Immunantwort auf HPV-Infektionen

Uber die humorale Immunantwort auf HPV-Infektionen ist noch wenig bekannt. Obwohl die
Serologie eines der vielversprechendsten Gebiete der virologischen Forschung ist, wurde
dieser Weg bei der HPV-Forschung, im Vergleich zu den anderen Methoden, bis jetzt wenig
beachtet. Ein Grund ist, dass es nicht gelingt Virionen (vollentwickelte Viren) in ausreichen-
den Mengen aus Laborkulturen oder HPV-Lidsionen zu isolieren, um sie in immunologischen
Tests einsetzen zu konnen. Ein weiterer Grund ist die Tatsache, dass gro3e Teile der HPV-
Gene erst in den duBeren Schichten des Epitheliums expremiert werden, daher keine viri-
mische Phase durchlaufen und so wahrscheinlich nicht vollstindig gegeniiber dem Immun-
system exponiert werden.

Jahrelang wurden mit verschiedenen Testverfahren versucht, Antikorper gegen spezifische
HPV-Typen nachzuweisen (Galloway et al., 1992). Allerdings waren die Ergebnisse schwie-
rig zu interpretieren, weil die Forschungslabore verschiedene rekombinante und synthetische
Proteine als Antigene verwendeten und unterschiedliche Populationen testeten. AuBerdem
waren die verwendeten Testverfahren von geringer Spezifitdt und Sensitivitit. Inzwischen
haben viele Labore die sehr sensitive Methode des L1-Kapsid-ELISAs angenommen
(Hagensee et al., 1993), oder verwenden in vitro translatierte frithe Proteine, um Antikorper
im Serum nachzuweisen. Dadurch lassen sich die verschiedenen Ergebnisse besser verglei-
chen und eine einheitliche Vorstellung iiber verschiedene Aspekte der humoralen Immunant-
wort entwickeln.

Da Antikdrper bei Patienten mit persistierenden und rezidivierenden HPV-Lésionen detektiert
werden konnen, ist es unwahrscheinlich, dass natiirlich gebildete HPV-Antikorper einen
signifikanten Einfluss auf den Verlauf der Infektion haben. Dennoch konnten Antikorper
hilfreiche Marker sein, um subklinische HPV-Infektionen aufzudecken und zu iiberwachen.
Deshalb ist es wichtig, den Ablauf der humoralen Immunantwort auf eine HPV-Infektion

vollstindig zu verstehen.
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Studien am Tiermodel haben gezeigt, dass neutralisierende HPV-Antikorper vor einer Folge-
infektion mit dem gleichen HPV-Typen schiitzen kdnnen (Jarrett et al., 1990; Suizich et al.,
1995). Eine erst kiirzlich verdffentlichte Doppelblindstudie (Koutsky et al., 2002) mit 2392
Frauen, stellte auBerdem eine signifikante Reduktion der Inzidenz von HPV-16-Infektionen
und HPV-16 assoziierten Dysplasien nach Impfung mit HPV-16-Kapsiden fest. Diese
Ergebnisse zeigen, dass eine prophylaktische Impfung gegen das Zervixkarzinom moglich
erscheint. Damit weiterhin Fortschritte bei der Entwicklung dieser Impfstoffe gemacht
werden, miissen die Prdvalenz und die Onkogenitit vorkommender HPV-Typen einer
Population genau bekannt sein. Fiir solche epidemiologischen Untersuchungen scheint sich
die Serologie ebenfalls bestens zu bewidhren und dem DNA-Nachweis iiberlegen zu sein

(Strickler et al. 1999).
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1.9. Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Patientinnen mit rezidivierenden Zervixdysplasien auf
die Exposition moglichst vieler verschiedener genitaler humaner Papillomaviren zu testen.
Gleichzeitig sollte die spezifische humorale Immunantwort auf diese HPV-Infektionen
untersucht werden. Zusitzlich sollten die gemessenen Parameter auf den Nutzen als
pradiktive Marker fiir die Entwicklung schwerer zervikaler Dysplasien getestet werden.

Zu diesem Zweck wurden retrospektiv Blutseren von Patientinnen der Dysplasiesprechstunde,
der I. Universitdts-Frauenklinik in Miinchen, auf acht typenspezifische HPV-IgG-Antikorper
(Typ 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 45) mittels L1-Kapsid-ELISA untersucht. Um besser Riick-
schliisse auf die natiirliche Entwicklung der Immunantworten schlieen zu kénnen und aktu-
elle HPV-Infektionen nachzuweisen, sollten zusitzlich die jeweils mit den Blutproben gleich-
zeitig entnommenen Abstriche auf das Vorkommen von HPV-DNA 27 verschiedener Typen
mit Hilfe von PCR- und Lineblotverfahren bestimmt werden. Von den ausgewéhlten Frauen
sollten mindestens drei Serumproben verschiedener Zeitpunkte mit parallelem Portioabstrich
zur Verfiigung stehen, um auch eine zeitliche Komponente beriicksichtigen zu kénnen. Diese
retrospektiv untersuchten Patientinnen wurden zwischen drei und 71 Monaten betreut und
dabei mit verschiedenen chirurgischen Methoden (Laserevaporation, Portioabrasio mit Zer-

vixkiirettage, Probebiopsien, Konisationen) behandelt, wobei Histologien gewonnen wurden.

Im Einzelnen standen folgende Fragen im Vordergrund:

1. Gegeniiber welchen HPV-Typen ist die untersuchte Population mit auffilligen Zervix-
zytologien exponiert?

2. In welchem Umfang werden spezifische Antikdrper gegen genitale HPV-Kapside im
Serum dieser Patienten gebildet?

3. Wie hingt das am Cervix uteri gefundene HPV-DNA-Spektrum mit den im Blut gebil-
deten Kapsidantikorpern zusammen?

4. Haben verschiedene chirurgische Behandlungsmethoden von Zervixdysplasien Einfluf3
auf den HPV-DNA-Nachweis und die Seroreaktivitit gegeniiber HPV-Kapsiden?

5. Sind die Nachweise von bestimmten HPV-Kapsid-Antikdrpern beziehungsweise von
typenspezifischen HPV-DNAs fiir die weitere histologische Entwicklung von Bedeutung
und als pradikative Biomarker einsetzbar?

6. Welche zusitzlichen Risikofaktoren neben humanen Papillomavirus Infektionen spielen

eine Rolle bei der Entwicklung schwerer Dysplasien?
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2. Patientinnen, Material und Methoden

2.1. Patientinnen

2.1.1. Studienpopulation

Fiir die vorliegende Longitudinalstudie wurden 52 Patientinnen retrospektiv untersucht, die
wegen rezidivierenden Zervixdysplasien die 1. Universitdtsfrauenklinik der LMU in den
Jahren 1987 bis 1999 aufsuchten. Von jeder Frau sollten mindestens drei Zervixabstrich
verschiedener Zeitpunkte mit parallel abgenommenen Blutseren fiir die labortechnischen
Untersuchungen zur Verfiigung stehen. Die Anzahl der Proben schwankte zwischen drei und
sieben pro Patientin, wobei der Median drei betrug. Wéhrend des Beobachtungszeitraumes
zwischen 3 und 71 Monaten (durchschnittlich 2,6 Jahre) wurden die Patientinnen mit
verschiedenen chirurgischen Methoden (Laserevaporation, Portioabrasio mit Zervixkiirettage,
Probebiopsie, Konisation) behandelt und dabei Histologien gewonnen. Somit lagen 178 HPV-
Abstriche, 178 Blutseren, 94 Histologien und 418 Pap-Abstriche zur Analyse vor.
Altersstruktur: Bei der Erstuntersuchung in der I. Universititsfrauenklinik lag das mittlere
Alter bei 31,4 Jahren, wobei die jiingste Patientin 21,4 und die Alteste 53,6 Jahre alt war. Die
erste auffillige Zytologie bzw. Dysplasie dieser Frauen wurde im Durchschnitt mit 30,5 Jah-

ren in der Regel vom niedergelassenen Gynékologen diagnostiziert (siche Abbildung 2.1.).

Altersverteilung bei Erstdiagnose
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Abbildung 2.1.: Altersverteilung der Patientinnen bei Erstdiagnose einer auffilligen Zytologie

bzw. Dysplasie.
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Zytologisches Ergebnis bei erstmaliger Probenentnahme: Alle Patientinnen wurden von
niedergelassenen Gynékologen, nach wiederholt auffilligen Pap-abstrichen im Sinne der
Miinchner Nomenklatur, zur weiteren Behandlung in die Dysplasiesprechstunde der I.
Universititsfrauenklinik (I.UFK) {iberwiesen. Die Ergebnisse der Zytologie zum Zeitpunkt

der ersten Probeentnahmen in der I. UFK sind in Tabelle 2.2. zusammengefasst.

Miinchner Zytologisches Bild Anzahl der Prozentzahl
Nomenklatur Patientinnen
I unauffillig, keine Verdnderungen 0 0%
11 entziindliche, metaplastische Verdnder- 10 20,8%
ungen
111 schwer entziindliche, degenerative Ver- 7 14,6%
dnderungen
1o leichte bis méBige Dysplasie 13 27,1%
IV a schwere Dysplasie oder Ca in situ 17 35,4%
IVb schwere Dysplasie oder Ca in situ. In- 1 2,1%
vasives Ca nicht ausgeschlossen.
fehlendes 4
Ergebnis

Tabelle 2.1.: Einteilung der Verinderungen am Zervix nach Papanicolaou, zum Zeitpunkt des

Erstbesuches.

Rauchgewohnheiten: 23 (48,9%) der Frauen waren bei der Erstuntersuchung Raucherinnen.
Neun dieser Patientinnen (19,1%) gaben an, weniger als zehn Zigaretten/Tag, und 14 (29,8%)
mehr als zehn Zigaretten/Tag zu rauchen.

Hormonelle Einfluifaktoren: Nach Angaben der Patientinnen trat die Menarche durch-
schnittlich im Alter von 12,8 Jahren auf. Die Menopause hatte noch keine der Probandinnen
erreicht. 62,5% der Frauen gaben an zwischen ein und sieben Schwangerschaften gehabt zu
haben. Das Durchschnittsalter bei der ersten Schwangerschaft war 26,5 Jahre. Zum Zeitpunkt
der Erstuntersuchung nahmen 50% der Frauen hormonelle Antikonzeptiva. 19% hatten einen
Body-Mass-Index (Korpergewicht in kg/Korpergrofle? in m; Normalwert bei Frauen zwischen
18 und 24) groBer als 24 und somit starkes Ubergewicht.

Sozialanamnese: 31% der Studiengruppe hatten eine akademische Ausbildung, 59% hatten
eine abgeschlossene Berufsausbildung und 10 % keine Ausbildung. 38% lebten zum
Zeitpunkt der Erstuntersuchung in einer festen Partnerschaft oder waren verheiratet, 62%

waren geschieden oder ledig und ohne feste Bindung.
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2.1.2. Probengewinnung fiir HPV-DNA-Analysen und HPV-Antikorper-

bestimmungen sowie fiir histologische und zytologische Untersuchungen

Zum Sammeln der Zervixabstriche fiir die HPV-DNA-Analyse wurde der Specimen
Collection Kit der Firma Digene Diagnostics, Silver Spring, MD, USA verwendet. Dabei
wurden Zellen der Transitionalzone mit einem Wattetrdger entnommen, in 1ml Transport-
medium aufgenommen und bis zur Auswertung bei -21°C eingefroren.

Fiir die serologische HPV-Antikorperbestimmung wurden Sml Blutproben nach den iiblichen
Standardverfahren vends abgenommen und bei —21°C gelagert.

Zur zytologischen Beurteilung des Gebarmutterhalses wurden die Portiooberfliche und der
Zervikalkanal mittels Wattetrdger getrennt abgestrichen. Jeder der beiden Abstriche wurde
auf einen separaten Objekttriager iibertragen und sogleich mit Alkohol fixiert. AnschlieSend
wurden die Abstriche nach Papanicolaou gefdrbt und entsprechend der Miinchener
Nomenklatur ausgewertet.

Histologien wurden je nach klinischer Einschitzung als Probebiopsie, Portioabrasio mit
Zervixkiirretage oder Konisation entnommen. Die Beurteilung erfolgte durch einen Patho-

logen der 1. Frauenklinik der LMU.
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2.2. Material und Methoden

2.2.1. Herstellung typenspezifischen Viruskapside in BSC-1 Affennieren-

zellkulturen

2.2.1.1. Prinzip der Kapsidherstellung

Fir die spitere Verwendung im Kapsid-ELISA-Verfahren (sieche unten) wurde typen-
spezifische HPV-L1-Virushiillproteine (Kapside), wie beschrieben bei Hagensee 1993
(Hagensee et al., 1993) hergestellt. Zundchst wurden BSC-1 Zellen in Kulturschalen
angeziichtet und dann mit Vaccinia-Virus Rekombinanten, die fiir das jeweilige LI1-
Hiillprotein kodieren, infiziert. Darauf produzierten die Zellen gréfere Mengen des
gewiinschten Kapsids. Um die Zellen von den sogenannten ,,virus-like particles* (VLPs)
abzutrennen, wurden sie gesammelt und mittels Ultraschall aufgespaltet. Danach wurden die
Kapside durch eine Ultrazentrifugation an einem Césiumgradienten isoliert. SchlieBlich
erfolgte eine Reinigung durch Dialysierung an PBSD mit anschlieender Ultrazentrifugation
an einem Glykosegradienten. Insgesamt wurden nach diesem Schema acht verschiedene

Typen von HP-Viruskapsiden hergestellt (HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 45) .

2.2.1.2. Anzucht der BSC-1 Affennierenzellen

BSC-1 Affennierenzellen wurden in DMEM (Dulbecco’s modifikation of Eagle’s medium)
mit 5% FBS (fetal bovine serum) und Antibiotika bei 37°C in Petrischalen mit einem Durch-
messer von 150mm kultiviert. Eine Plastikschale enthielt durchschnittlich 1,4 x 10° Zellen.
Die Zellen konnten nach Erreichen des Konfluenzstadiums einmal wochentlich im Verhéltnis
1/10 geteilt werden. Dazu wurde das Medium in den Kulturschalen abgesaugt und die Zellen
mit jeweils 2 ml Trypsin 10 Minuten bei 37°C inkubiert. Die adhirent wachsenden Zellen
wurden so vollstindig gelost und in neues Nidhrmedium {iberfithrt. Diese Zellsuspension

wurde dann auf neue Schalen zehnfacher Menge aufgeteilt.

2.2.1.3. Infizierung der BSC-1 Zellen mit HPV L1 Impfviren

Die Zellen wurde mit rekombinanten Vaccinia-Viren, die nur flir den jeweils typenspe-
zifischen L1-Virusbestandteil kodieren, im Verhéltnis 1:30 infiziert. Die entsprechende Virus-
menge wurde nach der Titerangabe der Ausgangsuspension in DMEM gelost und in der
Menge von 2,5 ml / Kulturschale aufpipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei

37°C wurden 22,5 ml Nahrmedium pro Schale hinzugefiigt und fiir weitere 48 Stunden bei
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37°C inkubiert.

2.2.1.4. Isolieren der Kapside

Die infizierten Zellen wurden mit einem Zellschaber von der Unterflache gelost und die Zell-
suspension in 500 ml Zentrifugierflaschen gesammelt. Nach einer Sedimentation mit 2500-
facher Erdbeschleunigung (g = 9,80665 m/s?) fiir 10 Minuten, wurde der Uberstand verwor-
fen. Das restliche Ndhrmedium wurde ausgewaschen, indem die Zellen in 20 ml PBS
(phosphate-buffered saline) resuspendiert und nach erneuter Zentrifugation wieder abgetrennt
wurden.

Zum Aufschliefen der Zellen und Isolierung der gebildeten L1-Virushiillproteine, wurde die
Zellen in 10 ml PBSD (1 M PBS, 0,5 mM MgCl,; 0,9 mM CaCl,) geldst und einer intensiven
Ultraschallbehandlung auf Eis unterzogen. Um die Zellen nicht zu iiberhitzen und ein
Aufschdumen zu vermeiden, wurden die Beschallung fraktioniert und mit Kiihlpausen
durchgefiihrt. Das Ergebnis wurde lichtmikroskopisch kontrolliert.

Anschlieflend folgte eine Auftrennung dieser noch relativ groben Zellbestandteile {iber einen
Céasiumchloridgradienten. Dazu wurden 10,24 g Cédsiumchlorid hinzugefiigt und die nukleare
Suspension auf zwei flexible Zentrifugengefifie verteilt, die sich problemlos mit einer Nadel
durchstechen lieen. Es folgte eine Ultrazentrifugation mit einem SW-41-Rotor bei 36000
U/min fiir 48 Stunden bei 4°C. Die einzelnen Bestandteile wurden so in verschiedene Banden
aufgetrennt und die Viruskapside konnten mit Hilfe einer 5 ml Spritze und Kaniile durch das
flexible Zentrifugengefdl hindurch abgesaugt werden. Die Dichte dieser Virus-Like Particles
(VLPs) wurde mit einem Refraktometer von Bausch & Lomb gemessen und sollte zwischen

1,360 und 1,365 g/ml liegen.

2.2.1.5. Reinigen der Kapside

Zum Reinigen wurden die Kapside in Membranrdhrchen iiberfithrt und an PBSD iiber Nacht
dialysiert. Als weiterer Schritt folgte eine Purifikation an einem Glukosegradienten. Dazu
wurden eine 10% und eine 50% Glukoselosung mit 5 M NaCl, PBSD und 5% NP-40 in 60°C
heiBlem Wasserbad hergestellt. Nach einer Abkiihlung auf 4°C wurden jeweils Sml der Losun-
gen libereinander in ein Reagenzglas pipettiert, so dass zwei Phasen unterschiedlicher Kon-
zentrationen entstanden. Durch langsames Umlegen der Rohrchen entstand ein gleichméaBiger
Glukosegradient, worauf schlieBlich die Kapside aufgetragen wurden. Nach einer Zentri-
fugation iiber Nacht bei 36000 U / min, 4°C und einem SW-41-Rotor, wurde der Uberstand

verworfen und die gereinigten Kapside konnten fiir den Kapsid-ELISA verwendet werden.
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2.2.2. Kontrolle der Kapside mit Western-Blot-Analyse

2.2.2.1. Prinzip des Western-Blots

Die Spezifitit und die Konzentration der hergestellten typenspezifischen Kapside wurde mit
einer Western-Blot-Analyse (Towbin et al., 1979) gepriift.

Zuerst wurde mit den Kapsiden eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
durchgefiihrt. Dabei wurden durch die Anwesenheit von SDS und Mercaptoethanol die
Proteine negativ geladen und die Disulfidbriicken verringert. Durch Anlegen einer elektri-
schen Spannung wurden sie entsprechend ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. AnschlieBend
wurden die separierten Molekiihle elektrophoretisch auf eine Nitrozellulosemembran
transferiert (,,geblotet) und die freien Proteinbindungsstellen abgeséttigt. Zur immunologi-
schen Identifizierung wurden die Membranen mit monoklonalen Mausantikorper gegen die
jeweiligen Kapsidtypen inkubiert. Nach intensivem Abwaschen der unspezifisch gebundenen
Liganden erfolgte ein indirekter Nachweis mit einem zweiten (Anti-Maus)-Antikérper und
einer daran gekoppelten Merettich-Peroxidase katalysierten Fluoreszenzreaktion. Das Ergeb-
nis wurde schlieBlich durch Autoradiographie auf einem Rontgenfilm sichtbar gemacht (siehe

Abbildung 2.1).

| Kapside [PMarkers| Transfer der Peptide auf 1. Absittigen der freien

die Nitrozellulose - Proteinbindungsstellen.
1= = 1) Membran 2.Inkubation mit monoklonalen
R 5 R 5 2 Antikdrpern
3.Waschen

) 4.Inkubation mit Kaninchen-
Anti-Maus AK +Peroxidase
5.Waschen

6.Zugabe des Substrats

Aufgetrennte Proteine -
I R S— L QO —
Entwickeln
Darstellung der Autoradiographie
Kapsidbanden

Abbildung 2.1.: Prinzip des Westernblots (Erklirung siehe Text).
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2.2.2. Durchfiihrung des Western-Blots

Fiir die gelelektrophoretische Auftrennung der Kapsidlosung wurde ein 10%-iges SDS-
Polacrylamidgel hergestellt. 5 ul der Probe wurden in 5ul Mercaptoethanol pipettiert und Sul
Ladepuffer, bestehend aus 7% SDS, 20% Glycerol, 125 M Tris und 0,003 BPB, zugegeben.
Zur Denaturierung der Proteine wurde der Ansatz fiir 5 Minuten bei 95°C auf einem
Heizblock erwiarmt und danach auf zwei verschiedene Gele jeweils 5 pl der gleichen Proben
geladen.

Nach erfolgter Elektrophorese wurde das erste Gel mit einer 0,25%-igen Coomassie blue
Losung fiir eine halbe Stunde unter stindigem Schwenken gefdarbt. Anschlieend wurde der
Hintergrund mit einer De-Stain-Losung (30% Methanol, 10% Essigsdure) wieder entfarbt und
danach luftgetrocknet.

Zum Transfer der Proteine wurden das zweite Gel zusammen mit einer Nitrozellulose-
membran zwischen zwei Schwamme geklemmt, in eine Western-Blot-Kammer mit 300ml
Transferpuffer (20% Methanol, 50mM Tris, 380mM Glycin, 0,1% SDS) positioniert und eine
Spannung von 100 Volt bei 4°C angelegt. Nach einer Stunde wurde die Membran entnommen
und die restlichen Proteinbindungsstellen fiir eine weitere Stunde in einer Plastikwanne mit
PBST und 5% Milchpulverlosung abgeblockt. Es folgte eine einstiindige Inkubation mit
monoklonalen Antikérpern in einer Verdiinnung von 1:1000 mit PBST und 0,5% Milch-
pulver. Ungebundene Liganden wurden durch viermaliges Waschen mit PBST entfernt. Der
zweite Antikorper, das Kaninchen-Anti-Maus Immunglobulin, konjugiert mit Merettich-
Peroxidase wurde im Verhiltnis 1:40000 in PBST mit 0,5% Milchpulver gelost und die
Membran darin flir eine weitere Stunde eingelegt. Nach viermaligen Waschen erfolgte die
Detektion mit enhanced-chemiluminescence (ECL)-Firbelosung, die fiir eine Minute aufge-
tragen wurde. SchlieBlich wurde die Membran blasenfrei in eine Polyethylenfolie verpackt

und zur Sichtbarmachung des Ergebnisses einem Rontgenfilm exponiert.
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2.2.3. Das Kapsid-ELISA-Verfahren zur Testung der Patientinnen auf HPV

Antikorper

2.2.3.1. Prinzip des Kapsid-ELISAs

Alle Blutproben wurden auf das Vorhandensein von L1-IgG-Serumantikérpern der HPV-
Typen 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35 und 45 mit dem bei Carter 1996 (Carter et al 1996) beschrie-
benen Kapsid-ELISA-Verfahren getestet (siche Abb. 2.2.2.).

1. Beschichtung der Platten mit monoklo-
nalen Mausantikorpern gegen HPV-Kapside

2. Waschen + Blocken der unspezifischen
Bindungsstellen mit Ziegenserum

3. Zugabe der typenspezifischen HPV-
Kapside (L1)

4. Waschen

5. Zugabe der zu testenden Blutseren mit
unbekannter HPV-Antikérpermenge

6. Waschen

7. Zugabe eines Anti-Human-IgG
Antikorpers, an den alkaline Phosphatase
(AP) gekoppelt ist.

8. Waschen O farbloses Substrat

farbiges
Reaktionsprodukt

9. Zugabe der Substratlosung

Abbildung 2.2.2: Prinzip des Kapsid-ELISAs (Erkliarung siehe Text)

Zunichst wurden Mikrotiterplatten mit monoklonalen Mausantikdrpern gegen jeweils ein
typenspezifisches HPV-L1-Virushiillprotein beschichtet. Freie, nicht an die Plastikoberflache
der Vertiefungen gebundene Antikorper wurden ausgewaschen und die unspezifischen

Bindungsstellen mit einer ziegenserumhaltigen Losung abgeblockt. AnschlieBend wurden die



24 Patientinnen, Material und Methoden

unter Punkt 2.2.1. beschriebenen Kapside hinzugefiigt und von den Antikdrpern gebunden.
Nach einer weiteren Waschung wurden die zu testenden Blutseren aufgetragen. Waren
Antikorper gegen den jeweiligen HPV-Typen enthalten, wurden diese an die Hiillproteine
angelagert. Die Detektion erfolgte mit einer durch alkalische Phosphatase katalysierten
Farbreaktion unter zu Hilfenahme eines zweiten Antikorpers (Anti-Human-IgG), an den
dieses Enzym gekoppelt ist. Mit einem ELISA-Lesegerit konnte schlieBlich die Extinktion,
und damit die relative Menge an Antikorpern, photometrisch bestimmt werden.

Durch das Auftragen der monoklonalen Mausantikorper vor den Kapsiden wurde eine sehr

hohe Spezifitit im Antikdrpernachweis und ein niedriger unspezifischer Hintergrund erreicht.

2.2.3.2. Durchfiihrung des Kapsid-ELISAs

Zur Beschichtung von 96-Mikrotiterplatten (Immulon—2, Dynatech Laboratories, Inc.
Chantilly, VA, USA) wurden monoklonalen Mausantikoérper mit 0,1 M Natriumkarbonat-
puffer (pH 9,5) im Verhéltnis 1/2000 verdiinnt und in einem Volumen von je 50 pl/Vertiefung
bei 4°C iiber Nacht inkubiert. Diese in Lebendmédusen hergestellten Antikorper gegen gerei-
nigte Kapside, wurden freundlicherweise von Dr. Neil Christensen, Penn State Medical
Center, Seattle, USA zur Verfligung gestellt.

AnschlieBend wurden die nicht an die Platte gebundenen Antikorper durch dreimaliges
Waschen mit PBS entfernt. Es folgte eine einstiindige Inkubation bei Raumtemperatur mit
100 pl PBST (PBS mit 0,05% Tween 20), das zusétzlich 10% Ziegenserum enthielt, um
unspezifische Bindungsstellen der Titerplatte abzublocken. Danach wurden die Platten
ausgeklopft und die in Punkt 2.2.1. beschriebenen HPV-L1-Virushiillproteine in der
Mischung von 1/50 bis 1/200 (optimiert fiir jeden Kapsidtyp) in PBST plus 10% Ziegenserum
hinzugefiigt und fiir eine weitere Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem weiteren
Waschzyklus mit PBS wurden die gewiinschten Blutseren mit PBST/10% Ziegenserum im
Verhiéltnis 1:100 verdiinnt, mit einem Volumen von 50 pl aufgetragen und fiir eine Stunde bei
37°C in den Inkubator gestellt. Alle Blutseren wurden dreifach getestet, ein Tripel mit
Kapsiden und ein Tripel ohne Kapside als Leerwert.

Nach einem wiederholten Waschvorgang wurden die Platten mit einer Ziegen Anti-Human-
IgG konjugierten alkalischen Phosphatase (AP) (Boehringer-Mannheim, Indianapolis, IA,
USA) in der Verdiinnung 1/2000 fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Durch das Hinzufiigen
von 50 ul AP Substrat / Vertiefung wurde eine Farbreaktion gestartet und die Antikorper-
bindungen sichtbar gemacht. Nach einer 30-miniitigen Inkubationszeit im Dunklen bei

Raumtemperatur wurde durch Zugabe von 50 ul 1,5 M NaOH / Vertiefung die enzymatische
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Reaktion gestoppt. SchlieBlich wurde mit Hilfe eines ELISA-Lesegerites (Titertek Twin-
reader) photometrisch bei 405 nm die Extinktion der Losung in den einzelnen Vertiefungen

der Mikrotiterplatte gemessen.

2.2.3.3. Auswertung der ELISA-Ergebnisse

Die ELISA Rohwerte wurden logarithmiert, um die Werte besser einer GauB3schen Normal-
verteilung anzundhern. Der Median der Tripel ohne Kapside wurde von dem Median der
Tripel mit Kapsiden subtrahiert. Zur Reduzierung von Fehlerquellen und Egalisierung kleiner
Schwankungen zwischen verschiedenen Versuchsansdtzen wurden nach Moglichkeit alle
Seren einer Patientin auf der selben Mikrotiterplatte getestet. Alle Platten enthielten aulerdem
eine positive und eine negative Serumkontrolle.

Zur Festlegung des Grenzwertes fiir ein positives ELISA-Ergebnis, wurden die Messwerte
von Blutseren prapubertidrer Madchen aus der Péddiatrie verwendet. Von diesen wurde ange-
nommen, dass noch keine Exposition gegeniiber genitalen HPV-Typen stattgefunden hat. Der
Grenzwert fiir ein positives Ergebnis wurde festgelegt als Mittelwert dieser ELISA-

Ergebnisse plus zwei Standardabweichungen.
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2.2.4. HPV Consensus Primer PCR/ Reverse-Line-Blot Verfahren zur
Analyse auf HPV-DNA im Zervixabstrich

2.2.4.1.Prinzip der HPV-DNA-Analyse

Die Genotypisierung der HPV-DNA aus den Zervixabstrichen wurde mit einem HPV-
Consensus-Primer PCR/ Reverse-Line-Blot-Verfahren durchgefiihrt. Dabei handelt es sich
um ein noch nicht kommerziell erhiltliches Testverfahren, dass freundlicherweise von der
Firma Roche-Molecular Systems, Alameida, CA, USA zur Verfiigung gestellt wurde (Gravitt
et al., 1998, 2000). Dieses Verfahren bietet die Moglichkeit auf 27 spezifische HPV-DNA-
Typen gleichzeitig zu testen. Dazu wurde zunéchst die DNA aus den Zellen der HPV-Zervix-
abstriche extrahiert. Mit Hilfe einer Polymerase-Kettenreaktion wurde ein Fragment aus der
L1-Genregion amplifiziert und die Proben zur Auswertung gelelektrophoretisch aufgetrennt.
Abstriche mit positiven HPV-Befund wurden mit Hilfe von Teststreifen typisiert. Der
Nachweis auf erfolgte dabei mit typenspezifischen HPV-Sonden im Sinne einer reversen
Hybridisierung. Die Hybride auf den Streifen wurden mit einer Streptavidin konjugierten
Peroxidase, die eine geeignete Farbreaktion katalysiert, sichtbar gemacht. Im Vergleich mit

einer Schablone konnten schlieBlich die Teststreifen ausgewertet werden.

2.2.4.2.Extraktion der DNA

Aus dem Transportmedium der HPV-Abstriche wurde zunichst die DNA extrahiert. Um die
Zellen aufzuschlieBen, wurde zu je 1 ml Probe 10 pl Proteinase K plus 1 pul Tween 20
hinzugefiigt und fiir eine Stunde bei 56°C im Thermoblock inkubiert. AnschlieBend wurden
300 pl der enzymatisch umgesetzten Losung zu 1 ml Ethanol mit Natriumacetat (Verhéltnis
1:30) hinzugefiigt und bei -20°C iiber Nacht stehen gelassen. Die nun ausgefillte DNA
wurde bei 13 000-facher Erdbeschleunigung (g = 9,80665m/s?) fiir 30 min zentrifugiert und
der Uberstand mit einer 5 ml Spritze abgesaugt und verworfen. Das Pellet wurde bei
Raumtemperatur tiber Nacht getrocknet und danach in 150 pl steril filtriertem TE (10mM
Tris, ImM EDTA, pH 7,9) resuspensiert. Es folgte eine Erwdrmung auf 95°C, um die Pro-
teinase K zu inaktivieren. SchlieBlich wurde die DNA bis zur Weiterverarbeitung bei -20°C

gelagert.
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2.2.4.3.HPV-L1 Consensus Primer PCR zur Amplifikation der HPV-DNA

2.2.4.3.1.Prinzip der Amplifikation

Zum Nachweis von HPV-DNA wurde ein etwa 450 Basenpaar langes Fragment aus der L1-
Genregion des humanen Papillomavirus, mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
amplifiziert. Dazu wurde eine Reaktionsgemisch aus monomeren Desoxynukleotid-
triphosphaten (dNTPs), hitzestabiler Tag-Polymerase, der extrahierten DNA und den bioti-
nylierten L1 Primerpools PG MY09 fiir den negativen Strang und PG MY 11 fiir den positiven
Strang verwendet. Diese Oligonukleotid-Primer binden an dieselbe Genregion, wie das von
Manos et al. 1989 entwickelte Consensus Primerpaar MY(09 (CGTCCMARRGGAWACTG-
ATC) und MY11 (GCMCAGGGWCATAAYAATGG) (Manos et al., 1989). Im Gegensatz
zu MY09 / MY11, die an verschiedenen Positionen degeneriert sind, um somit an die meisten
HPV-Typen binden zu kénnen (M steht fiir A + C, R steht fiir A + G, W steht fiir A+T, Y
steht fir C+ T), besteht PG MY09 aus einer Gruppe von dreizehn und PG MY11 aus einer
Gruppe von flinf Primern die exakt an alle 27 zu untersuchenden HPV-Typen angepasst sind.
Dadurch wurde eine hohere Sensitivitdt und Spezifitit des typenspezifischen Nachweises
erreicht. (Gravitt et al., 2000).

Zur Kontrolle ausreichender DNA-Menge in den Proben, wurde im gleichen Ansatz
genomische DNA bzw. stellvertretend B-Globin (268-bp) unter Verwendung der ebenfalls
biotinylierten Primerpaar B PC 04 (CAACTTCATCCACGTTCACC) und B PC GH20
(GAAGAGCCAAGGACAGGTAC) nachgewiesen.

Die Amplifizierung wurde in einem programmierbaren Thermocycler durchgefiihrt. Dabei
wurden die DNA-Doppelstrange mit einer Temperatur von 95°C aufgetrennt (Denaturation)
und in einem zweiten Schritt bei 55°C die eingebrachten Oligonukleotid-Primer als
Startkodons angelagert (Annealing). SchlieBlich wurden, ausgehend von den Primern, mit
Hilfe der Tag-Polymerase, die komplementidren Nukleotide bei 72°C in 5°— 3" Richtung zu
einem Doppelstrang erginzt (Extension). Insgesamt 40 Zyklen durchlief jede Probe, wodurch
die gewiinschten Genfragmente exponentiell vermehrt wurden (sieche Abb.2.2.3.).

Die PCR-Produkte wurden schlieflich agarose-gelelektrophoretisch aufgetrennt, mit Ethi-

diumbromid vernetzt und anhand der Bandenstruktur unter UV-Licht ausgewertet.
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Abbildung 2.3.: Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Erklirung siehe Text.
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2.2.4.3.2. Durchfithrung der Amplifikation

Zur Herstellung des Reaktionsgemisches (Mastermix) wurden neben 5 pl extrahierter DNA,
jeweils 2 ul des Primerpools PG MY9 und PG MY11 in der Konzentration von 25 pM,
jeweils 0,05 ul der Primer B PC 04 und B GH 20 in der Konzentration von 50 uM, 1,5 pl
Amplitaq Gold (5U/pl), die monomeren Desoxyribonukleotide dATP, dCTP, dGTP jeweils in
der Konzentration von 10mM und dUTP in der Konzentration von 30mM gesamt als 2 pl
dNTP-Mix, 16 pul MgCl, in der Konzentration von 25mM, 10 ul 10x PCR-Puffer und 61,4 pl
destilliertes H,O auf Eis in ein Eppendorf Reaktionsgefd pipettiert. Das Gemisch wurde mit
50ul Mineraldl bedeckt, um Evaporation zu vermeiden. Von besonderer Bedeutung war die
Konzentration von MgCl,. Je hoher diese Konzentration ist, desto unspezifischer werden die
DNA Molekiile angelagert (Gravitt et al., 2000).

Anschliefend wurden die Reaktionsgefdfie in einen programmierbaren DNA Thermal Cycler
von Perkin Elmer gestellt und die DNA in 40 Zyklen mit folgendem Schema amplifiziert:
Denaturation fiir 1 min bei 95°C, Annealing fiir 1 min bei 55°C und Extension fiir 1 min bei
72°C. Begonnen wurde die Zyklen mit einer 9 miniitigen Denaturation bei 95°C und beendet
mit einer 5 min Extension bei 55°C. Zum SchluB folgte eine Abkiihlung des Gerites auf 15°C
bis zur Entnahme der Reaktionsgefile.

Ein Teil jedes PCR-Produktes wurde anschlieBend gelelektrophoretisch aufgetrennt. Dabei
wurde ein 3%iges Agarosegel verwendet, das mit 3ul Ladepuffer (3-[N-Morpholino] Propan-
sulfonsdure) und 12 pl amplifizierter DNA beladen wurde. Die Auftrennung erfolgte in einer
horizontalen Gelkammer, an die eine Spannung von 90 Volt angelegt wurde. Nach Einlegen
des Gels in einer 0,1 % Ethidiumbromidlosung, welche in der Nukleinsdure interkaliert,
konnte eine B-Globinbande und gegebenenfalls eine HPV-Bande unter UV-Licht sichtbar
gemacht werden. Proben mit positivem HPV-Befund wurden schlielich mit dem Reverse-
Line-Blot-Verfahren (sieche unten) typisiert.

Bei jedem PCR-Ansatz wurden zwei Negativkontrollen mitgefiihrt, bestehend aus einer
Extraktionskontrolle (Mamazellen) und eine Pufferkontrolle (Reaktionsreagenz ohne DNA).
Als Positivkontrolle dienten Si-Ha-Zellen die in ihrem Genom HPV-16-DNA enthalten. Zur
Vermeidung einer Kontamination wurde eine strikte raumliche Trennung aller Arbeitsgéinge
(Nukleinsdureextraktion, Herstellung des Reaktionsansatzes, Amplifikation und Produkt-

analyse) vorgenommen.
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2.2.4.4. HPV-DNA-TYypisierung mit Reverse-Line-Blot-Verfahren

2.2.4.4.1. Prinzip der Reverse-Line-Blot-Typisierung

Zur Genotypisierung der HPV-DNA wurden Plastikstreifen mit Testbanden fiir 27 verschie-
dene HPV-Typen verwendet (16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 42, 45, 51 bis 59, 66, 68, MM4,
MM7, MMS8, und MM9, 6, 11, 40, 42, 53, 54, 57, 66, MMS ). Zwei weitere Linien zeigten die
Konzentration fiir 8-Globin an und unterteilten gleichzeitig in HPV-Typen mit niedrigem und
HPV-Typen mit hohem Karzinomrisiko (Einteilung nach Bosch et al., 1995). Um die Aus-
wertung zu erleichtern, war auf jedem Teststreifen eine schwarze Referenzlinie angezeichnet
(sieche Abbildung 2.2.4.).

Der HPV-Nachweis auf den Testlinien erfolgte im Sinne einer reversen Hybridisierung. Mit
Denaturierungslosung wurden die amplifizierten, durch die biotinylierten Primer markierten
DNA-LI1-Fragmente in Einzelstrdnge aufgespalten. Diese wurden anschlieBend mit auf den
Teststreifen aufgebrachten typenpezifische HPV-DNA-Sonden inkubiert. Nicht gebundene
FEinzelstringe wurden abgewaschen und die Hybride mit Hilfe von Streptovidin-Meerettich,

das an Biotin bindet, sichtbar gemacht.

2.2.4.4.2. Durchfiihrung der Reverse-Line-Blot-Typisierung

Zur Trennung der DNA-Stringe wurden die PCR-Produkte mit einer Denaturierungslosung
(EDTA, 1,6% NaOH und Thymolblau) im Verhiltnis 1:1 verdiinnt wurden. Die Teststreifen
wurden je in ein Fach des Typisierungstabletts (Perkin-Elmar) gelegt und jeweils mit 3 ml,
53°C warmer Hybridisierungslosung (4 x SSPE mit 0,1% SDS; 1 x SSPE enthélt: 0,18 M
NaCl, 10 mM NaH,PO4, ImM EDTA, pH 7,7) bedeckt. 75 ul des denaturierten PCR-Produk-
tes wurde hinzugefiigt und das Tablett im Wasserbad bei 53°C und 50 rpm (rambel per minu-
tes) fiir 30 Minuten geriittelt. AnschlieBend wurde die Hybridisierungslosung verworfen und
die nicht gebundene DNA durch zweimaliges Waschen mit SSPE und 0,1% SDS entfernt.

Zur Detektion der biotinylierten Hybride wurden die Streifen in einer Losung aus 0,3 %
Streptovidin-Meerettich, SSPE und 0,1% SDS fiir 30 Minuten bei 70 rpm und Raumtempera-
tur auf einem Riittler inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurden jeweils 3 ml einer
0,1 M Zitratldsung in jedes Fach gegeben. Zur Auslosung der Farbreaktion wurden die
Streifen in einer 4:1 Mischung aus Substrat A (0,01% Wasserstoffperoxid und 0,01% Proclin
in Citratpuffer) und Substrat B (0,01% 3, 3°, 5, 5'-tertamethylbenzidine) fiir 5 Minuten bei
Raumtemperatur und 70 rpm inkubiert. Mit Hilfe einer Schablone wurden die Tests

schlieBlich ausgewertet und zur Archivierung fotografiert (siche Abbildung 2.2.4.).
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Reference line

HPV 18==
HPV 3 1=
HPV 35==
HPV 45=
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HPV 56=
HPV 59=
HPV M4 ==
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= HPV 16
= HPV 26
= HPV 33
= HPV 39
== HPV 51
= HPV §5
= HPV 58
= HPV 68

= HPV Mm7
== High p-Globin
== Low (-Globin
= HPV 11

= HPV 42

== HPV 54

== HPV 66

Abbildung 2.2.4.: Beispiel einer Reverse-Line-Blot-Genotypisierung mit Hilfe einzelner Test-

streifen von Roche Molekular Systems, die in der Abbildung aneinandergelegt wurden. Jeder

Teststreifen entspricht der HPV-DNA-Typisierung eines Zervixabstriches.
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2.2.5. Statistische Auswertung

Die in den Experimenten gewonnenen Daten wurden mit dem Statistikprogramm SPSS fiir
Windows Version 11.0 auf einem Personal Computer (PC) ausgewertet. Zur graphischen
Darstellung der Ergebnisse diente neben SPSS das Tabellenkalkulationsprogramm Excel
2000 und das Préisentationsprogramm PowerPoint 2000.

Bei der statistischen Auswertung der ELISA-Daten wurde angenommen, dass diese normal-
verteilt sind. Die Mittelwerte festgelegter Gruppen, wurden mit Hilfe des t-Tests fiir
unabhingige Stichproben miteinander verglichen. In Féllen, in denen die Annahme der
Normalverteilung nicht aufrechterhalten werden konnte, wurde der Mann-Whitney-U-Test
angewendet. Zur statistischen Auswertung bei nicht parametrischen Tests mit verbundenen
Stichproben wurde der Wilcoxon-, 2-seitige-exakt Test beziehungsweise bei dichotomen
Werten, der Mc Nemar, 2-seitige-exakt-Test angewendet.

Zur Analyse von Zusammenhéngen zweier oder mehrerer ,,absoluter* Variablen wurden Chi-
Quadrat-Tests und Kreutztabellen angewendet. Das Ergebnis wurde bei nur zwei Variablen,
als p-Wert im 2-seitigen Fisher-Exakt-Test und bei mehreren Variablen als p-Wert nach
Pearson angegeben. Die Stirke des Zusammenhangs wurde als Spearmanscher Korrelations-
koeffizient angegeben. Eine qualitative Auswertung der Kreuztabellen erfolgte als beschrei-
bende Statistik mit Hilfe der Grofen Sensitivitdt, Spezifitdit und Validitit sowie positiver
pradiktiver Wert und negativer pradiktiver Wert.

Fiir alle angewendeten statistischen Tests wurde ein Zusammenhang als signifikant ange-
sehen, wenn der p-Wert kleiner gleich 0,05 war. Von einer ,,Tendenz* wurde bei einem p-

Wert zwischen 0,05 und 0,1 ausgegangen.
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3.Ergebnisse

3.1. Privalenz von HPV-Kapsid-Antikorpern und HPV-DNA

3.1.1. Pravalenz von HPV-Kapsid-Antikorpern im Serum

Die 178 Blutseren von den 52 ausgewéhlten Patientinnen wurden auf das Vorkommen acht
typenspezifischer HPV-Antikorper (HPV 6, 11,16, 18, 31, 33, 35, 45) untersucht. Dabei zeig-
ten 90,4% der Proben, die beim Erstbesuch in der I. UFK abgenommen wurden, Sero-
reaktivitit gegen mindestens einen der beriicksichtigten HPV-Genotypen. Die gleichzeitige
Priavalenz von wenigstens zwei verschiedenen Antikdrpern in einer Probe wurde in 76% der
positiven Fille beobachtet.

Der haufigste Antikorpertyp war HPV 16, der bei 50,0% der Frauen gefunden wurde. Anti-
korper gegen HPV 45 konnten bei 42,3%, gegen HPV 35 bei 40,4%, gegen HPV 11 bei
36,5%, gegen HPV 18 bei 34,6%, gegen HPV 33 und HPV 6 bei jeweils 25,0% und gegen
HPV 31 bei 19,2% der Patientinnen detektiert werden. Zusammengenommen konnten somit
bei 25 Frauen (48,1%) Antikorper gegen ,,low-risk” HPV-Typen (HPV 6 und 11) und bei 45
(86,5%) gegen ,high-risk HPV-Typen (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 45) nachgewiesen werden.
Antikorper sowohl gegen high-risk als auch gegen low-risk HPV-Typen gleichzeitig waren
bei 24 Patientinnen (46,2%) vorhanden.

Beim Vergleich der Antikorperprdavalenz des ersten und letzten Besuchs, stellte sich eine
leichte Abnahme der Seroreaktionen im Untersuchungszeitraum (zwischen 3 und 71 Mona-

ten; durchschnittlich 2,6 Jahre) dar (siche Abbildung 3.1.1.1.).
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Abbildung 3.1.1.1: Antikorperprivalenz der Patientinnen beim ersten und letzten Besuch.
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Wie Abbildung 3.1.1.2. zeigt, hatten bei der Erstuntersuchung 21,1% der Patientinnen gegen
nur einen HPV-Typen, 15,4% gegen zwei, 21,1% gegen drei, 13,5% gegen vier, 10,0% gegen
fiinf und 7,7% sogar gegen sechs verschiedene HPV-Genotypen zum gleichen Zeitpunkt Anti-
korper im Serum. Somit waren durchschnittlich bei jeder Probandin Antikérper gegen drei der

acht untersuchten HPV-Typen gleichzeitig nachweisbar.

Das Antikorperspektrum in der Population war wéhrend des Untersuchungszeitraums einem
stetigen Wandel unterworfen, wie der Vergleich der Kurve des ersten und letzten Besuches
mit der maximalen Antikorperanzahl im Beobachtungszeitraum verdeutlicht (siche Abbildung
3.1.1.2). Nur eine Patientin blieb wihrend der gesamten Studie negativ fiir jeden der acht

untersuchten Antikorper.
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Abbildung 3.1.1.2: Antikorper gegen mehrere HPV-VLPs (virus-like particles) gleichzeitig.
Beim ersten Besuch, letzten Besuch und die maximale Anzahlen Antikorper der Patientinnen

wihrend des Beobachtungszeitraums.

Die Verdnderungen der Antikorpertiter erfolgten nur sehr selten abrupt. Vielmehr zeigte sich,
bei Betrachtung der Einzelverldufe, ein kontinuierlicher eher flieBender Wandel. In
Abbildung 3.1.1.3. sind exemplarisch die Antikdrper- und DNA-Nachweise, sowie die
Ergebnisse der Pap-Abstriche und histologischen Untersuchungen einer Patientin im Verlauf

dargestellt. Insgesamt wurde diese Frau iiber drei Jahren beobachtet, wobei sieben Serum-
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proben zu verschiedenen Zeitpunkten entnommen wurden. Eine ,,Serokonversion®, also ein
AntikOrpertiteranstieg von negativ auf positiv, war in diesem Beispiel bei HPV 35, von der
ersten auf die zweite Probe zu beobachten. Plotzlich abfallende Seroreaktionen, sogenannte
,»Drops“, wurde zum Beispiel bet HPV 6 am zweiten und HPV 35 am dritten

Untersuchungszeitpunkt gesehen.
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Abbildung 3.1.1.3 a: Verlauf der Antikorperreaktionen einer exemplarischen Patientin (geboren
20.09.65) iiber den Beobachtungszeitraum von drei Jahren. (Senkrecht gestrichelte Linie:
chirurgische Intervention an der Zervix; quer gestrichelte Line: Grenzwert fiir positiven

Antikorperstatus; gelbe Balken: ELISA-Werte)
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16 18 31 33 35 45 6 11
UDAT DNA DNA DNA DNA DNA DNA DNA DNA Zytologie Histologie OP Zervix
02.11.92 1 0 0 0 0 0 1 0 IV (1)

04.11.92 CIN I PA/CC
02.03.93 0 0 0 0 0 0 1 0 IVa
08.06.93 1 1 0 0 0 0 1 0 mb
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17.0294 0 0 0 0 0 1 0 1 ]
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Schwangerschaften 1990 und 1992 Gewicht nach BMI  Normalgewichtig
Menarche 12. Lebensjahr Schulbildung Realschulabschluss

Abbildung 3.1.1.3 b: Gleichzeitig zur Serumentnahme gemessene HPV-DNA-Nachweise aus den
Zervixabstrichen (1 = positiver DNA-Nachweis; 0 = negativer DNA-Nachweis) sowie histologi-
sche und zytologische Ergebnisse (Klassifikation siehe 2.1.1.) der Patientin aus Abbildung 3.1.1.3

a. Unterhalb der Tabelle sind die aus der Anamnese erhobenen Daten aufgelistet.
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3.1.2. Pravalenz von HPV-DNA im Zervixabstrich

Unter den 52 Abstrichen, die beim Erstbesuch der Frauen in der [.LUFK gleichzeitig mit dem
Serum entnommen wurden, waren 98% HPV-DNA positiv fliir mindestens einen der 27
untersuchten Genotypen. Wie bereits beim Antikorpernachweis aus den Blutseren, konnte
auch in den Zervixabstrichen, das Nebeneinander verschiedener HPV-DNA-Typen hiufig
beobachtet werden. 73% der Frauen wiesen Mehrfachinfektionen auf, wobei im Durchschnitt
drei verschiedene Genotypen in einer Probe gefunden wurden (siche Abb. 3.1.2.2.). Der mit
Abstand am haufigsten detektierte HPV-DNA Typ war 16, der bei 65,4% der Patientinnen
gefunden wurde. Am zweithdufigsten waren HPV 52, 58 und 6 mit jeweils 23,1% positiven
Nachweisen. Als dritthdufigstes, allerdings nur mit wenig geringerer Pravalenz, wurden HPV
18 und HPV 51, mit jeweils 21,2%, gefunden, gefolgt von HPV 45 mit 15,4%, HPV 56, 59
und 11 mit jeweils 9,6%, HPV 33, 39, 55 und MM9 mit jeweils 5,8% und HPV 35, MM7 und
54 mit jeweils 3,8%. Am seltensten waren die HPV Typen 31, 26, 53, 66, und MM 8 mit
jeweils 1,9% positiven Nachweisen. Die HPV Typen 68, MM4, 40, 42, und 57 konnten in
unserer Population zumindest nicht beim Erstbesuch, detektiert werden. Somit waren 38,5%
positiv fiir mindestens ein ,,Jow-risk und 94,3% positiv fiir mindestens einen ,,high-risk*
HPV-DNA-Typ. Vergleicht man diese Zahlen mit dem DNA-Nachweis am letzten Besuch, so
nahm die absolute Pridvalenz der HPV-DNA, trotz chirurgischer Interventionen, in der

Studienpopulation leicht zu (siehe Abbildung 3.1.2.1.).
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Abbildung 3.1.2.1.: HPV-DNA Privalenz im Zervixabstrich der Patientinnen beim ersten und

beim letzten Besuch.
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In Abbildung 3.1.2.2. ist dargestellt wie viel HPV-DNA-Typen, bezogen auf die acht bei den
Antikorpern beriicksichtigten Genotypen, jeweils gleichzeitig in einem Abstrich nachgewie-
sen werden konnten. Zu sehen ist, dass hier das HPV-Spektrum wihrend des Beobachtungs-
zeitraums etwa gleich blieb. In der Darstellung der GauBBeschen Normalverteilungen zeigt sich
allerdings die Kurve der ,,maximalen DNA-Typen*“ im Beobachtungszeitraum wesentlich
weiter rechts verschoben als die des ,,letzten Besuches®. Dies macht deutlich, dass der nur

kurze Nachweis von HPV-DNA-Typen, ein hdufig beobachtetes Phinomen ist.
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Abbildung 3.1.2.2.: Anzahl der HPV-DNA-Typen, die jeweils in einem Abstrich gleichzeitig
nachgewiesen werden konnten, als Sédulen- und als Liniendiagramm. Dargestellt sind die Anzahl
beim Erstbesuch, beim letzten Besuch und die maximale Anzahl innerhalb des Beobachtungs-
zeitraums. Beriicksichtigt wurden nur die acht HPV-Genotypen, auf die auch beim Antikérper-

nachweis getestet wurden.
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3.2.Vergleich der ELISA-Ergebnisse mit der parallel im Zervixabstrich
gefundenen HPV-DNA

Um zu sehen in wie weit spezifische [gG-Serumreaktionen gegen virus-like particles (VLPs)
einen Nachweis fiir eine HPV-Infektion darstellen, wurden die Pravalenz von HPV-DNA (16,
18, 31, 33, 35, 45, 6 und 11) im Zervixabstrich mit dem entsprechenden Antikorperspektrum

korreliert.

Die typenspezifischen HPV-Serumreaktionen zum Zeitpunkt des Erstbesuches sind in Abhéin-
gigkeit vom gleichzeitig gemessenen HPV-DNA-Status in Abbildungen 3.2.1. dargestellt. Die
maximalen und minimalen ELISA-Werte, die erste und dritte Quatille, sowie der Median sind
an Hand einer Boxblotdarstellung an der y-Achse angetragen. Dabei sind die Werte von
Patientinnen mit HPV-DNA jeweils denen ohne HPV-DNA-Nachweis, auf der x-Achse,
gegeniibergestellt.

In den Gruppen mit jeweils typenspezifischem HPV-DNA-Nachweis, lagen die Mediane der
ELISA-Werte des entsprechenden HPV-Genotyps hoher als in den Gruppen ohne jeweiligen
HPV-DNA-Nachweis. Einzige Ausnahme bildete HPV 31, wofiir jedoch nur eine Frau DNA-
positiv getestet wurde, und daher der Wert nicht als reprdsentativ gelten kann. (siche

Abbildung 3.2.1.)
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Abbildung 3.2.1.: ELISA -Werte der 52 Patientinnen am Anfang des Beobachtungszeitraumes.
Die Frauen wurden dichotom nach Vorkommen von HPV-DNA 16, 18, 31, 33, 35, 45, 6 und 11
jeweils in zwei Gruppen aufgeteilt und an Hand der ELISA-Werte gleichen Genotyps
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miteinander verglichen. Darstellung als Boxblot: Abweichungsstriche = minimaler und maxi-
maler Wert; unterer Boxenrand = 25. Perzentile; oberer Boxenrand = 75. Perzentile; Mittellinie
= Median. ,,Ausreifler“ (Extremwerte) sind mit einem Stern bzw. Kreis gekennzeichnet. N = die

Anzahl der Patientinnen in einer Gruppe.

In der statistisch Auswertung mit Hilfe des t-Tests (fiir unabhingige Stichproben) zeigten
jedoch nur die Mittelwerte der Standardabweichungen von HPV 16 eine tendenzielle (t =
1,891; df = 50; p = 0,064; T-Test) und von HPV 33 eine signifikante Differenz (t = 2,464; df
= 50; p = 0,017). Bei den anderen der acht getesteten HPV-Typen konnte kein Zusammen-
hang zwischen dem Nachweis von HPV-DNA aus dem Zervixabstrich und typenspezifischen

Antikorpern im Serum zum gleichen Zeitpunkt festgestellt werden (siche Tabelle 3.2.1.)

t-Test fiir unab- | HPV 16 | HPV 18 | HPV 31 | HPV 33 | HPV 35 | HPV 45 | HPV 6 | HPV 11
héngige Stich-
proben

Mittelwert der| 0,146 0,111 0,237 0,444 0,172 0,252 0,413 0,168
DNA negativen

Mittelwert der| 0,389 0,140 0,061 0,466 0,424 0,353 0,606 0,253

DNA positiven

Priifgrofle (t) 1,891 0,431 1,161 2,464 1,331 0,622 1,564 0,875
Anzahl der Frei- 50 50 50 50 50 50 50 50
heitsgrade (df)

Irrtumswahr- 0,064 0,669 0,251 0,017 0,189 0,537 0,124 0,384
scheinlichkeit (p)

Tabelle 3.2.1. : Statistischer Zusammenhang (t-Test fiir unabhiingige Stichproben) zwischen den
ELISA-Werten (Serumantikorpern) aus den Blutproben und den entsprechenden typen-
spezifischen HPV-DNA-Nachweisen aus den gleichzeitig entnommenen Zervixabstrichen.
Angegeben sind die ELISA-Mittelwerte fiir DNA positive und negative Patientinnen, sowie die
Priifgrofle t, die Anzahl der Freiheitsgrade df und die Irrtumswahrscheinlichkeit p.

Um positive Antikorperreaktionen zu definieren wurden zur Berechnung von Grenzwerten
Blutseren prépubertdrer Mddchen aus der Padiatrie herangezogen. Eine Seroreaktion wurde
als positiv angesehen, wenn ein ELISA-Wert zwei Standardabweichungen iiber dem Mittel-
wert dieser getesteten Seren lag. Die so berechneten Grenzwerte waren fiir HPV 16 = 0,188;
fiir HPV 18 = 0,139; fiir HPV 31 = 0,346; fir HPV 33 = 0,137; fiir HPV 35 = 0,163; fiir HPV
45 = 0,251; fir HPV 6 = 0,547 und fir HPV 11 = 0,218. Der damit bestimmte dichotome
Antikorperstatus (positive oder negative Seroreaktion) wurde genutzt, um wiederum auf einen

moglichen Zusammenhang zwischen Serumantikorper-Priavalenz und HPV-DNA-Nachweis
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zum gleichen Untersuchungszeitpunkt zu priifen.

In dem angewendeten Chi-Quadrat-Test, wurde das Ergebnis aus dem oben verwendeten t-
Test bestitigt. 21 (61,7%) von 34 HPV-16-DNA-positiven Frauen waren auch im Antikorper-
test positiv, verglichen mit nur 4 (22,2%) Positiven unter 18 Frauen ohne nachweisbare HPV-
16-DNA (p < 0,009 Fishers-Exakt-Test). Fiir HPV 33 konnte eine starke Tendenz der
Abhingigkeit beider Variablen errechnet werden (p < 0,055). Zwischen alle anderen
untersuchten HPV-Typen konnte jedoch kein statistischer Zusammenhang hergestellt werden.

(siche Tabelle 3.2.2.).

Kreutztest |HPV 16| HPV 18 |HPV 31 |HPV 33| HPV 35|HPV 45(HPV 6| HPV 11
x2 AK AK AK AK AK AK AK AK

DNA |beob. |14 (4 27 15 |41 10 |37 11 30 20 26 18 |31 8 32 16
neg. |erw. 93 |87 |26,7 153 |41,2 19,8 |35, (12,9 (29,8 20,2 |26,2 |17,8 29,3 19,8 |31,4 |16,6

DNA |beob. [13 [21 [6 [4 [t Jo |1 [3 |1 [+ |5 [3 |8 |5 |2 |2
pos. |erw. |174 (16363 |37 |08 |02 |29 |1,1 [12 |08 |48 [32 [98 [33 [26 |14

2-seitiger Fi-
shers-Exakt- | 0,009 1,0 1,0 0,055 1,0 1,0 0,269 0,602
Test (p)

Tabelle 3.2.2.: Statistischer Zusammenhang zwischen ,positiven* typenspezifischen Sero-
reaktionen und den gleichzeitigen Nachweisen von entsprechend typenspezifischen HPV-DNAs
im Zervixabstrich. Angewendet wurde der Chi-Quadrat-Test. Sowohl der beobachtete als auch
der erwartete Wert sind aufgefithrt (,Werte die bei einer zufilligen Verteilung erwartet

wiirden*). Das Ergebnis ist als p-Wert im 2-seitigen Fishers-Exakt-Test angegeben.
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3.3. Einfluss des Infektionsablaufes und der Dauer des DNA-Nachweises

auf die Antikorperbildung

Um herauszufinden, ob die Art des Verlaufs und die Dauer eines DNA Nachweises, einen
Einfluss auf die Antikorperreaktion hat, wurden die VLP spezifischen IgG-Reaktionen zum
letzten Untersuchungstermin mit den unterschiedlichen Infektionsverlaufen (DNA-Nachweis-
mustern) im Beobachtungszeitraum verglichen. Dazu wurde in Gruppen mit persistierender
(zu jedem Untersuchungszeitpunkt nachweisbare DNA), fluktuierender (nicht kontinuierlich
nachweisbare DNA oder DNA seit 6 bis 18 Monate nachweisbar), und iiberwundener HPV
Infektion (DNA nur am Anfang des Untersuchungszeitraums oder mindestens seit >12
Monate nicht mehr nachweisbar) sowie ohne Infektion (DNA zu keinem
Untersuchungszeitpunkt nachweisbar) und Neuinfektion mit HPV (DNA nur in letzter

Untersuchung und nicht >6 Monate nachweisbar) eingeteilt.

Wie die Abbildung 3.3.1. zeigt, wurde bei HPV 16, in der Gruppe mit persistierendem DNA-
Nachweis, die hochsten VLP spezifischen IgG-Reaktionen, als auch, nach Setzen des oben
genannten Grenzwertes, die hochsten positiven Antikorperreaktionen (62%) gemessen. In den
Gruppen mit fluktuierender und iiberwundener Infektion wurden 50% bzw. 40% Antikorper-
reaktionen beobachtet. Die Unterschiede dieser Gruppen zu der mit persistierender DNA sind
mit p = 0,400 beziehungsweise p = 0,353 (Mann-Whitney-Test) allerdings nicht signifikant.
Eine deutliche signifikante Varianz zeigt jedoch der Vergleich persistierender DNA mit der
Gruppe der Neuinfektionen (Mann-Whitney-Test, p =0,009). Da nur eine Patientin im
Beobachtungszeitraum keinen Nachweis von HPV-16-DNA zeigte, kann fiir diese Gruppe
keine aussagekriftige Statistik errechnet werden. Allerdings liegt dieser einzelne Wert

deutlich unter den Werten mit DNA-Nachweis im Verlauf.

Zur Vollstandigkeit wurde im unteren Teil der Abbildung 3.3.1. die Gruppe der Patienten mit
DNA 16-Nachweis im Verlauf, der Gruppe mit Neuinfektion und ohne Infektion gegeniiber-
gestellt. Auch hier konnten signifikant hohere Werte, in der Gruppe mit mindestens einmali-
gem Infektionsnachweis im Untersuchungszeitraum, gegeniiber den Neuinfektionen gezeigt

werden (p = 0,023, Mann-Whitney-Test).
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Abbildung 3.3.1.: IgG-Reaktivitit gegen HPV 16 virus-like particles (VLPs), zum Zeitpunkt des
letzten Besuchs in Abhéngigkeit der HPV-16-DNA-Verlidufe im Beobachtungszeitraum. Links
jeweils: ELISA-Werte in Boxblotdarstellung (Erklirung siehe oben). Rechts jeweils: Darstellung
der positiven Antikorperreaktionen als Balkendiagramm, nach Setzen des Grenzwertes (0,188).

N gibt die Anzahl der Patientinnen in einer Gruppe an.

Auch bei HPV 18 zeigte die Gruppe mit persistierender HPV-18-DNA die hochsten ELISA-
Werte fiir HPV 18. Allerdings waren die ELISA-Ergebnisse der Frauen mit fluktuierendem
DNA-Nachweis deutlich niedriger, als bei denen die ihre Infektion iiberwunden hatten. Sie
zeigten somit einen gegensitzlichen Verlauf wie bei HPV 16. Eine starke Tendenz zur
Varianz ergab der Vergleich der Patientinnen, die mindestens einmal im Untersuchungs-

zeitraum DNA 18 positiv getestet wurden und den Patienten ohne Nachweis von DNA 18 im
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Verlauf (p = 0,077). Nur eine Patientin zeigte eine Neuinfektion mit HPV 18, in den letzten
sechs Monaten. Dieser ELISA-Wert war dhnlich niedrig, wie der, der HPV-18-DNA

negativen Patienten und lag ebenfalls unterhalb des Grenzwertes. (siche Abbildung 3.3.2.)

HP% 18 ELISA - Werte -Studienende
[
'l

T

-2

HFW 18 ELISA - Wierte -Studienende
[}

-3

M=

b b b
2d 22 1

DHA pos. im Werlauf  DMA-Nacheiz <8 Mon

DMA neg. im Werlauf

Pos. HPW 18 Antik drperreaktion in %

Pos. HPY 15 Antik drperreaktion -Studienende

100

a0 <
S0 o
70 -
G0l -
a0 o

30 o
20«

10 =

T

100

¥ -% e =

a%%%n ‘Ebﬁ“dg’ke/ J}Gép B‘:’J’q&

B, T, T, Uy
o

Gt

a0 4

S0 4

704

Gl

a0 4

<0 o

30 4

20 4

10 4

n]

—

DN pos. im Verlauf  DMA-Hacheis < & han

DMA neg. im Werlauf

Abbildung 3.3.2.: IgG-Reaktivitiit gegen HPV 18 virus-like Particles (VLPs), zum Zeitpunkt des

letzten Besuchs in Abhéngigkeit der HPV-18-DNA-Verliufen im Beobachtungszeitraum. Links

jeweils: ELISA-Werte in Boxblotdarstellung (Erklirung siehe oben). Rechts jeweils: Darstellung

der positiven Antikorperreaktionen als Balkendiagramm, nach Setzen des Grenzwertes (0,139).

N gibt die Anzahl der Patientinnen in einer Gruppe an.
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Bei HPV 31, 33, 35 waren die Fallzahlen der einzelnen Gruppen, wegen der insgesamt
geringeren Prévalenz, fiir die oben genannte Einteilung zu klein. Daher konnte hier nur, die
Gruppe mit mindestens einmalig nachweisbarer HPV-DNA im Beobachtungszeitraum, der
Gruppe ohne Infektionsnachweis und der mit Neuinfektionen in den letzten sechs Monaten
gegeniibergestellt werden. (siehe Abbildung 3.3.3.)

Insgesamt waren bei HPV 33 und 35 dhnliche Tendenzen zu beobachten, wie bei HPV 16 und
18. 33% (50%) der im Verlauf HPV-33-DNA (35) positiven Patientinnen hatten am Ende des
Untersuchungszeitraums positive Antikorperreaktionen, im Vergleich zu 23% (31%) derer
ohne DNA Nachweis. Im Mann-Whitney-Test zeigte sich mit p = 0,402 (p = 0,884) jedoch
nur eine geringe Varianz dieser ELISA-Werte. In den Gruppen der Neuinfektionen konnten,
in beiden Fillen, keine Antikdrper nachgewiesen werden.

Bei den einzigen zwei Patientinnen, die HPV-31-DNA positiv waren, wurden keine Anti-
korperreaktionen nachgewiesen. Dem entgegen konnten in der DNA-31 negativen Gruppe
18% positive Seroreaktionen festgestellt werden (siehe Abbildung 3.3.3.).

Auffillig war, dass bei allen drei HPV-Typen, in den Gruppen mit Neuinfektionen, keine

entsprechenden Antikdrper nachgewiesen wurden.
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Abbildung 3.3.3. : IgG-Reaktivitit gegen HPV 31, 33, 35, virus-like particles (VLPs), zum
Zeitpunkt des letzten Besuchs in Abhiingigkeit der HPV 31, 33, 35 DNA-Verlidufe im Beobach-
tungszeitraum. Links jeweils: ELISA-Werte in Boxblotdarstellung (Erklirung siehe oben).
Rechts jeweils: Darstellung der positiven Antikorperreaktionen als Balkendiagramm, nach
Setzen der Grenzwerte (0,346; 0,137 und 0,163). N gibt die Anzahl der Patientinnen in einer
Gruppe an.
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Bei HPV 45 konnten in den Gruppen fluktuierende Infektion, {iberwundene Infektion und

keine Infektion, am Ende etwa gleiche positive Antikdrperreaktionen festgestellt werden (33-

38%). Lediglich die persistierende Gruppe zeigte hohere ELISA-Werte, als die DNA-nega-

tive. Der Unterschied war jedoch nicht signifikant (p = 0,252). Wie bereits bei den anderen

HPV-Typen, zeigte auch hier die einzige Patientin mit einer HPV-45-Neuinfektion, einen

Wert weit unterhalb des Grenzwertes.
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Abbildung 3.3.4. : IgG-Reaktivitit gegen HPV 45 virus-like particles (VLPs), zum Zeitpunkt des

letzten Besuchs in Abhingigkeit der HPV-45-DNA-Verliufen im Beobachtungszeitraum. Links

jeweils: ELISA-Werte in Boxblotdarstellung (Erklirung siehe oben). Rechts jeweils: Darstellung

der positiven Antikorperreaktionen als Balkendiagramm, nach Setzen des Grenzwertes (0,251).

N gibt die Anzahl der Patientinnen in einer Gruppe an.



Ergebnisse

49

Bei HPV 6 lies sich keine deutliche Tendenz der ELISA-Werte zwischen den einzelnen

Gruppen erkennen. Die Patienten, mit HPV-6-DNA-Nachweis im Verlauf, hatten sogar mit

27% positiven Antikorperreaktionen niedrigere Werte als die DNA-Negativen, mit 36%.

Auffillig ist allerdings, dass alle drei extrem hohen ELISA-Werte (mit Kreis und Stern

gekennzeichnet) Patientinnen entsprechen, bei denen als einzige Kondylome makroskopisch

sichtbar waren und behandelt wurden. (siche Abbildung 3.3.5.)
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Abbildung 3.3.5. : IgG-Reaktivitit gegen HPV 6 virus-like particles (VLPs), zum Zeitpunkt des

letzten Besuchs in Abhéngigkeit der HPV-6-DNA-Verliufen im Beobachtungszeitraum. Links

jeweils: ELISA-Werte in Boxblotdarstellung (Erklirung siehe oben). Rechts jeweils: Darstellung

der positiven Antikorperreaktionen als Balkendiagramm, nach Setzen des Grenzwertes (0,547).

N gibt die Anzahl der Patientinnen in einer Gruppe an.
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Wie aus der Abbildung 3.3.6. ersichtlich wird, stellten sich bei HPV 11, bei allen Verlaufs-

gruppen, etwa gleiche Antikdrperreaktionen um die 30 % ein. Nur der fluktuierende DNA-

Nachweis zeigt, mit 14 % positiver Reaktionen, einen niedrigeren Wert. Im Vergleich der

ELISA-Werte von Patientinnen mit DNA- bzw. ohne DNA-Nachweis im Verlauf, zeigte sich

sogar eine Tendenz zum negativen Zusammenhang (p = 0,162). Allerdings egalisierte sich

dieses Ergebnis nach Setzen des Grenzwertes. (sieche Abbildung 3.3.6.)
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Abbildung 3.3.6. : IgG-Reaktivitit gegen HPV 11 virus-like particles (VLPs), zum Zeitpunkt des

letzten Besuchs in Abhingigkeit der HPV-11-DNA-Verliufe im Beobachtungszeitraum. Links

jeweils: ELISA-Werte in Boxblotdarstellung (Erklirung siche oben). Rechts jeweils: Darstellung

der positiven Antikorperreaktionen als Balkendiagramm, nach Setzen des Grenzwertes (0,218).

N gibt die Anzahl der Patientinnen in einer Gruppe an.
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3.4. Einfluss chirurgischer Interventionen am Cervix uteri auf die Antikor-

perentwicklung und den DNA-Status

3.4.1. Allgemeine Verinderungen der Antikorperreaktionen prae- und

postoperativ

In diesem Abschnitt wurde untersucht, ob chirurgische Interventionen wie Laserevaporatio-
nen, Portioabrasionen mit Zervixkiirettage, Probebiopsien oder Konisationen einen Einfluss
auf die Antikorperentwicklung haben. Dazu wurden die ELISA-Werte, eingeteilt nach HPV-
Genotypen, sowohl vor als auch nach einem operativen Eingriff gemessen. Einer eventuellen
Zeitverzogerung im Anstieg oder Abfall der Antikorpertiter wurde durch Unterteilung in zwei
Gruppen Rechnung getragen. Ein Teil der Patientinnen wurden innerhalb von sechs Monaten
und der andere Teil erst spdter als sechs Monate postoperativ untersucht. Zur statistischen
Auswertung wurden der Wilcoxon-, 2-seitige-exakt Test (Vergleich der ELISA-Werte vor
und nach OP) und der Mc Nemar-, 2-seitige-exakt-Test (Vergleich der positiven Antikorper-

reaktionen vor und nach OP) angewendet.

Wie in Abbildung 3.4.1. dargestellt, waren bei den Patientinnen, die innerhalb von sechs
Monaten nach dem Eingriff untersucht wurden nur sehr leichte und uneinheitliche Anderun-
gen der ELISA-Werte festzustellen. Wéhrend die Mediane der HPV-Typen 16, 18, 35, 45
und 11 anstiegen, fielen 31, 33 und 6 ab. Nur fir HPV 35 und 45 konnten dabei leicht
signifikante, beziehungsweise tendenzielle Anderungen nach oben berechnet werden (p(35) =
0,049; p(45) = 0,056; Wilcoxon-, 2-seitiger-exakt Test).

Wurden allerdings nur dichotome Anderungen betrachtet, also Serokonversionen beziehungs-
weise Abfille der Antikorpertiter unter den Grenzwert, so lieen sich fiir keinen der HPV-

Typen signifikante Varianzen zeigen (sieche Tabelle 3.4.1.).

Bei den Patientinnen die erst spéter als sechs Monate nach dem Eingriff untersucht wurden,
stiegen alle Mediane bis auf HPV 18 leicht an. Jedoch konnten hier sowohl fiir die relativen
als auch fiir die dichotomen Anderungen keine signifikanten Unterschiede prae- und post-

operativ berechnet werden (siche Tabelle 3.4.1.).
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Abb. 3.4.1 : Anderungen der IgG-Reaktivitiit nach einem operativen Eingriff. Dargestellt sind
die ELISA-Werte vor und nach einer Intervention in Boxblotdarstellung (siche oben). Jede
Grafik entspricht einem spezifischen HPV-Typen. Links ist jeweils die Gruppe mit Untersu-
chung innerhalb sechs Monaten und rechts die Gruppe mit Untersuchung spiter als sechs Mo-

nate post operativ dargestellt. N gibt die Anzahl der Patientinnen in einer Gruppe an.

Wilcoxon-Test der Anzahl positiver AK | Anzahl positiver AK | Mc Nemar-Test Po-
IgG-Reaktivitdt prae- | -Reaktionen prae- -Reaktionen prae sitiver AK-Reaktio-
und post OP. und < 6 Mon. post | und > 6 Mon. post | nen prae- und post
2-seitiger-exakt-Test | OP. OP. OP.
n=17 n=21 2-seitiger-exakt-Test
<6 Mon. | >6 Mon | prae OP | <6 Mon. | prae OP | <6 Mon. | <6 Mon. | >6 Mon
n=17 n=21 post OP postOP | n=17 n=21
HPV 16 |1,000 0,852 10 11 12 14 1,000 0,625
HPV 18 | 1,000 0,852 6 5 4 5 1,000 1,000
HPV 31 |0,121 0,525 4 5 3 3 1,000 1,000
HPV 33 0,796 0,275 6 4 8 8 0,500 1,000
HPV 35 0,049 0,881 4 7 8 11 0,453 0,453
HPV 45 0,056 0,575 4 7 9 9 0,375 1,000
HPV 6 0,234 0,433 9 5 3 5 0,127 0,500
HPV 11 0,679 0,709 7 9 5 7 0,625 0,688

Tabelle 3.4.1.: Varianzberechnung der IgG-Reaktivitit gegeniiber HPV-VLPs prae- und post
operativ fiir Patientinnen, die innerhalb sechs und spiter als sechs Monate nach einem Eingriff
untersucht wurden. Fiir ,relative* Anderungen wurde der Wilcoxon-Test, fiir dichotome

Anderungen der Mc Nemar-Test angewendet.
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3.4.2. Einfluss chirurgischer Interventionen an der Cervix uteri auf die
Antikorperentwicklung in Abhéngigkeit vom praeoperativen HPV-DNA-
Status

Im zweiten Abschnitt sollte gepriift werden, ob durch chirurgische Intervention bei HPV-Infi-
zierten und dem damit verbundenen Kontakt von Virus-DNA mit der Blutbahn der Patienten
eine Antikorperbildung begiinstigt wird oder die Antikdrper infolge der sinkenden Viruslast
eventuell abfallen.

Dazu wurden die Anderungen der Antikdrperreaktionen von Patientinnen mit nachweisbarer
»high-risk® bzw. , Jlow-risk* Infektion vor der Operation mit denen ohne Nachweis praeopera-
tiv verglichen. Um auch hier eine eventuell verzégerte Reaktionen zu beriicksichtigen, wurde
wiederum zwischen Patienten unterschieden, die innerhalb von sechs Monaten und die spéter

als sechs Monate nach dem Eingriff untersucht wurden.

Aus der Abbildung 3.4.2. wird ersichtlich, dass der Prozentsatz der positiven Antikdrper-
reaktionen sowohl bei den Patientinnen mit DNA-Nachweis als auch bei denen ohne Nach-
weis nach dem Eingriff leicht anstiegen. Nur bei Patientinnen mit ,,Jow-risk” HPV-DNA-
Nachweis vor dem Eingriff wurde in der Gruppe mit Nachuntersuchung innerhalb sechs
Monaten postoperativ ein Abfall der Seroreaktionen beobachtet. Allerdings waren alle
Anderungen der Antikdrperreaktionen nach einer Operation nicht signifikant (Mc Nemar-Test

- siche Tabelle 3.4.2.).
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Abb. 3.4.2. : Anderungen positiver Antikérperreaktionen nach einem chirurgischen Eingriff.

Dargestellt sind die prae- und postoperativen positiven Seroreaktionen (< und > sechs Monate),

bei Patientinnen mit und ohne Nachweis von high-risk (low-risk) HPV-DNA im praeoperativen

Zervixabstrich.

Mc Nemar-Test fir pos. AK-|Mc Nemar-Test fiir pos. AK-
Reaktionen prae- und < 6 Mon. post | Reaktionen prae- und > 6 Mon. post
OP. OP.
vor OP DNA vor OP keinen vor OP DNA vor OP keinen
Nachweis DNA-Nachweis Nachweis DNA -Nachweis
high risk HPV 1,000 0,424 1,000 0,359
(16, 18, 31, 33,
35, 45)
low risk HPV (6, 0,250 1,000 1,000 0,453

11)

Tabelle. 3.4.2. : Statistische Auswertung (Mc Nemar-Test) der Anderungen positiver Anti-

korperreaktionen postoperativ (< und > sechs Monate), bei Patientinnen mit und ohne Nachweis

von high-risk (low-risk) HPV-DNA im praeoperativen Zervixabstrich.
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3.4.3. Vergleich der DNA-Nachweise prae- und postoperativ

Bei dieser Untersuchung sollte getestet werden, ob eine HPV-Infektion am Zervix durch
einen chirurgischen Eingriff entfernt, eine Reinfektion verhindert und so ein Einfluss auf die

Infektion ausiibt werden kann.

Tabelle 3.4.3. zeigt die Verdnderung von high- und low-risk HPV-DNA-Nachweisen aus den
Abstrichproben, innerhalb und spéter als sechs Monate nach operativen Eingriffen an der Cer-
vix uteri. In der Gruppe, die innerhalb von sechs Monaten postoperativ untersucht wurde er-
folgte eine signifikante Reduktion der high-risk DNA von 100% auf 65 % (p=0,031, Mc Ne-
mar-Test, 2-seitiger Exakt-Test). Wahrend bei den Patientinnen, die erst spéter getestet wur-
den, die high-risk DNAs bei fast allen wieder nachweisbar waren (95%, p=1,000). Ahnlich
verhielt es sich mit dem Nachweis von low-risk HPV-DNA. Auch hier nahm die DNA inner-
halb sechs Monate tendenziell von 59% auf 29% (p=0,125) ab, wihrend sie in der Gruppe mit
Nachuntersuchung spéter als sechs Monate signifikant von 33% auf 66% zunahm (p=0,016).

HIGH RISK DNA

120%

100% A

80% -

60%
40% -

20% - n=17 n=17 n=21 n=21

high risk DNA positive Patientinnen

0% ‘ ‘ ‘
DNA-Status vor OP DNA-Status <6 Mon post DNA-Status vor OP DNA-Status >6 Mon post
OP OP
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LOW RISK DNA

120%

100%

©
S
X

60%

40%

20%

low risk DNA positive Patientinnen

0%

DNA-Status vor OP DNA-Status <6 Mon post DNA-Status vor OP DNA-Status >6 Mon post
OP OP

Abbildung 3.4.3.: Verinderung von high- und low-risk DNA-Nachweisen post operativ. Darge-
stellt sind die positiven Nachweise bei Patientinnen, die innerhalb sechs Monaten (n=17) und
spéter als sechs Monate nach einer chirurgischen Intervention untersucht wurden (n=21). N gibt

die Anzahl der Patientinnen in einer Gruppe an.
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3.5. HPV-DNA- und Antikorpernachweise im Vergleich zum histologischen

Status

3.5.1.1. Einmalige HPV-Antikorpernachweise im Vergleich zur Histologie

In diesem Abschnitt sollte zundchst der Nachweis von spezifischen HPV-Antikorpern im
Serum auf den Nutzen als pradiktiver Marker fiir die Entwicklung schwerer zervikaler
Dysplasien getestet werden. Dazu wurde das jeweils schlechteste histologische Ergebnis jeder
Patientin wéhrend des Beobachtungszeitraums mit dem zu Beginn gemessenen
Antikorperreaktionen verglichen. Zur statistischen Auswertung wurde der Chi-Quadrat-Test
angewendet und das Ergebnis als p-Wert im 2-seitigen Fishers Exakt-Test angegeben.

Zusitzlich wurde die Odds Ratio (OR) bestimmt.

Von 45 Patientinnen, bei denen mindestens ein high-risk HPV-Antikorpertyp in der Erstunter-
suchung serologisch nachgewiesen werden konnte, entwickelten 35 eine schwere Dysplasie
(CIN II/III, CIS oder CA). Nur zehn entwickelten lediglich eine leichte Dysplasie (CIN I oder
benigner). 6 Frauen hatten keine nachweisbaren high-risk HPV-Antikorper, von denen spéter
4 CIN I oder besser und 2 CIN II oder CIN III aufwiesen. Die daraus errechnete Wahrschein-
lichkeit eine schwere Dysplasie zu entwickeln, wenn vorher mindestens ein high-risk Antikor-

pertyp nachweisbar war, ist mit p = 0,041 (2-seitiger Fishers Exakt Test) signifikant (OR 7,0).

Beim Vergleich der einzelnen HPV-Antikorpertypen mit dem histologischen Ergebnis waren
die HPV-16-Antikorper am stirksten mit einer schweren Dysplasie (p = 0,009; OR=8,07 ver-
bunden. Bei HPV 18 lieB sich eine Tendenz zur Abhéngigkeit der Variablen herstellen
(p=0,095; OR=4,68). Fiir die anderen HPV-Antikdrpertypen konnten keine signifikanten
Zuordnungen erfolgen. (siche Tabellen 3.5.1.1.)

Kreuztest HPV 16 AK | HPV 18 AK | HPV 31 AK | HPV 33 AK |HPV 35 AK
XZ

- + - + - + - + - +
CINI beob.| 11 | 2 | 11 | 2 | 11 | 2 7 6 8 5
oderkeine | | 68 | 62 | 81 | 49 | 104 26 | 7.8 | 52 | 96 | 3.4
Dysplasie
CINIL/III |beob.| 15 | 22 | 20 | 17 | 29 | 8 | 26 | 11 | 23 | 14
gf oder| o w. | 192 | 17,8 | 220 | 14,1 | 2006 | 7.4 | 274 | 9.6 | 222 | 148
2-seitiger Fishers
Exact-Test (p) 0,009 0,095 1,000 0,469 0,744

Odds Ratio (OR) 8,07 4,68 1,52 0,49 0,97
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Kreuztest HPV 45 AK|HPV 6 AK |HPV 11 AK | mindestens ein high-risk
, HPV-Antikorper positiv
X
- + - + - - - +
CINI beob.| 8 | 5 | 8 | 5 | 8 | 5 4 10
oder keine| . | 2¢ | 52 | 96 | 34 | 8.6 | 44 1,6 12,4
Dysplasie
CINII/IL |beob.| 22 | 15 | 29 | 8 | 25 | 12 2 35
gf oder| w. | 222|148 | 274 | 9.6 | 244 | 12:6 4,4 32,6
2-seitiger Fishers
Exakt-Test (p) 1,000 0,281 0,741 0,041
Odds Ratio (OR) 1,10 0,44 0,77 7,00

Tabelle 3.5.1.1.: Statistischer Vergleich positiver IgG-Reaktivitit gegen HPV-VLPs, zum Zeit-
punkt der Erstuntersuchung, mit dem jeweils schlechtesten histologischen Ergebnis im Unter-
suchungszeitraum, unter zu Hilfenahme des Chi-Quadrat-Tests. Angegeben sind der beobach-
tete und der erwartete Wert (Wert der im Falle einer unabhiingigen Verteilung erwartet wiirde).
Die Testentscheidung, fiir oder gegen die Nullhypothese, ist als p—Wert im 2-seitigen Fishers-
Exakt Test angegeben. Zusitzlich ist die Odds Ratio (OR) angegeben.

In Abbildung 3.5.1.1. sind die Ergebnisse fiir die statisch relevanten Gruppen, HPV 16, 18,
und ,,mindestens ein nachweisbarer high-risk HPV-Typ", grafisch dargestellt. So erreicht der
Nachweis von HPV 16 mit 92% einen hoheren positiven pradiktiven Wert als Marker fiir die
Entwicklung schwerer Dysplasien als HPV 18 (89%) und der Nachweis mindestens eines
high-risk HPV-Typen (78%). Jedoch nur, wenn keiner der sechs high-risk HPV-Typen
nachgewiesen wurde, konnte der mit Abstand hochste negative pradiktive Wert erreicht
werden (33% Negative, die schwere Dysplasien entwickelten, im Vergleich zu 56% bei HPV
16 und 63% bei HPV 18).

Wurden nur starke Antikorperreaktionen beriicksichtigt, zum Beispiel ELISA-Werte die dop-
pelt so hoch wie die unter 3.2 bestimmten Grenzwerte lagen, so liel3 sich fiir die Gruppe mit
mindestens einem nachweisbarem high-risk Antikdrper der positive pradiktive Wert von 78%
auf 83% steigern. Allerdings wurde dies zu Lasten des negativen priadiktiven Wertes erreicht
(von 33% auf 59% falsch Negative) (siche Abbildung 3.5.1.1.). Fiir HPV 16 und 18 alleine,

konnte dieses Phdnomen nicht gezeigt werden.
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Abbildung 3.5.1.1. Prozent der Patientinnen, die eine schwere Dysplasie (Cervikale Intraepi-
theliale Neoplasie Grad II/III (CIN II/III), Carzinoma in situ (CIS) oder Karzinom (CA)) ent-
wickelten und bei der Erstuntersuchung Antikérper gegen HPV 16 oder 18 beziehungsweise
»mindestens einen high-risk HPV-Typen“ nachweisbar hatten (letztere Gruppe mit Antikorper-

titern iiber normalem Grenzwert und iiber doppeltem Grenzwert).
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3.5.1.2. Verlauf der HPV-Antikorpernachweise im Vergleich zur Histologie

In der zweiten Analyse dieses Abschnitts sollte die Verlaufbeobachtung von spezifischen
HPV-Antikorpertittern im Serum auf den Nutzen als pradiktiver Marker fiir die Entwicklung
schwerer zervikaler Dysplasien getestet werden. Dazu wurde von jeder Patientin das histo-
logische Ergebnis mit ausgeprigtester Dysplasie mit dem Titterverlauf der Antikorper-

reaktionen verglichen.

Abbildung 3.5.1.2. stellt in Grafik a. die Entwicklung einer schweren Dysplasie in Abhéngig-
keit des IgG-Reaktivititsverlaufes eines der sechs untersuchten high-risk HPV-Anti-
korpertypen dar. Bei Mehrfachinfektionen wurde jeweils der Verlauf des am haufigsten
nachgewiesenen Genotypen ausgewihlt. Dabei zeigte sich eine hohere Frequenz schwerer
Dysplasien bei Patientinnen mit mindestens einer persistierenden high-risk Antikorper-
reaktion (zu jedem Untersuchungstermin nachweisbare Antikorper) als bei Frauen mit nur
fluktuierenden (nicht kontinuierlich nachweisbare oder seit 6 bis 18 Monaten nachweisbare
Antikorper) oder abgefallenen high-risk Antikorperreaktionen (Antikdrper > 12 Monate nicht
mehr nachweisbar). Keine schweren Dysplasien wurden bei den Patientinnen ohne oder mit
erst kiirzlich erfolgter Serokonversion (< 6 Monate) gefunden. Der lineare Zusammenhang
zwischen den hier dargestellten Antikorperverlaufsmustern und der Histologie war deutlich
signifikant (p = 0,007, Chi-Quadrat-Test). Je ofter die gleichen Antikdrpertypen nachgewie-
sen wurden desto hdufiger entwickelten sich schwere Dysplasien. Auch der Gruppenvergleich
von den Frauen mit persistierenden Antikdrpern und denen ohne Nachweis von Antikorpern
zeigte in Bezug auf die Histologie eine signifikante Varianz (p = 0,011, Mann-Whitney-Test).
Aus Abbildung 3.5.1.2.b. geht ebenfalls hervor, .dass mit Verschlechterung der Dysplasie der
Anteil von Patientinnen mit persistierenden Antikérpern tendenziell anstieg (linearer

Zusammenhang: p = 0,105, Chi-Quadrat-Test).

Beim Vergleich der HPV-16-Antikérperverlidufe mit den histologischen Ergebnissen konn-
ten die oben genannten Zusammenhinge noch deutlicher verifiziert werden. Der lineare Ver-
lauf zwischen Histologie und Verlaufstypen (siche auch Abbildung 3.5.1.2 ¢ und d) war mit
p=0,001 hochst signifikant bei einer mittleren Korrelation (rho = 0,495; Spearmanscher
Korrelationskoeffizient). Ebenso zeigte der Vergleich von der persistierender Gruppe mit der
Gruppe ohne Nachweis von HPV-16-Antikorpern einen signifikanten Unterschied in Bezug
auf die Entwicklung schwerer Dysplasien (p=0,001; Mann-Whitney-Test). Mit dem Grad der
Dysplasie stieg auch der Anteil an Patienten mit persistierenden Antikdrper signifikant an

(p=0,01 Fishers Exakt Test).



62 Ergebnisse

L 100+ X 100,
5 High-Risk-Antikrper a) 3z
£ o0. $ 90/ b)
o o«
= S 80
o I
2 g 7
= g 60
= 0
o *g 50+
= E. 40+
=
(k)
= 2 30
e o
z g
g E 10.
2 s 0
.
%
1104 o ) 100
o HP-16- Antikiirper fc d
= 1004 | a0 4 )
o w
= a0s ;
N g
5 20 4 T 70
B 7ol %E,
=5 80
= 604 o
& £ i
:E 500 4 » S0
2]
5 40 4 E 404
5 304 ‘E 304
o 20y E 201
[ak) - o
= 10 ¢ 104
® 0] ; 0
’?',f_ ’?',f_ ’?',f_ ‘%ﬁ i&& -
4@%% G% "Jf- %hz‘
IS;O_

Abbildung 3.5.1.2.: Links: Vergleich der Antikorperverlaufsmuster von ,,mindestens eines high
risk HPV-Genotypen“ (oben) bzw. von HPV 16 (unten) mit der Anzahl von Patienten (in
Prozent), die CIN II/III, CIS oder CA in der histologischen Untersuchung aufwiesen. Rechts:
Grad der Dysplasie in Abhingigkeit von dem Anteil Frauen mit persistierenderm Antikorper-
verlauf in Prozent [high risk (oben) bzw. HPV 16 (unten)]. ,,n*“ entspricht der Anzahl der Fille

in einer Gruppe)

Fiir HPV 18 konnte mit p = 0,159 (Anzahl der schweren Dysplasien verglichen mit Antikor-
perverlaufstyp, linear mit linear Zusammenhang, Chi-Quadrat-Test), p = 0,107 (persistierende
verglichen mit nicht persistierender Gruppe, Mann-Whitney-Test) und p=0,257 (Grad der
Dysplasie verglichen mit dem Anteil persistierender Antikorper, linear mit linear Zusammen-

hang, Chi-Quadrat-Test) immerhin eine leichte Tendenz in die gleiche Richtung gezeigt wer-
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den. Alle anderen HPV-Typen waren in dieser Einzeluntersuchung nicht signifikant.
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Abbildung 3.5.1.3.: Rechts: Vergleich der Antikorperversmuster von HPV 18 mit der Anzahl
Patienten, die CIN II/III, CIS oder CA in der histologischen Untersuchung aufwiesen (in
Prozent) Links: Grad der Dysplasie in Abhiingigkeit von der Anzahl Frauen mit persistieren-

dem HPV 18 Antikorperverlauf (in Prozent). ,,n“ entspricht der Fallzahl in einer Gruppe.
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3.5.2.1. Einmalige HPV-DNA-Nachweise im Vergleich zur Histologie

In der folgenden Untersuchung sollte der Nachweis von spezifischer HPV-DNA im
Zervixabstrich auf den Nutzen als pradiktiver Marker fiir die Entwicklung schwerer zervikaler

Dysplasien getestet werden.

Dazu wurden die typenspezifisch nachgewiesenen HPV-DNAs zum Zeitpunkt der Erst-
untersuchung mit dem schlechtesten histologischen Ergebnis im Beobachtungszeitraum der
jeweiligen Patientinnen verglichen. Es konnte fiir den Nachweis von HPV-16-DNA eine stark
positive (p=0,057, Fishers Exakt Test) und fiir HPV 58 eine stark negative (p=0,051) Tendenz
des Zusammenhangs berechnet werden. Alle anderen DNA-Nachweise zum Zeitpunkt des
Erstbesuches zeigten keinen statistischen Zusammenhang mit dem histologische Ergebnis.
Allerdings war die Wahrscheinlichkeitsberechnung fiir die HPV-Typen 26, 68, MM4, 40, 42
und 57 wegen der mangelnden Prévalenz in der untersuchten Population nicht mdglich.

Auch der Nachweis mindestens eines high-risk HPV-DNA-Typen zum Erstbesuch stand in
keiner Beziehung zur spiteren Histologie (p=1,000). (vergleiche Tabellen 3.5.2.1)

Kreuztest HPV 16 | HPV 18 | HPV26 | HPV31 | HPV33 | HPV35 | HPV 39
" DNA DNA DNA DNA DNA DNA DNA
- + - + - + - + - + - + - +

CINI |beob. |8 6

oder
besser erw. (49 (9,1

CIN II|beob. |10 (27

;’cdhelre o | e [13.1]239
ter

2-seitiger 0,057
Fishers

(OR=3,6)

Exakt-Test (p)
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Kreuztest HPV 45 | HPVS1 | HPVS2 | HPVS5S | HPVS6 | HPV S8 | HPV 59

" DNA DNA DNA DNA DNA DNA DNA

CINI |beob. 8 6

oder
besser erw. 11,0 3,0

CIN II|beob. 32| 5

oder
schlech erw. 29,0 8,0

ter

2-seitiger 0,051 1,000
Fishers
Exakt-Test (p)

Kreuztest HPV 68 | HPV HPV HPV HPV HPV 6 | HPV 11
, DNA MM4 MM7 MM9 | highrisk | DNA DNA
X DNA DNA DNA DNA

- + - + - + - + - + - + - +

CINI [beob. 1 13

oder
besser erw. 0,8 (13,2

CIN II | beob. 2 35

oder
schlec erw. 2,2 (34,8

hter

2-seitiger 1,000
Fishers
Exakt-Test

@)

Kreuztest HPV 40 | HPV42 | HPVS53 | HPV 54 | HPVS7 | HPV 66 | HPV mwms

" DNA DNA DNA DNA DNA DNA DNA

CIN1 |beob.
oder

erw.
besser

CIN II | beob.
oder
schlec
hter

erw.

2-seitiger
Fishers
Exakt-Test

@

Tabelle 3.5.2.1.: Statistischer Vergleich von typenspezifischen HPV-DNA-Nachweisen im Zervix-
abstrich zum Zeitpunkt der Erstuntersuchung mit dem schlechtesten histologischen Ergebnis im
Untersuchungszeitraum der jeweiligen Patientinnen unter zu Hilfenahme des Chi-Quadrat-

Tests. Die Korrelation ist als p —Wert im 2-seitigen Fishers Exakt Test angegeben.
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3.5.2.2. Verlauf der HPV-DNA-Nachweise im Vergleich zur Histologie

In der zweiten Analyse dieser Untersuchung sollte die Verlaufsbeobachtung von HPV-DNA-
Nachweisen auf den Nutzen als priadiktiver Marker fiir die Entwicklung schwerer zervikaler
Dysplasien getestet werden. Dazu wurde von jeder Patientin das histologische Ergebnis mit
ausgepragtester Dysplasie im Untersuchungszeitraum mit verschiedenen Verldufen der HPV-
DNA-Nachweise korreliert. Die Einteilung der Verlaufmuster erfolgte wie in Kapitel 3.3.
Abbildung 3.5.2.2. zeigt bei Patientinnen mit persistierender high-risk DNA ein signifikant
haufigeres Fortschreiten (83%) der zervikalen Verdnderungen zur schweren Dysplasie (CIN
II/III, CIS oder CA) als bei Frauen mit fluktuierender Infektion (44%, p= 0,021, Mann-Whit-
ney-Test). Eine dhnliche Beobachtung, jedoch nur mit geringer Tendenz, lieB8 sich auch im
Vergleich zur Gruppe mit iiberwundener Infektion feststellen (60%, p=0,131). Da jeweils nur
eine Patientin keine Infektion oder eine Neuinfektion mit high-risk HPVs zeigte, sind die hier
rein rechnerischen 100% nicht als représentativ anzusehen. Fin linearer Zusammenhang der
Variablen wie bei den Antikorperverldufen konnte hier nicht gezeigt werden (p=0,321; Chi-
Quadrat-Test).

Dem entgegen war das lineare Verhiltnis zwischen dem Nachweis einer persistierenden high-
risk HPV-DNA und dem Grad der zervikalen intraepithelialen Neoplasie (CIN-Klassifikation)
deutlich signifikant (p=0,041, Chi-Quadrat-Test). Nur 36% der Patientinnen mit leichter Dys-
plasie oder unauffilliger Histologie hatten persistierende high-risk DNAs im Gegensatz zu
68% der Frauen mit CIN II/III, CIS oder CA(p=0,057, Fishers Exakt Test). Je ausgeprégter
die Dysplasie war, desto hoher war der Anteil an Patienten mit vorrausgegangener persistier-
ender high-risk HPV-DNA. Die Korrelation war jedoch nur gering (rho=0,289 Spearmanscher

Korrelationskoeffizient).

Wurden die einzelnen HPV-Infektionsverldufe isoliert mit der Histologie verglichen, konnten
nur im Fall von HPV-16-DNA-Nachweis dhnliche Zusammenhinge beobachtet werden
(siche Abbildung 3.5.2.1.). Patientinnen mit persistierender HPV-16-DNA hatten mit 90%
eine deutlich hohere Wahrscheinlichkeit eine schwere Dysplasie zu entwickeln, als die
Gruppen fluktuierende Infektion (50%; p=0,013; Mann-Whitney-Test), iiberwundene Infek-
tion (75%; p=0,288), keine Infektion (50%; p=0,112) und Neuinfektion (60%; p= 0,048).
Auch eine Tendenz zum linearen Zusammenhang (p=0,93; Chi-Quadrat-Test), jedoch nur mit
geringer Korrelation (rho =-0,275 Spearmanscher Korrelationskoeffizient), konnte fiir diese
Infektionsmodelle gezeigt werden.

Auch der Vergleich zwischen Grad der Dysplasie und dem Anteil an Frauen mit persistieren-

der HPV-16-DNA im Vorfeld war signifikant linear (p=0,017, Chi-Quadrat-Test) mit einer



Ergebnisse 67

geringen Korrelation (rtho=0,336; Spearmanscher Korrelationskoeffizient). Nur 14% der Pa-
tienten mit CIN I oder unauffilliger Histologie hatten vorher persistierende HPV-16-DNA im
Gegensatz zu 51 % der Frauen mit CIN II oder hohergradigen Dysplasie (p= 0,025, Fishers
Exakt Test).

Fiir alle anderen HPV-Typen konnte kein Zusammenhang gezeigt werden. Allerdings ist zu
beachten, dass fast alle Patientinnen der untersuchten Population Mehrfachinfektionen auf-

wiesen, was eine Aussage fiir einzelne Typen erschwerte.
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Abbildung 3.5.2.1.: Links: Vergleich ,,mindestens eines high-risk HPV*- bzw. HPV 16 Infektionsverlaufes
mit der Anzahl von Patienten, die CIN II oder héhergradige Dysplasien in der histologischen Unter-
suchung aufwiesen (in Prozent). Rechts: Anteil der Frauen mit persistierendem high-risk DNA bzw.

persistierendem HPV-16-DNA-Verlauf in Abhiingigkeit vom Grad der Dysplasie. (n = Anzahl der Fille)
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3.5.3 Kombination der DNA- und Antikorpernachweise im Vergleich zur

Histologie

Bei dieser Untersuchung sollte gepriift werden, welche Kombination von typenspezifischen
Antikorper- und DNA-Nachweisen den besten prognostischen Test fiir das histologische
Ergebnis darstellt.

Tabelle 3.5.3 stellt einige Testkombinationen und deren statistische Auswertung gegentiber.
Der einmalige Nachweis von high-risk DNA oder high-risk Antikdrpern zeigte keine Bedeu-
tung fiir das histologische Ergebnis (p = 0,456). Allerdings war der kombinierte Nachweis
eines high-risk Antikorpers zum Zeitpunkt der Erstuntersuchung oder einer persistierenden
high-risk DNA, signifikant mit der Entwicklung einer schweren Dysplasie verbunden (p =
0,017, OR=14,4). Da jedoch zwei der erwarteten Werte im Chi-Quadrat-Test (50%) unter fiinf
lagen (sehr geringe Fallzahl) ist dieses Ergebnis statistisch gesehen nicht einwandfrei giiltig.
Wurden bei der Untersuchung nur Patientinnen, die einmalig high-risk Antikérper zweifach
tiber dem Grenzwert oder persistierende high-risk DNA aufwiesen als positiv angesehen,
zeigte sich ein noch hoherer signifikanter Zusammenhang mit der Entwicklung von CIN II-
bis CA-Lisionen (p=0,001; OR=11). Auch gegeniiber dem Nachweis persistierender high-risk
Antikorper oder persistierender high-risk DNA als positives Ergebnis (p = 0,003, OR=8,53)
zeigte diese Kombination eine hoher Signifikanz in Bezug auf eine schwere Dysplasie.

Den Test mit der hochsten Signifikanz stellte der Nachweis eines HPV-16-Antikdrpers zum
Erstbesuch oder persistierender HPV-16-DNA als Annahme fiir ein positives Ergebnis dar (p
<0,001; OR=18,67). Von 37 Patientinnen, die CIN II oder eine héhergradige Dysplasie in der
histologischen Untersuchung aufwiesen, waren 28 bei Anwendung dieser Testkombination

positiv im Gegensatz zu nur 2 von 14 Frauen mit einer leichten (CIN I) oder keiner Dysplasie.

Unter den signifikanten Tests, hatte der fehlende Nachweis eines high-risk Antikorpers oder
einer persistierenden high-risk DNA mit nur 20% falsch Negativen, den besten negativen
pradiktiven Wert. Allerdings war der positive pradiktive Wert, mit nur 7 % falsch positiven,
beim Nachweis von HPV-16-Antikdrpern oder persistierender HPV-16-DNA am besten. Als
Test mit der besten Validitit, also akzeptablen negativen und positiven pradiktiven Werten
erschien der Nachweis, eines high-risk Antikorpers zweifach iiber dem Grenzwert oder der
Nachweis einer persistierenden DNA. Die Validitét muss allerdings im Einzelfall, im Kontext

der klinischen Anwendung beurteilt werden.
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Kreuztest high-risk AK | high-risk AK | persistier- | high-risk AK | HPV-16-AK
. oder DNA zum ender high- | 2fachiiber | Erstbesuch
x zum Erstbesuch |risk AK oder | cut-off zum oder pers.
oder oder p
Erstbesuch oder pers. DNA Erstbesuch HPV 16
high risk oder pers. DNA
DNA high risk
DNA
- + - + - + - + - +
CINI beob. 4 10 8 6 8 6 12 2
ggse:er erw. 14 | 126 | 36 | 104 | 33 [ 107 | 58 | 8.2
CIN I1 | beob. 1 36 5 32 4 33 9 28
oder
schlechter | €TV 36 (334 | 94 | 27,6 | 87 | 283 | 15,2 | 21,8
2-seitiger Fishers 0,017 0,003 0,001 <0,001
Exact Test (p)
Odds Ratio (OR) 14,40 8,53 11,00 18,67

Tabelle 3.5.3: Vergleich einiger Testkombinationen aus Antikérper- und DNA-Nachweis mit
dem histologischen Ergebnis in Form einer Kreutztabelle. Dargestellt sind der beobachtete und
der erwartete Wert (Wert der im Falle einer unabhingigen Verteilung erwartet wiirde). Das

statistische Ergebnis ist als Fishers Exakt Test (p) bzw. Odds Ratio (OR) angegeben.
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3.6. Priifung von anamnestischen Parametern auf Risiko- beziehungsweise

Kofaktoren fiir die Entwicklung schwerer intraepithelialer Neoplasien

In diesem Abschnitt sollten in unserer Population Rauchen, Ubergewichtigkeit, die Einnahme
von orale Kontrazeptiva, die Anzahl von Schwangerschaft, eine frithe Menarche und das
Bildungsniveau auf mogliche Risikofaktoren fiir die Entwicklung schwerer intraepitheliale
Neoplasien untersucht werden. Um eine Abhdngigkeit dieser Risikofaktoren von einer HPV-
Infektion auszuschlieBen wurden die Parameter sowohl unter Einbeziehung aller Patientinnen
als auch unter Ausschluss der Frauen mit nachweisbaren HPV-16-Antikdrpern am Erstbesuch

oder persistierender HPV-16-DNA getestet.

Zunichst wurde das Rauchen von Zigaretten in Zusammenhang mit der Entwicklung einer
schweren Dysplasie untersucht. Die in der Studie befragten Frauen wurden in drei Gruppen
aufgeteilt: Nichtraucher (n=25), Frauen die weniger als zehn Zigaretten pro Tag (n=9) und
Frauen die mehr als zehn Zigaretten pro Tag rauchten (n=13). 79% der Nichtraucher
entwickelten eine schwere Dysplasie im Vergleich zu 67 % der leichten bzw. 69% der starken
Raucherinnen. Es zeigte sich folglich kein Tendenz zur Abhdngigkeit der Variablen Rauchen
und schwere Dysplasie (p=0,692, asymptomatische 2-seitige Signifikanz, Chi-Quadrat-Test
nach Pearson). Auch nach Ausschluss der HPV 16 infizierten Patientinnen waren die Raucher
und Nichtraucher in Bezug auf CIN II oder hohergradige Léisionen mit 40% bis 43% etwa
gleichverteilt (p=0,994).

Ubergewichtige (Definition nach Body-Mass-Index; siche 2.1.1.) entwickelten in der unter-
suchten Population hdufiger eine schwerer Dysplasien (89%; n=9) als Normalgewichtige
(70%; n=37). Nach Ausschluss der HPV-16-infizierten Frauen, wurde dieser Unterschied
noch deutlicher. 67% (n=16) der Ubergewichtigen entwickelten hier eine schwere Dysplasie
im Vergleich zu 38%(n=3) der Normalgewichtigen. Allerdings waren die Varianzen in beiden

Féllen nicht signifikant (p=0,409 und p=0,546, Fishers Exakt Test).

Um zu untersuchen ob die Anzahl der Schwangerschaften in Zusammenhang mit der
Entwicklung einer schweren Dysplasie steht, wurde in drei Gruppen aufgeteilt: Frauen mit
keiner, mit einer und mit zwei oder mehr zurilickliegenden Schwangerschaften. Als
Schwangerschaften wurden Regelgeburten, Aborte und Abtreibungen gewertet.

Bei der Einbeziehung aller Patientinnen wurden mit zunehmender Anzahl an Gravidititen
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etwas haufiger CIN II bis CA-Lésionen am Zervix entwickelt. In der Gruppe ohne HPV 16
Nachweis zeigt sich kein einheitliches Bild. 44% (n=9) ohne Schwangerschaft in der
Vergangenheit hatten im Gegensatz zu 50%(n=8) mit einer und 33% (n=33) mit zwei und
mehr Graviditdten eine schwere Dysplasie. Entsprechend lie sich in keinem Fall ein
signifikante Abhingigkeit zwischen der Entwicklung einer schweren Dysplasie und einer oder

mehr Schwangerschaften herstellen (p=0,843 und p=0,884 , Chi-Quadrat-Test).

Bei der Untersuchung von oralen Kontrazeptiva in Verbindung mit der Entwicklung
schwerer Dysplasien zeigte sich folgendes Ergebnis. Die Frauen die keine Pille als
Verhiitungsmethode wéhlten hatten sowohl bei Einbeziehung aller Patientinnen als auch bei
ausschlielicher Betrachtung der HPV-16-negativen Gruppe prozentual ein schlechteres
histologisches Ergebnis. Die Differenzen waren jedoch auch hier nur sehr gering und somit

nicht signifikant (p = 1,000 und p = 1,000, Fishers Exakt Test )

Eine friithe Menarche, vor dem 13. Lebensjahr, zeigte mit p = 0,095 eine deutlich hohere
Tendenz zur Entwicklung einer CIN II/CIN IIL,CIS oder CA-Veridnderung, als eine spitere
Menarche (nach dem 13. Lebensjahr). Unabhéngig von HPV 16, waren auch in der Gruppe
mit frither Menarche, die schweren Dysplasien haufiger (60%; n=5), als in der mit erster
Regelblutung nach dem 13. Lebensjahr (36%; n=14). Eine statistisch relevante Varianz
konnte jedoch nicht berechnet werden ( p = 0,603).

Zuletzt wurden die Patienten nach ihrem Bildungsniveau in Akademikerinnen, Frauen mit
abgeschlossener Ausbildung und Frauen ohne Ausbildung eingeteilt. Alle Gruppen zeigten
dhnliche Tendenzen zur Entwicklung einer schweren Dysplasie, sowohl insgesamt als auch
HPV-16-unabhingig. Folglich lieBen sich auch keine statistischen Zusammenhinge fiir die

Variablen Bildungsstatus und schwere Dysplasie berechnen (p = 0,983 und p = 0,981).



72 Diskussion

4.1. Pravalenz von HPV-DNA und HPV-Antikorpern

4.1.1. HPV-DNA-Privalenz

Ein genaues Verstidndnis tiber die HPV-Priavalenz und die Verteilung der einzelnen Geno-
typen in einer definierten Population ist die Grundlage fiir die spitere Planung von diagnos-
tischen und priaventiven Strategien bei HPV-assoziierten Krankheiten. Eine umfassende
Studie der Weltgesundheitsorganisation in 22 Léndern der Erde hat grofle Variationen des
HPV-DNA-Spektrums bei Zervixkarzinomen in unterschiedlichen Regionen und Kulturen
gezeigt (Bosch et al., 1995). Da dennoch nur wenig iliber die HPV-typenspezifische Vertei-
lung in Zentraleuropa bekannt ist, wurden die HPV-DNA-Priavalenz und das HPV-DNA-

Spektrum bei Frauen mit rezidivierenden Dysplasien in Deutschland untersucht.

Ingesamt 178 Zervixabstriche von 52 Patientinnen wurden fiir die HPV-Typisierung gesam-
melt. Unter den 52 Proben die beim Erstbesuch der Frauen in der 1. Universitatsfrauenklinik
Miinchen entnommen wurden, waren 98% HPV-DNA positiv fiir mindestens einen der 27
untersuchten Genotypen. Eine Prdvalenz die auch andere Studien mit dhnlicher Population
beobachtet haben. In Abhédngigkeit von der verwendeten Methode wurde in diesen Arbeiten
HPV-DNA zu 35%-100% bei Dysplasiepatientinnen (IARC Working group on the evaluation
of carcinogenic risks to humans, 1995) und zu 93%-100% bei Zervixkarzinompatientinnen

gefunden (Bosch et al., 1995; Jacobs et al., 1997).

73% der Frauen unserer Studienpopulation wiesen Mehrfachinfektionen mit HPV auf, wobei
durchschnittlich drei verschiedene Genotypen in einer Probe gefunden wurden. Deutlich mehr
als in anderen Arbeiten, die nur 10% (Chang et al., 2002) bis 16,4% (Tachezy et al., 1999)
Mehrfachinfektionen nachweisen konnten. Allerdings untersuchten diese Studien einerseits
eine geringeres Spektrum an HPV-Typen (26 bzw. 22) andererseits wiesen sie unterschiedlich
hohe Dysplasieraten auf. Moglicherweise kdnnte auch eine hdhere Sensitivitdt der bei uns

verwendeten Methode zur Genotypisierung urséchlich fiir diese deutliche Diskrepanz sein.

Der mit Abstand am héufigsten nachgewiesene HPV-DNA-Typ war 16, der in 65% der
Proben gefunden wurde. Am zweithdufigsten waren HPV 52, 58 und 6 in jeweils 23% der
Félle nachweisbar. Erst am dritthdufigsten, allerdings nur mit wenig geringerer Prévalenz,
wurden HPV 18 und HPV 51 mit jeweils 21% gefunden. Gefolgt von HPV 45 mit 15%, HPV
56, 59 und 11 mit jeweils 10%, HPV 33, 39, 55 und MM9 mit jeweils 6% und schlieBlich
HPV 35, MM7 und 54 mit jeweils 4%. Am seltensten waren die HPV Typen 31, 26, 53, 66,
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und MM 8 mit jeweils 2% positiven Nachweisen. Die HPV-Typen 68, MM4, 40, 42, und 57

konnten in dieser Population zumindest zum Erstbesuch nicht nachgewiesen werden.

Auch in anderen Arbeiten weltweit zeigte sich HPV 16 sowohl unter Dysplasiepatientinnen
als auch in zytologisch unauffilligen Kontrollgruppen ausnahmslos als der haufigste Genotyp
(IARC Working Group on the evaluation of carcerogenic risks to humans, 1995). Allerdings
berechneten fast alle Prévalenzstudien unterschiedliche Héaufigkeitsverteilungen fiir die
anderen genitalen HPV-Typen. Zum Beispiel wurde in der internationalen Untersuchung von
Bosch et al., 1995 (IBSCC) HPV 18 als zweithdufigster, HPV 45 als dritthdufigster und HPV
31 als vierthdufigster Genotyp in Zervixkarzinombiopsien gefunden. In der Untergruppe fiir
Europa mit Proben aus Polen, Spanien und Deutschland ergab sich die Haufigkeitsverteilung
in der Reihenfolge 16, 18, 31, 45. Eine andere Arbeitsgruppe aus Hong Kong wiesen
dagegen, dhnlich wie bei dieser Arbeit, HPV 58 als den zweithdufigsten HPV-Typen unter
Patienten mit zervikalen Verdnderungen nach (Chan et al., 1999). Eine mit der vorliegenden
Arbeit vom Aufbau gut vergleichbare Studie aus Tschechien, die ebenfalls Patientinnen mit
auffélligen Zervixabstrichen untersuchte, kam mit Ausnahme von HPV 16 und 18, wiederum
zu einer anderen Haufigkeitsverteilung der einzelnen HPV-Typen (Tachezy et al., 1999).

Trotz aller Abweichungen zeigten diese Arbeiten aber zumindest gemeinsame Tendenzen.
HPV 16 war bei allen Studien der mit Abstand hiufigste Typ, gefolgt von einer Gruppe mit
deutlich weniger aber untereinander dhnlicher Privalenz (bei allen gleich HPV 18, 58, 45)
und einer dritten Gruppe von HPV-Typen, die nur sehr selten nachgewiesen wurden (bei allen

gleich HPV 40, 42, 66, MM4, MM38).

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich auch, dass viele HPV-DNA-Typen nur sehr kurzfristig,
oft nur zu einem Untersuchungszeitpunkt, nachgewiesen werden konnten. Dies ldsst
vermuten, dass die meisten HPV-Infektionen schnell und spontan {iberwunden werden
(Evander et al., 1995; Olson et al., 1997; Ho et al., 1998). Unterstiitzt wird diese These von
einer Fallkontrollstudie von Ho et al. (1998), in der bei 95% anfangs HPV-positiven
Probanden, nach spétestens 10 Monaten keine entsprechende DNA mehr nachweisbar waren.
Auch bei Evander et al. (1995) neutralisierte die Mehrheit der Probanden die virale HPV-
DNA innerhalb von zwei Jahren. Dennoch unklar bleibt, ob es sich bei diesen DNA-Nach-
weisen, um eine wirkliche Infektion oder nur um einen extrazelluliren DNA-Nachweis
gehandelt hat, zum Beispiel im Sinne eines sporadischen Nachweises nach Geschlechts-

verkehr mit einem HPV positiven Partner.
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4.1.2. HPV-Antikorper-Pravalenz

Um zu priifen, in wie weit HPV-Antikorper in unserer Studienpopulation vorhanden waren,
wurden ebenfalls 178 Serumproben auf die IgG-Reaktivitit gegen acht verschiedenen HPV-
Genotypen untersucht. Dabei wurden die HPV-Typen 16, 18, 31, 33, 35, 45, 6 und 11 ausge-
wiahlt, deren AntikOrper bereits bei einer Vielzahl zervikaler Karzinome gefunden wurden

(Munoz et al., 2000).

Die Privalenz dieser Antikorper lag in der vorliegenden Studienpopulation deutlich héher als
in den weltweiten Kontrollgruppen (vergleiche Tabelle 4.1). 90,4 % der Frauen zeigten eine
Seroreaktivitit gegen mindestens einen der acht untersuchten HPV-Typen. Dies zeigt einen
engen Zusammenhang zwischen HPV-Antikorpernachweisen und zervikalen Dysplasien
(siche auch Punkt 4.4). HPV 16 war mit 50% der mit Abstand am hdufigsten detektierte
Antikodrper, dhnlich wie bei Wideroff et al. (1999) in Osterreich mit 51,2% und Combita et al.

(2002) in Kolumbien mit 55% positiven Nachweisen.

40,3 % unserer Studienpopulation zeigten Seroreaktivitit gegen mindestens einen der HPV-
Typen 18, 31, 33, 35, 45, 6 und 11 in Abwesenheit von HPV-16-Antikérpern. Ein Hinweis
dafiir, dass serologische Untersuchungen auf weitere HPV-Typen, neben 16, wichtige
zusdtzliche Informationen zur Aufdeckung weiterer onkogener HPV-Infektionen bieten. Die
wenigen Studien, die bisher neben HPV 16 auch weitere Genotypen in ihre serologischen
Untersuchungen mit einbezogen haben, sind in der Tabelle 4.1. zusammengefasst. HPV 18
und HPV 33 Antikorper lagen mit einer Priavalenz von 34,6% und 25,0% etwa im Mittelfeld
verglichen zu den anderen Arbeiten (11,2 bis 42,2 % bzw.11,6 bis 30,9%), wihrend HPV 31
mit 19,2% deutlich seltener im Vergleich zu anderen Lindern gefunden wurde (25,0 bis
33,7%). Hingegen wurde HPV 45 mit 42,3% deutlich hiufiger als in den Vergleichstudien bei
Wideroff et al. (1999) (17,5%) und bei Marais et al. (2000 b) (28,5%) gefunden. Erstmalig
wurde bei der vorliegenden Arbeit die Seroprivalenz von HPV 35 in einer Dysplasiegruppe
dokumentiert. Mit 40,5% positiven Nachweisen scheinen sehr viele dieser Patientinnen mit

HPV 35 in Kontakt gekommen zu sein.
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Diagnose Land und Untersuchte Félle positiv in der Serologie in %/ Literaturangabe
Anzahl der /Kontrollgruppe positiv in der Serologie in %
Probanden 16 [18 [31 [33 [35 [45 |6 11
Dysplasien Deutschland 50,0 |34,6 |19,2 [25,0 (40,4 |42,3 |25,0 |36,5 |Eigene Daten
n=52
Dysplasien Osterreich 51,2/ | 11,2/ | 25,0/ 17,5/ Wideroff et al., 1999
158 6,5 10,1 5,8
Zervix Schweden 37,0/ | 29,2/ 30,9/ Wang et al., 1997
Karzinom 17,7 |20,1 23,0
Dysplasien Schweden 36,0/ | 18,0/ 20,0/ Chua et al., 1996
16,0 | 15,0 18,0
Normalbe- Namibia Marais et al., 2000 a
volkerung n=101 16,8 | 18,8 |12,9 |17,8 22,8
Dysplasien Stidafrika 44,2/ 20,0/ | 33,7/ | 11,6/ 28,5/ Marais et al., 2000 b
n=95 25,3 |10,5 |23,2 |84 13,7
Zervix Kolumbien 55,1/ | 42,2/ | 29,3/ | 17,0/ Combita et al., 2002
Karzinom n=147m=147 |17,7 |20,4 [12,2 |8,8

Tabelle 4.1.: Seroreaktivitit gegen HPV 16, 18, 31, 33, 35, 45, 6 und 11 bei Patientinnen mit

Prikanzerosen oder Zervixkarzinomen sowie Kontrollgruppen.

Bei mehr als 76% der seroreaktiven Frauen waren Antikorper gegen mehr als einen HPV-
Typen gleichzeitig nachweisbar. Im Durchschnitt wurden unsere Patientinnen fiir drei der acht
untersuchten HPV-Typen positiv getestet. Eine Anzahl die ebenfalls sehr hoch liegt im
Vergleich zu anderen Arbeiten. Combita et al. (2002) zum Beispiel, die auf die Antikorper
HPV 16, 18, 31, 33, 39, 58 und 59 testeten, fanden nur 45% Mehrfachnachweise. Damit war
in dieser Studie die Anzahl der Frauen mit Antikdrpernachweisen gegen mehr als vier
verschiedene Genotypen zwar fiinf mal hoher als in deren gesunden Kontrollgruppe, aber
insgesamt niedriger als in dieser Arbeit. Allerdings ist einschrinkend hinzuzufiigen, dass sie
ausschlieBlich Zervixkarzinompatientinnen untersuchten. Gemeinsam mit der vorliegenden
Studie ist dennoch, dass die Anzahl der nachgewiesenen Antikorper gegen HPV deutlich
hoher war als die Anzahl der nachgewiesenen HPV-DNAs in vergleichbaren Studienpopula-
tionen. Dies lasst wiederum vermuten, dass Frauen mit Dysplasien deutlich hdufiger mit den

einzelnen HPV-Typen in Kontakt kommen, als dies ein HPV-DNA-Nachweis anzeigt.

In der Literatur werden HPV-Antikorpertiter meistens als stabil iiber mehrere Jahre beschrie-
ben (Carter et al., 1996; Shah et al., 1997; Geijersstamm et al., 1998). Im Gegensatz hierzu,
zeigen die Daten dieser Studie, im Gesamtvergleich der Antikorperpravalenz zum ersten und
letzten Besuch, mit der maximalen Pridvalenz im Untersuchungszeitraum, dass Antikorper
nicht nur neu gebildet, sondern auch wieder abgebaut werden kénnen. In den Einzelverldufen
lassen sich kontinuierliche An- und Abstiege der Antikorpertiter beobachten. Dies spricht,

entgegen bisheriger Auffassungen, filir einen dynamischen Verlauf der Antikorperlevel, mit
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nur eingeschrinkter Persistenz {iber die Jahre. Diese These des allmdhlichen Riickgangs der
Antikorpertiter iiber die Zeit stiitzt auch eine neuere Arbeit von Carter et al. (2000).

Alternativ konnten auch lagerungsbedingt die Antikorper, zum Beispiel durch mehrmaliges
ein- und abfrieren der Proben, beeintrdchtigt und so Titerverdnderungen nur vorgetiuscht

worden sein.

4.2.Vergleich des HPV-DNA-Spektrums im Zervixabstrich mit der parallel

gefundenen Seroreaktivitit

Um zu sehen in wie weit spezifische [gG-Serumreaktionen gegen virus-like particles (VLPs)
einen Nachweis fiir eine HPV-Infektion darstellen, wurden die Pravalenz von HPV-DNA (16,
18, 31, 33, 35, 45, 6 und 11) im Zervixabstrich mit dem entsprechenden Antikérperspektrum

korreliert.

Wie bereits Kirnbauer et al., 1994; Nonnemacher et al. 1995 und Viscidi et al., 1997 konnte
auch dieser Arbeit eine signifikante Assoziation, zumindest zwischen der einmaligen Detek-
tion von HPV-16-DNA am Cervix uteri und dem gleichzeitigen Vorkommen von HPV-16-
Antikorpern im Serum zeigen. Bei 61,7% der Patientinnen mit positivem HPV-16-DNA
Nachweis waren gleichzeitig auch entsprechende Antikorper nachweisbar. Damit lag die
Korrelation dieser Parameter sogar hoher als in den anderen Studien von Wideroff et al., 1995
mit 48,6%, Kirnbauer et al., 1994 mit 59% und Viscidi et al. 1997, mit 46% positiven
Ubereinstimmungen.

Trotz des errechneten signifikanten Zusammenhangs wurden aber einerseits bei 38% der
Patientinnen mit HPV-16-DNA Nachweis, dennoch keine Antikérper gegen HPV 16 nach-
gewiesen. Andererseits konnten bei 22% Frauen mit HPV-16-Antikdrpernachweis, keine
entsprechenden HPV-DNAs detektiert werden.

Beim Vergleich zwischen HPV-DNA 18, 31, 33, 35, 45, 6 und 11, und dem gleichzeitigen
Antikorpernachweis der entsprechenden HPV-Typen konnten keine statistisch relevanten
Zusammenhdnge festgestellt werden. Da die meisten Studien sich bisher auf den am
hiufigsten vorkommenden HPV-16-Typen beschrinkt haben, ist die Datenlage iiber die
anderen hier untersuchten HPV-Typen in der Literatur diinn und teils kontrovers. Zum
Beispiel fand die Arbeitsgruppe von Bosch (Touze et al., 2001), die die Korrelation von HPV-

DNA 16, 18, 31 und 58 Nachweisen mit den entsprechenden serologischen Reaktionen auf
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VLPs untersuchten, ebenfalls nur sehr geringe bis gar keine Ubereinstimmung der positiven
Proben. Dagegen zeigten die Untersuchungen von Wideroff et al. (1999) einen deutlich stér-
keren Zusammenhang zwischen den zervikalen HPV-DNAs 31 und 45 und der jeweiligen
Seroreaktivitit als es in dieser Studie gelungen ist. 66,7% (n=21; bei uns 0%, allerdings n=1)
der HPV 31 positiven Frauen waren HPV 31 seropositiv und 70% (n=10; bei uns 37%, n=8)
der HPV 45 positiven Frauen waren auch HPV 45 seropositiv. Allerdings konnten auch sie
keine Ubereinstimmung der Parameter bei HPV 18 feststellen. Nur 17,5% (n=17; bei uns
40%, n=10) der HPV-18-DNA positiven Frauen waren auch HPV 18 seropositiv. Dieser
erhebliche Bias in Bezug auf die Korrelation zwischen den gleichzeitigen typenspezifischen
HPV-DNA- und HPV-Antikdrpernachweisen konnte allerdings auch mit der insgesamt
geringen Fallzahl in diesen Untergruppen zusammenhangen.

Zumindest fiir die Frauen mit HPV-DNA- aber ohne Antikorpernachweis, ldge zum Beispiel
die Schlussfolgerung nahe, dass mangels Exposition der HPV-DNA gegeniiber dem Immun-
system keine Antikorper gebildet werden konnten. Eine wahrscheinlichere Erklarung fiir die
Diskrepanzen zwischen HPV-DNA- und dem gleichzeitigen HPV-Antikérpernachweis
lieferte eine prospektive Studie von Carter et al. (1996). In der Arbeit von Carter et al. (1996)
entwickelten die Mehrzahl der Probandinnen erst nach einer relativ langen zeitlichen Latenz,
mit einem Median von 8,3 Monaten (allerdings erheblicher Streubreite) eine Seroreaktion.
Die dann gebildeten Antikorper persistierten grof3tenteils innerhalb der Studiendauer von
maximal 36 Monaten, auch nach Verschwinden von HPV-16-DNA. Demnach konnte es sich
bei unseren Patientinnen mit spezifischen DNA- aber ohne entsprechenden spezifischen
Antikorpernachweis auch um Neuinfizierte fiir diesen Typen handeln, die noch keine
Antikorper gebildet haben. Im umgekehrten Fall, also bei Frauen mit Antikorpern, aber ohne
DNA-Nachweis, konnten nach diesen Ergebnissen die Antikorper eine zuriickliegende
Infektion anzeigen.

Fiir diese These spricht auch, dass die Seroreaktivitit in anderen Experimenten nur wenig
Assoziation mit der Anzahl erst jlingst gehabten Sexualpartner zeigte, aber stark linear mit der
gesamten Anzahl an Sexualpartner zusammenhing (Carter et al., 1996; Wideroff et al., 1996;
Wang et al. 1999). Im Gegensatz dazu aber scheint die Anwesenheit von zervikaler HPV-
DNA eher mit der Anzahl erst jiingst gehabter Sexualpartner libereinzustimmen (Olsen et al.,
1997).

Das HPV-DNA Nachweise lediglich neuere Infektionen widerspiegeln, zeigen aullerdem die

Arbeiten von Evander et al., 1995 und Ho et al., 1998. Sie konnten HPV-DNA nur kurzfristig
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nach einer Infektion nachweisen. Dies wiirde auch die hohere Priavalenz von Antikérpern im

Vergleich zur Pravalenz von HPV-DNAs in der vorliegenden Studie erkléren.

Zwangsldufig stellt sich dennoch die Frage, warum angesichts dieser Hindernisse gerade HPV
16 im Gegensatz zu den anderen Genotypen eine so eindeutige Signifikanz in der Uberein-
stimmung von HPV-DNA und entsprechender Antikorper zum gleichen Zeitpunkt zeigte.
Sind die HP-16-Viren virulenter als andere HPV-Typen, dass sie so hdufiger zu einer Infek-
tion und damit auch hiufiger zu einer Antikdrperbildung fiihren? Oder konnen HP-16-Viren
ihre Beseitigung durch zellulire Abwehrmechanismen besser umgehen, daher besser persis-
tieren und somit hdufiger gleichzeitig mit den entsprechenden Antikdrpern nachgewiesen
werden? Eine sehr banale, aber durchaus wahrscheinliche Erkldrung wire, dass die bessere
zeitliche Ubereinstimmung lediglich mit der insgesamt hohen Privalenz von HPV 16 in dieser

Population zusammenhéngt.
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4.3. Einfluss des Infektionsablaufes und der Dauer des DNA-Nachweises

auf die Antikorperbildung

Die Ergebnisse aus dem vorigen Abschnitt zeigten nur sehr wenige Ubereinstimmungen zwi-
schen dem HPV-DNA-Nachweis an der Zervix und dem gleichzeitig gemessenen Serum-
Antikorperstatus. Dies liel vermuten, dass HPV-spezifische IgG-Reaktivitdt eher eine zuriick-
liegende Exposition gegeniiber HP-Viren anzeigt, wihrend HPV-DNA-Nachweise wahr-
scheinlich nur Marker fiir aktuelle Infektionen sind. Um herauszufinden, wie genau die Art
des Verlaufs und die Dauer eines DNA-Nachweises einen Einfluss auf die Antikérperreaktion
hat, wurden die VLP spezifischen IgG-Reaktionen zum letzten Untersuchungstermin mit den
unterschiedlichen Infektionsverldufen (DNA-Nachweismustern) im Beobachtungszeitraum
verglichen.

Dazu wurde in Gruppen mit persistierender (zu jedem Untersuchungszeitpunkt nachweisbare
DNA), fluktuierender (nicht kontinuierlich nachweisbare DNA oder DNA seit 6 bis 18
Monate nachweisbar), iiberwundener HPV-Infektion (DNA nur am Anfang des Untersu-
chungszeitraums oder mindestens seit >12 Monate nicht mehr nachweisbar) sowie ohne
Infektion (DNA zu keinem Untersuchungszeitpunkt nachweisbar) und Neuinfektion mit HPV
(DNA nur in letzter Untersuchung und nicht >6 Monate nachweisbar) eingeteilt.

55% der Patientinnen mit HPV-16-DNA-Nachweis irgendwann im Beobachtungszeitraum
hatten zum Zeitpunkt der letzten Untersuchung Antikdérper nachweisbar. Mit 63% positiven
AntikOrperreaktionen, war dieser Zusammenhang am stirksten bei Patienten mit
persistierendem HPV-16-DNA-Nachweis. Im Gegensatz dazu, zeigte sich bei Frauen, die erst
kiirzer als sechs Monate mit dem Virus infiziert waren, keine Antikorperbildung.

Diese Daten stimmen weitestgehend mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen iiberein.
Wideroff et al. (1995) zum Beispiel fanden bei Patienten, die an mindestens zwei aufeinan-
derfolgenden Untersuchungszeitpunkten mittels PCR positiv auf HPV-16-DNA getestet
wurden, deutlich hdufiger (83%) eine typenspezifische Antikorperbildung als bei Frauen, mit
nur einmaligem HPV-DNA Nachweis (22%). Auch bei de Gruijl et al. (1997), hatten Frauen
mit persistierender HPV-16-Infektion signifikant 6fter positive ELISA-Werte als die mit fluk-
tuierender Infektion. 93,7% der Studentinnen mit prevalenter HPV-16-Infektion (dauerhaftem
DNA-Nachweis), verglichen zu nur 67,1% bei inzidenter Infektion (einmaligem DNA-

Nachweis), serokonvertierten bei einer Studie von Carter at al., 1996.
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Somit scheinen langanhaltende, persistierende Infektionen die Wahrscheinlichkeit fiir
einen Kontakt von HPV-Kapsiden mit dem Immunsystem zu erhohen und folglich eine
spezifische humorale Immunantwort zu begiinstigen. Alternativ konnte, bei nur einmaligem
Nachweis, die PCR lediglich extrazelluldr gelegene HPV-Genome detektiert haben, die zum
Beispiel von einem HPV positiven Partner beim Koitus iibertragen wurden und aber lediglich
zu einer Exposition mit HPV, jedoch niemals zu einer echten Infektion gefiihrt haben. Roden
et al. (1997) wies darauf hin, dass HP-Virionen stabile Molekiile sind und sich mindestens
eine Woche extrazelluldr ihre Virulenz erhalten konnen. Es wire also moglich, dass die HPV-
Kapsid-Serologie eine wirklich biologisch relevante Infektion misst, wihrend die PCR zum

Teil nur extrazellulare HPV-DNA am Zervix nachweist.

Trotzdem entwickelten nicht alle Patientinnen mit persistierendem DNA-Nachweis eine
Antikorperreaktion. Daher konnte auch die Viruslast ein entscheidender Faktor fiir die
Generation von Antikdrpern gegen HPV-Kapside sein. Gestiitzt wird diese These durch Kirn-
bauer et al., 1994. Die Forschungsgruppe zeigte bei zytologisch unauffilligen Frauen, die
sowohl fiir den wenig sensitiven Viratype® Assay Test (Digene Diagnostics, Beltsville, MD,
USA) als auch in der hoch sensitiven PCR positiv auf HPV-16-DNA getestet wurden, eine
hohere Frequenz an humoralen Immunantworten als bei denen, die lediglich in der PCR einen
positiven Nachweis aufwiesen. Auch bei Wideroff et al. (1995), waren die Antikdrper-
reaktionen hoher unter Frauen, die im hybrid capture® assay positiv fir HPV-16-DNA
getestet wurden, als bei Patientinnen mit ausschlieBlich positivem PCR-Ergebnis. Exaktere
Daten lieferten Viscidi et al., 1997, die unterschiedliche Viruslasten verschiedener Patientin-
nen direkt miteinander verglichen haben. Sie resiimierten nach Abschluss ihrer Studien, dass
die Antikorperbildung signifikant hoher bei Patienten mit hoher als bei denen mit niedriger
Viruslast ist. Folglich scheint eine groBe Menge eingeschleppter Viren oder eine Infektion,

die mehr virales Protein produziert, effektiver eine Antikorperreaktion hervorzurufen.

Fiir die anderen untersuchten high risk HPV-Typen 18, 31, 33, 35, und 45 war, wegen der
deutlich geringeren Préivalenz, eine Einteilung wie bei HPV 16 nur teilweise durchfiihrbar
und daher nur eine eingeschriankte Aussage moglich. Allerdings war auch bei diesen Typen,
ein persistierender DNA-Nachweis zu etwa 50% mit einer typenspezifischen Antikorperbil-
dung verbunden und damit deutlich hadufiger als bei einem fluktuierenden Nachweis. Bestdtigt
wird dieser Trend fiir die Typen 18, 33 und 45 auch von Wideroff et al. (1999).

Auch bei allen Neuinfektionen mit einem DNA-Nachweis kiirzer als sechs Monate wurden
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durchweg keine typenspezifischen Antikdrperreaktionen beobachtet. Dieses Ergebnis ldsst
vermuten, dass alle hier getesteten HPV-Antikdrper mit starker Zeitverzogerung, von mehr
als sechs Monaten, gebildet werden.

Bei HPV 18, 33 und 35 waren die typenspezifischen Antikdrperreaktionen am Ende der
Untersuchung deutlich hdufiger in der Gruppe mit entsprechendem DNA-Nachweis im
Beobachtungszeitraum, als bei denen ohne entsprechenden Nachweis. Bei HPV 18 war dieser
Zusammenhang am deutlichsten, wenngleich nicht statistisch signifikant, zu sehen. Dieses
Ergebnis unterstreicht nochmals, dass die Antikorper durchaus als Marker fiir eine

zuriickliegende Infektion angesehen werden konnen.

Keine solche Beziehung konnte trotz aussagekriftiger Fallzahlen bei den HPV-Typen 45, 6
und 11 beobachtet werden. Die ELISA-Werte waren sogar teils niedriger bei Frauen mit
entsprechendem DNA-Nachweis im Verlauf als bei denen ohne.

Wahrscheinlich ist, dass hier die Antikorperreaktionen durch Infektionen an anderen
Korperstellen erworben wurden. HPV 6 und 11 gelten zum Beispiel auch als Erreger der
Condylomata acuminata. Interessanterweise sind in unseren Untersuchungen besonders hohe
Antikorpertiter gegeniiber HPV 6, bei Frauen mit makroskopisch sichtbaren Kondylomen
gemessen worden, die jedoch nur teilweise HPV-6-DNA positiv an der Cervix uteri waren.
Eine weitere mogliche Erkldrung wire eine geringere Stimulation des Immunsystems durch
diese HPV-Typen. Zum Beispiel durch eine geringere Viruslast oder geringere Virulenz, die
nicht zu einer wirklichen Infektion am Zervix flihrt und somit seltener Antikorperreaktionen
hervorruft. Aber auch qualitative Probleme dieser Kapsid-Chargen wiren denkbar, so dass

bei diesen spezifischen HPV-Typen der ELISA-Test zu ungenau gemessen hat.

Viele Patienten zeigten auch Antikorper gegen HPV-Typen, deren DNAs wihrend des
gesamten Beobachtungszeitraums nicht nachgewiesen werden konnten. Die wahrscheinlichste
Erklarung wire, dass diese Frauen bereits vor der Erstuntersuchung mit dem entsprechenden
HPV-Typen in Kontakt gekommen sind. Eine andere, aber eher unwahrscheinlichere
Interpretation wére, dass der fehlende HPV-DNA-Nachweis ein falsch negatives Testergebnis
darstellt. Die Abhéngigkeit der reprisentativen Probenentnahme vom jeweiligen Untersucher,
konnte dabei die Hauptursache darstellen. Alternativ konnten auch Kreuzreaktionen
bestimmter Virustypen untereinander dafiir ursdchlich sein. Also HPV typenspezifisch gebil-
dete Antikorper, die auch mit anderen HPV-Kapsiden eine Bindung eingehen kénnen und so

falsch positive ELISA-Ergebnis hervorbringen.
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Zum Beispiel haben wir Serumreaktionen gegen HPV-11-Kapside hédufiger gemessen als
gegen HPV-6-Kapside (19 versus 13 positiven Frauen), obwohl HPV-11-DNA wesentlich
seltener als HPV-6-DNA (5 versus 12) gefunden wurde. Ahnlichen Ergebnisse wurden bereits
in anderen Arbeiten beobachtet, in denen Patienten mit Genitalwarzen untersucht wurden
(Bonnez et al. 1991; Bonnez et al. 1992; Carter et al, 1995; Heim et al. 1995). Wahrend in der
Serologie etwa gleich hiufig HPV 6 und 11 Antikorper gefunden wurden, war in den
Kondylomen dieser Patienten wesentlich hdufiger HPV-6-DNA nachweisbar. Einige Autoren
schlussfolgern daher, dass HPV 6 und 11 kreuzreaktiv sind. Dies wire auch nicht iiber-
raschend, da HPV 6 und 11 beziiglich des L1-Proteins eine 93%ige Homologie aufweisen. Es
wurden fiir HPV 6 und 11 sowohl gleiche als auch unterschiedliche immunologische Epitope
auf dem L1-Protein gefunden, die sowohl kreuzreaktive als auch typenspezifische monoklo-
nale Antikdrper hervorbrachten (Christensen et al., 1994). Auch ein direkter Vergleich der
humoralen Immunantwort gegeniiber 6 und 11 von Heim et al. 1995, ergab eine Bildung
kreuzreaktiver und spezifischer Antikorperreaktionen, wobei die Kreuzreaktiven etwas
haufiger gebildet wurden. Allerdings scheinen die kreuzreaktiven Antikdrper eine hohere
Affinitdt zu dem HPV-Typen zu zeigen, der zu ihrer Bildung gefiihrt hat (Christensen et al.,
1994). Unterschiedliche Auffassungen iiber den Grad der Kreuzreaktivitit zwischen HPV 6
und 11 konnten daher in verschieden gewidhlten Grenzwerten fiir ein positives Ergebnis
gegriindet sein.

Wihrend der Grad der Kreuzreaktivitiat zwischen HPV 6 und 11 kontrovers diskutiert wird,
lassen diese Studien vermuten, dass die Kreuzreaktivitidt zwischen unterschiedlicheren Typen
wie zum Beispiel L1 16 und 6, die nur eine 68% Homologie zeigen, wesentlich geringer bis
iiberhaupt nicht ausgepragt ist. Eine von Rose et al. 1994 durchgefiihrte Immunisierung von
Labortieren mit Hilfe von HPV-Kapsiden unterstiitzt diese These. Mit HPV 16, 18 und 11
inokulierte Ratten bildeten Antikorper mit wenig bis keiner Kreuzreaktivitdt der HPV-Typen
untereinander. Auch Christensen et al. (1996), die lineare und zusammengesetzte Epitope von
HPV 16 und 18 auf Kreuzreaktivitit untersuchten, beurteilten die zusammengesetzten Epitope
der intakten Kapside als weitgehend typenspezifisch. Allerdings wurden in dieser Arbeit
keine HPV-Typen mit hoher Sequenzhomologie einbezogen. Dennoch konnte auch in der
vorliegenden Studie bei Frauen mit HPV-16-DNA-Nachweis in Abhdngigkeit von der
Persistenz des Nachweises signifikant haufiger (p=0,009) eine immunologische Reaktion auf
HPV-16-Kapside festgestellt werden als bei Patientinnen mit einer anderen oder keinen HPV-
Infektion. Dies ldsst wiederum auf eine weitgehend typenspezifische Immunantwort

beziiglich HPV-16-L1 schlieBen. Ebenso demonstrierten Wideroff et al., 1995, dhnliche HPV-
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16-Seroreaktivitit bei Frauen mit HPV-Infektionen, die ausschlieBlich 16 L1 verwandte sowie
davon stark divergierenden Proteinsequenzen aufwiesen.

Nur wenige Studien haben bisher die HPV Typen 31, 33, 35 und 45 in eine Kreuzreaktivitats-
analyse mit einbezogen. Wideroff et al. (1999) beispielsweise stellten bei der Untersuchung
von HPV 16, 18, 31 und 45 fest, dass die Seroreaktivitit eines HPV-Typen auch eine erhohte
Seroreaktivitit anderer HPV-Typen mit sich bringt. Am stirksten beobachteten sie diese
Kreuzreaktion zwischen HPV 18 und 45 sowie zwischen 31 und 45, wihrend bei HPV 16
praktisch keine Kreuzreaktivitit zu anderen HPV-Typen auftrat. Auch bei einer Studie von
Marais et al. (2000), die Kreuzaktivitidten zwischen den HPV Antikérpern 16, 18, 31, 33 und
45 untersuchten, stellten eine schwache Korrelation zwischen HPV 18 und 45 Antikorpern
fest. Somit scheinen auch die HPV-Typen 18 und 45, dhnlich wie 6 und 11, Kreuzreaktivitit
zu zeigen. Unwahrscheinlich ist allerdings, dass die HPV Typen 16, 33, 35 und 45
grundsitzlich kreuzreagierende Antikdrper zu einem der acht hier untersuchten VLPs produ-
zieren, da in unserer Studie mindestens jeweils ein Patient ausschlieBlich filir einen dieser
Antikorper stark positiv getestet wurde. Dagegen kann nicht ausgeschlossen werden, dass die
HPV-Typen 18 und 31 Kreuzreaktivitit zu anderen HPVs zeigen, da sie nicht ausschlieBlich

als alleinige Antikorper gefunden wurden.



84 Diskussion

4.4. Einfluss chirurgischer Interventionen am Cervix uteri auf die Anti-

korperentwicklung und den DNA-Status von HP-Viren

Das routineméBige Vorgehen zur Fritherkennung des Zervixkarzinoms besteht in der Identifi-
zierung von Frauen mit auffilligen Zervixabstrichen im Screeningverfahren. Patientinnen mit
verdnderter Zytologie werden einer Kolposkopie, eventuell mit anschlieBender Zervixbiopsie
zugefiihrt. Gegebenenfalls erfolgt dann die chirurgische Entfernung einer histologisch ge-
sicherten cervikalen intraepithelialen Neoplasie (CIN). Die Nachbehandlung der Patienten
erfolgt durch engmaschige Kontrolle der Zervixzytologie und eventuell zusdtzlich durch
Kolposkopie.

Chirurgische Standardtherapien zur Eliminierung von CIN-Lésionen sind die Laserevaporisa-
tion, Kryotherapie, Portioabrasio mit Zervixkurettage und schliefSlich die Konisation. Einige
Studien die das HPV-DNA-Spektrum prae- und post OP untersucht haben (Elfgren et al.,
2002; Kjellberg et al., 2000; Bollen et al., 1997) empfehlen zur Uberpriifung eines
Therapieerfolges neben den zytologischen Kontrollen auch den HPV-DNA-Nachweis

durchzufiuhren.

Fiir die vorliegende Arbeit war es wichtig einen eventuellen Einfluss chirurgischer Interven-
tionen auf die Studienpopulation zu kennen, um Diskrepanzen, zum Beispiel zwischen HPV-
DNA-Verlauf und Antikorpernachweis besser beurteilen zu kénnen. Deshalb wurden die
Anderungen des HPV-DNA-Status beziehungsweise der Seroreaktivitit nach einer Behand-
lung untersucht. Dazu wurde jeweils die erste Intervention am Zervix jeder Patientin ausge-
wihlt und die Frauen in zwei Gruppen aufgeteilt, um eine eventuelle Zeitkomponente zu
beriicksichtigen. Die beiden Gruppen beinhalteten Patientinnen, die innerhalb von sechs
Monaten bzw. spiter als sechs Monate nach dem ersten chirurgischen Eingriff nachuntersucht
wurden.

In der Gruppe, die innerhalb von sechs Monaten post operativ untersucht wurde, zeigte sich
eine signifikante Abnahme der high risk DNA-positiven Frauen von 100 auf 65 Prozent. Auch
die low risk DNA wurde um 30%, von 59% auf 29% reduziert. Bei der Gruppe die erst spiter
als sechs Monate post operativ untersucht wurde, zeigte sich jedoch nur eine 5%ige Abnahme
der high risk positiven Patienten. Low-risk HPV-DNA wies in dieser Gruppe sogar eine
signifikante Zunahme post operativ auf. Daraus kann man schlussfolgern, dass die HPV-
Infektionen bei vielen dieser Patienten zundchst scheinbar beseitigt wurden, jedoch spiter

entweder eine Reinfektion oder ein neues Aufflammen der alten Infektion stattgefunden hat.
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Die Studien der letzten Jahre zeigten bei erfolgreicher, also rezidivfreier Eliminierung der
CIN-Lasionen, auch eine signifikante Reduktion der HPV-DNA. Zumindest wurde die DNA
des speziellen Genotyps beseitigt, der vor der Operation detektiert wurde. Zum Beispiel
konnten bei einer kiirzlich von Elfgren at al. (2002) verdffentlichten Arbeit mit 109 CIN
Patienten nach Konisation die HPV-DNAs bei 88% und nach Kryotherapie bei 52% der
Patienten 6-12 Monate postoperativ nicht mehr nachgewiesen werden. Bei Bollen et al.
(1996) waren ein Jahr nach Behandlung nur noch 16 (40%) von vorher 40 HPV-DNA positiv,
wovon sogar nur 11 (31%) denselben HPV-Typen postoperativ aufwiesen. Zu einem
dhnlichen Ergebnis kamen auch Strand et al. (1997). Unter 30 HPV-DNA-positiven Patienten
mit CIN-Lisionen, die entweder laserkonisiert (n = 13) oder laserevaporisiert (n=17) wurden,
waren 95% 6 bis 12 Monate nach der Behandlung HPV negativ.

Bei einer anderen retrospektiven Studie stellten Chua und Hjerpe (1997) CIN-Patientinnen,
mit unterschiedlich erfolgreichem Behandlungsergebnis gegeniiber. Dabei zeigte sich, dass
bei den 20 rezidivfreien Frauen die vorher nachgewiesenen HPV-DNAs in allen Féllen elimi-
niert wurden. Unter 26 Patientinnen, die spéter ein Rezidiv entwickelten, waren hingegen die
HPV-DNASs bei 24 nach der Behandlung (3 Monate postoperativ) immer noch zu finden.

Da in der vorliegenden Studie hauptsichlich Patientinnen mit rezidivierenden Zervix-
dysplasien untersucht wurden, erscheint damit die nur geringe HPV-DNA-Reduktion nach

einem Eingriff am Zervix leicht erklérbar.

Oft wird fiir die fehlende Bildung von Antikérpern gegen eine HPV-Infektion am Zervix ein
mangelnder Kontakt des Virus mit dem Immunsystem der betroffenen Frauen verantwortlich
gemacht (Carter et al., 1996). Deshalb konnte man vermuten, dass durch eine chirurgische
Intervention bei HPV-infizierten und dem damit verbundenen Kontakt von Virus-DNA mit
der Blutbahn der Patientinnen, Antikorperbildungen eventuell begiinstigt werden. Auf der
anderen Seite wiére auch ein Abfall bereits bestehender Antikdrpertiter, infolge einer absin-
kenden Viruslast denkbar. Deshalb wurden neben dem HPV-DNA-Status auch die prae- und
postoperativen IgG-Seroreaktionen miteinander verglichen. Dabei zeigten sich im typenspezi-
fischen Abgleich, sowohl in der Gruppe mit Nachuntersuchung innerhalb als auch spéter als
sechs Monate nach dem Eingriff, keine einheitlichen Verdnderungen. Manche Genotypen
wurden oOfter, andere seltener postoperativ detektiert. Im Gruppennachweis konnten nach
einem Eingriff insgesamt etwas hdufiger Antikorper nachgewiesen werden, wobei es

allerdings unerheblich war, ob vorher HPV-DNA an der Zervix festgestellt wurde oder nicht.
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Einzig und allein die low-risk Antikorper fielen in der Gruppe mit Nachuntersuchung
innerhalb von sechs Monaten leicht ab. Allerdings waren auch diese Anderungen nicht

signifikant.

Andere Arbeiten, die ebenfalls die Wandlung der Seroreaktivitit nach einem chirurgischen
Eingriff untersucht haben, zeigten eher eine Abnahme der Antikorper. Elfgren et al. (1996)
untersuchten die Verdnderungen von Serum-Antikorpertitern bei 23 Dysplasiepatientinnen
16-27 Monate nach einer Konisation. Es konnte gezeigt werden, dass Seroreaktivitit gegen
HPV 16 signifikant abfiel, allerdings die ebenfalls untersuchten HPV-Antikorpertypen 6 und
18 fast keine Anderung zeigten. In einer anderen Studie betrachteten Lenner et al. (1995)
Antikorpertiter-Verdnderungen bei Zervixkarzinom-Patientinnen nach drastischeren Thera-
piemafinahmen, wie Hysterektomie und Bestrahlung. Die Probandinnen zeigten 2 bis 24
Monate nach der Therapie einen signifikanten Abfall der Antikdrperlevel von HPV 16 und
18, allerdings unabhéngig davon, ob sich spiter ein Rezidiv entwickelte oder nicht.

Der Hauptunterschied zu der vorliegenden Arbeit war, dass bei beiden Studien die Patienten
im Durchschnitt wesentlich spéter postoperativ nachuntersucht wurden. Auflerdem wurden
tiefgreifendere Eingriffe durchgefiihrt, was die Unterschiede zu unseren Ergebnissen erkléren

konnte.

Zusammenfassend ldsst sich fiir die in dieser Arbeit ausgewihlten Studienpopulation mit
rezidivierenden Zervixdysplasien feststellen, dass die chirurgischen Interventionen wihrend
des Beobachtungszeitraumes auf die HPV-DNA nur einen geringen und auf die Seroreaktivi-

tét praktisch keinen Einfluss gehabt haben.
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4.5. Serum-Antikorpernachweise gegen HPV-VLPs im Zusammenhang mit

der histologischen Entwicklung

In einer Fallkontrollstudie aus Spanien und Kolumbien mit Patienten, die z(c)ervikale intra-
epitheliale Neoplasien III. Grades (CIN III) aufwiesen konnten Nonnemacher et al. (1995) in
den Untersuchungsgruppen beider Lénder eine dhnlich hohe Prdvalenz an HPV-16-Anti-
korper positiven Frauen nachweisen (81% und 73%). Allerdings zeigte die Kontrollgruppe
aus Kolumbien eine signifikant hohere Frequenz an HPV-16-Seroreaktivitit, als die
Kontrollgruppe aus Spanien. Interessanterweise stimmte dies mit der unterschiedlichen
Zervixkarzinomrate beider Lander {iberein. In Kolumbien erkranken achtmal mehr Frauen am
Zervixkarzinom als in Spanien. Strickler et al. (1999) kamen zu einem &hnlichen Ergebnis.
Sie untersuchten die Epidemiologie von HPV-16-Antikérpern in USA und Jamaika. Dabei
fanden sie auf Jamaika, wo Zervixkarzinome dreimal so hdufig vorkommen wie in den USA,
eine doppelt so hohe Serumprivalenzrate (24% zu 12%). Diese beiden Beobachtungen
unterschiedlicher Forschungsgruppen lassen eine starke Korrelation zwischen der Anwesen-
heit von HPV-Antikérpern im Serum und einem erhdhten Zervixkarzinomrisiko vermuten.
Unterstiitzt wurde diese Annahme durch eine Studie von Lehtinen et al. (1996). Sie konnten
zeigen, dass IgG-Reaktivitdt zumindest gegen HPV-16-Kapside einen priadiktiven Wert fiir
die Entwicklung von Zervixkarzinomen besitzt. Dies wirft natiirlich die Frage auf, in wie weit
HPV 16 und andere Antikorpernachweise gegen HP-Viren als Biomarker in der klinischen
Praxis eingesetzt werden konnen.

Dazu wurden in der vorliegenden Arbeit die zu Anfang beziehungsweise im Verlauf des
Beobachtungszeitraums gemessene spezifische Anti-HPV-Kapsid-IgG-Serumreaktivititen
gegen die Genotypen 16, 18, 31, 33, 35, 45, 6 und 11 im Zusammenhang mit den abschlieB3en-

den histologischen Ergebnissen untersucht.

Schon der einmalige Nachweis von HPV-16-Antikorpern, war in dieser Arbeit signifikant mit
der spiteren Entwicklung einer schweren Dysplasie verbunden. 92% der zum Erstbesuch
HPV-16-Antikorper positiven Patienten, entwickelten eine CIN II oder schwerwiegendere
Dysplasie. Hinweis auf den prognostischen Wert auch anderer Antikdrpernachweise neben
HPV 16 gab die Beobachtung, dass nur bei fehlender Seroreaktivitit gegen jeden untersuch-
ten high-risk HPV-Typen das Erkrankungsrisiko stark vermindert war. Nur durch Priifen auch
dieser Parameter konnte folglich ein ausreichender negativer pridiktiver Wert erreicht

werden. Von den Patientinnen die keine IgG-Reaktivitit gegen einen der sechs untersuchten
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high-risk HPVs zeigten, entwickelten nur 33% eine schwere Dysplasie, im Vergleich zu 56%
der Patienten, die lediglich gegen HPV 16 keine Antikorper aufwiesen. Allerdings konnte in
der Einzeluntersuchung der anderen Genotypen auf einen Zusammenhang mit dem
histologischen Ergebnis, lediglich fiir den HPV 18 Antikorpernachweis gerade noch ein
statistisch relevanter Wert errechnet werden. Dennoch entwickelten auch die HPV 31, 33 und
45 Antikorper positiven Frauen hiufiger eine schwere Dysplasie als die ohne jeweiligen
Nachweis. Fiir HPV 35, 6 und 11 konnte kein Zusammenhang beobachtet werden.

Da allerdings bei 76% der seropositiven Patientinnen verschiedene HPV-Antikorper gleich-
zeitig nachweisbar waren, ist es schwierig eine Aussage fiir jeden einzelnen HPV-Typen zu
treffen. Es wére moglich, dass bei falsch negativen Patientinnen, also Frauen die fiir den
jeweiligen AntikOrper negativ getestet wurden und dennoch eine schwere Dysplasie
entwickelten, eine Infektion mit einem anderen HPV Typen ursédchlich war. Nur Patienten mit
wirklich singuldrer Infektion konnten daher genauere Daten liefern.

Trotz der durch die Mehrfachnachweise eingeschrinkten Beurteilbarkeit spiegelt die
unterschiedliche Signifikanz der einzelnen Typen dennoch erhebliche Divergenzen in der
Dysplasieentwicklung wieder. Wihrend der HPV-16- neben dem HPV-18-Antikorper-
nachweis den mit Abstand hochsten pradiktiven Wert zu besitzen scheint, hat der Nachweis
der anderen HPVs nur eine eingeschrinkte Aussagekraft. Daher scheinen nur wenige Frauen
mit HPV 31, 33, 45 Antikorpernachweis wirklich schwere Dysplasien zu entwickeln. Die
Antikorper gegen HPV 35, 6, 11 spielen in diesem Zusammenhang wohl nur eine

untergeordnete Rolle.

Da einige Frauen besonders hohe Antikdrpertiter aufwiesen wurde gepriift, ob diese auch ein
besonders hohes Risiko fiir spitere Zervixerkrankungen zeigten. In der Tat entwickelten die
Patientinnen mit high-risk Antikorperspiegeln, die zweifach tiber dem bestimmten Grenzwert
lagen, also besonders stake AntikOrperreaktionen zeigten, etwas ofter eine schwere Dysplasie
als Patientinnen mit positiven Titern, die nur einfach iiber dem bestimmten Grenzwert lagen
(83% versus 78%). Da aber auf der anderen Seite die Frauen mit Werten unter dem doppelten
Grenzwert zu 59% ebenfalls eine schwere Dysplasie entwickelten, ist es wahrscheinlich, dass
in der Gruppe mit ELISA-Werten liber dem bestimmten Grenzwert einige wenige falsch
positiv getestet wurden. Somit scheinen besonders hohe Antikorper-Level lediglich ein

besonders eindeutig positives Ergebnis darzustellen.
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Einige Studien, die bisher zumindest einen Teil der hier getesteten HPV-Typen auf einen
pradiktiven Wert hin untersucht haben, stehen zumindest fiir HPV 16 und 6 mit diesen
Ergebnissen im Einklang. So fanden Shah et al. (1997), die HPV 6 und 16 Seroreaktivitit auf
den Nutzen als Biomarker untersuchten, fiir HPV 16 ebenfalls eine starke und fir HPV 6
ebenfalls keine Verbindung zu spiteren Zervixkarzinomerkrankungen. Lehtinen at al. (1996)
konnten sogar zeigen, dass ein HPV-16-Antikérpernachweis im Serum bereits fiinf Jahre vor
Diagnosestellung eines Zervixkarzinoms auf ein signifikant erhohtes Erkrankungsrisiko
hindeutet.

Uber die anderen HPV-Genotypen wird jedoch kontrovers diskutiert. Zum Beispiel kamen
Chua et al. (1996) nach der Durchfiihrung einer prospektiven Studie zu dem Ergebnis, dass
eine starke Korrelation zwischen HPV-16-Seroreaktivitit und der Entwicklung von
Zervixkarzinomen besteht. Weiterhin stellten sie fest, dass fiir die Seroprdvalenz von HPV 18
und 33 kein erhohtes Risiko fiir Zervixerkrankungen zu erwarten sei. Im Gegensatz hierzu
zeigten Sigstad et al. (2002) fiir die Seroreaktivitit gegen die drei Genotypen HPV 16, 18 und
33 eine signifikant hdufigere Entwicklung von Zervixkarzinomen, wobei HPV-16-Antikorper
das hochste Risiko anzeigen wiirden.

Bei Vonka et al. (1999) war die Privalenz von Antikdrpern gegen HPV-16-VLPs am Anfang
der Untersuchung signifikant hoher unter Frauen die im Verlauf der Studie mittelschwere bis
schwere Dysplasien entwickelten. Im Fall von HPV 18 war dieser Unterschied zur Kontroll-
gruppe knapp signifikant und fiir HPV 33 sahen sie keinen Zusammenhang. Dillner et al.
(1997) kamen wiederum zu dem Ergebnis, dass der Grad der Assoziation in der Reihenfolge
HPV 16, 18, 33 abgestuft ist.

Matsumoto et al. (1997) fanden neben HPV 16 und 18 auch fiir HPV 58 einen signifikanten
Zusammenhang zwischen der Pridvalenz von Antikérpern gegen diese Typen und einem

erhohten Zervixkarzinomrisiko.

In der vorliegenden Studie wurden erstmals auch Titerverliufe mit dem histologischen
Ergebnis verglichen. Dabei korrelierten persistierende Antikdrpernachweise, also Antikdrper-
reaktionen die zu jedem Untersuchungszeitpunkt iiber dem von uns bestimmten Grenzwert
lagen, stdrker mit der Entwicklung einer schweren Dysplasie, als fluktuierende Antikorper-
nachweise, also Antikorperreaktionen die nicht kontinuierlich iiber dem Grenzwert lagen.
Dies ist ein iiberraschendes Ergebnis, da allgemein angenommen wird, dass Antikorper iiber

einen langeren Zeitpunkt konstant bleiben (Carter et al. 1996; Shah et al., 1997; Geijersstamm
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et al. 1998; Grubert et al. 2004, in press). Bei der Arbeit von Geijersstamm et al. (1998) war
zum Beispiel die Differenz der Antikorpertiter zwischen zwei direkt hintereinander
entnommenen Patientenproben und zwischen zwei im Abstand von zwei Jahren
entnommenen Blutproben einer Patientin etwa gleich groB3. Sie schlussfolgern daraus, dass die
Antikorperspiegel iiber einen langen Zeitraum lediglich einer limitierten biologischen
Variabilitdt unterliegen. Dabei der Variabilititskoeffizient typischer Weise zwischen 10 und
12% liegt und 15% nicht libersteigen sollte.

Folgt man dieser Einschédtzung konnte es sich bei den ,,fluktuierenden Antikérpernachweisen®
in dieser Arbeit um kontinuierlich positive Antikorperspiegel nahe der Nachweisgrenze
handeln, die nur im Rahmen der biologischen Variabilitit gelegentlich unterhalb der
Grenzwerte getestet wurden und dann falsch negative Bestimmungen darstellten. Alternativ
konnte es sich bei den fluktuierenden Antikdrpernachweisen auch um kontinuierlich negative
Proben mit starker Hintergrundsaktivitdt oder leichter Kreutzreaktivitit anderer HPV-Typen,
nahe der Nachweisgrenze handeln, die innerhalb der Variabilitit gelegentlich oberhalb der
Grenzwerte getestet wurden. Ware der ,,fluktuierende Antikoérpernachweis® eine Mischung
aus beiden Thesen wiirde dies auch die etwas geringere Korrelation des fluktuierenden
gegeniiber dem persistierenden Antikdrpernachweis mit der Entwicklung schwerer Prikanzer-
osen erkliren kdnnen.

Von diesem Modell unabhingig konnte auch ein von der Viruslast abhéngiger An- und Ab-
stieg der Antikorpertiter, zum Beispiel durch zeitliche Schwankungen in der Virusproduktion,

eine mogliche Erkldrung fiir einen ,,fluktuierenden Antikorpernachweis darstellen.

Patientinnen mit anfdnglich beobachteten IgG-Reaktionen, die dann aber lidnger als 12
Monate vor Ende des Beobachtungszeitraumes nicht mehr nachweisbar waren, hatten ein
geringeres Risiko eine schwere Dysplasie zu entwickeln als Frauen mit persistierend oder
fluktuierend nachweisbaren Antikorpern. Dies zeigt einerseits, dass HPV-Antikdrpertiter auch
wieder abfallen konnen (Carter et al., 2000) und andererseits sich auch Jahre bis Jahrzehnte
nach einer offenbar zuriickliegenden aber nicht mehr nachweisbaren Virusexposition immer

noch eine Prikanzerose entwickeln kann.

Die einzige Patientin, die erst innerhalb der letzten sechs Monate des Beobachtungszeitraums
serokonvertierte, zeigte keine Verdnderungen an der Cervix uteri. Das konnte ein weiterer
Hinweis dafiir sein, dass sich Dysplasien anscheinend erst mit langer Latenzzeit nach einer

Neuinfektion entwickeln (Carter et al., 1996; Wilkstrom et al., 1995).
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Die zwei Frauen, die wihrend des gesamten Beobachtungszeitraumes keine Seroreaktivitit
gegen einen der high-risk HPVs zeigten, entwickelten keine schwere Dysplasie. Diese
Beobachtung unterstreicht den engen Zusammenhang zwischen HPV-Antikdrpernachweis

und dem spéteren histologischem Ergebnis.

Zwischen dem Grad der cervikalen intraepithelialen Neoplasie (CIN) und dem Anteil
Patientinnen mit persistierend positiven Antikorpertitern konnte ein enger linearer Zusam-
menhang beobachtet werden. 83% der Patientinnen, die ein Carcinoma in situ oder Karzinom
entwickelten, im Gegensatz zu 46% der Frauen ohne schwerwiegende Verdnderungen, hatten
persistierend Antikorper gegen mindestens einen der sechs high-risk Antikérper nachweisbar.
Dies ist ein Indiz dafiir, dass mehrmalige Testungen die Eindeutigkeit eines positiven

Antikdrpernachweises, dhnlich wie beim HPV-DNA-Nachweis (siehe 4.6.), steigern kdnnen.
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4.6. HPV-DNA-Nachweise aus Zervixabstrichen im Zusammenhang mit der

histologischen Entwicklung

Solange noch keine einheitliche, vergleichbare und validierte Methode der HPV-Serologie
verfligbar ist, bleibt die HPV-DNA-Bestimmung die einzige Methode, eine humane Papil-
lomavirusinfektion nachzuweisen. Seitdem bekannt ist, dass bestimmte humane Papilloma-
viren mit der Entwicklung von Zervixkarzinomen assoziiert sind, erhofft man sich durch
diesen DNA-Nachweis bei Patienten mit auffdlligen aber nicht eindeutigen pathologischen
Zervixabstrichen (Pap III oder Pap III D), eine weiterfiihrende diagnostische Information.

Folglich wurden eine Reihe an kommerziellen Test wie Vira Pap-type®, HPV Profile®,
Hybrid Capture® und Hybrid Capture 2®, von Digene Diagnostics (Silver Spring, Md, USA)
zur moglichst einfachen Typisierung von HPV-DNA entwickelt. Dennoch stellt die PCR
immer noch die sensitivste Methode zum Nachweis von HPV-DNA dar. In der vorliegenden
Studie wurde der PCR-Nachweis mit einem Line-Blot-Verfahren kombiniert, das eine

gleichzeitige Genotypisierung der HPV-DNA erlaubt.

Zunichst wurde in dieser Arbeit untersucht, ob der einmalige Nachweis von high-risk HPV-
DNA zum Zeitpunkt des ersten Besuchs in der I. Frauenklinik der LMU mit der spéteren
Entwicklung einer schweren Dysplasie in Zusammenhang stand. Dabei konnte keine
signifikante Abhéngigkeit dieser Variablen beobachtet werden. Dies ist nicht weiter
verwunderlich, bei einer HPV-Durchseuchung von 94% in dieser Population. Nur 3 (6%) von
51 Patienten hatten keinen der 18 getesteten high-risk HPV-DNAs beim Erstbesuch nach-
weisbar. Dies ist ein Indiz dafiir, dass der einmalige Nachweis von HPV-DNA in einer Hoch-
risikogruppe nur wenig hilfreich zur Kategorisierung zwischen harmlosen Verdnderungen und

Entwicklung schwerer Dysplasien ist (Chesebro et al., 1997).

Bei den Einzeluntersuchungen der 27 getesteten genitalen HPV-Typen zeigte nur der
Nachweis von HPV 16 eine starke Tendenz zum Zusammenhang zwischen dem einmaligen
HPV-DNA-Nachweis und der spéteren Entwicklung schwerer Dysplasien. HPV 58 tendierte

sogar zu einer Negativassoziation.

Diese Ergebnisse stimmen nur wenig mit der bisher veroffentlichten Literatur zu diesem
Thema iiberein. Schiffman et al. (1998) zum Beispiel empfehlen, Patienten mit zytologischen

Verianderungen des Grades Pap III und negativem HPV-DNA-Nachweis, im Gegensatz zu
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Frauen mit Pap III und positivem HPV-DNA-Nachweis, als sicher benigne einzustufen.
Wiren wir dieser Empfehlung gefolgt, hitten wir zwei von den einzigen drei HPV-DNA
negativen Patientinnen unserer Studienpopulation, die spéter eine schwere Dysplasie
entwickelten, fdlschlicherweise als unauffillig eingestuft und nicht weiter beobachtet.
AuBerdem wiren alle am Erstbesuch HPV-DNA positiv getesteten Patientinnen, bei denen am
Schluss histologisch nur leichte bis gar keine Dysplasien nachgewiesen wurden, unndtig
verdngstigt worden. Lediglich die statistisch relevanten HPV-16-DNA-Messungen hitten
nach unseren Ergebnissen diesbeziiglich eine 72% Testsensitivitdt und einen positiven

pradiktiven Wert von 82% gebracht.

Verantwortlich fiir die Diskrepanz dieser Daten mit den bisher publizierten Forschungs-
ergebnissen konnte das teils relativ junge Alter der untersuchten Frauen sein. Der HPV-
Nachweis unter jungen sexuell aktiven Frauen wird als liberwiegend temporér beschrieben
(Schiffman et al., 1995, Hinchliffe et al., 1995). Schiffman et al. (1995) beobachteten eine
deutlich hdufigere HPV-DNA-Priavalenz bei Frauen zwischen 20-25 Jahren, als bei denen
iber dreiflig. Auch Hinchliffe et al. (1995) stellten in ihren Experimenten fest, dass bei 93%
der initial nachgewiesenen HPV-Infektionen der gleiche HPV-Typ nach vier Menstruations-
zyklen nicht mehr nachweisbar war. Franco et al. (1999) berechneten fiir onkogene HPV-
DNA altersunabhingig eine mediane Nachweisbarkeitsdauer von nur 8,1 Monaten nach
Neuinfektion. Angesichts der zusitzlich langen Latenzzeiten zwischen Infektion und zervika-
ler Verdnderungen (Carter et al.,1996) und der Tatsache, dass sich unsere Patienten bereits
mit auffilligen Pap-Abstrichen vorstellten, ldsst den mangelnden prognostischen Wert eines
einzelnen DNA-Nachweises als nicht weiter verwunderlich erscheinen.

Dieses Ergebnis spricht wahrscheinlich fiir eine hohe Exposition der Population gegeniiber

HP-Viren, die offensichtlich nur teilweise zu wirklichen Infektionen fiihren (siche auch 4.3).
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Ein ganz anderes Bild des Zusammenhangs zwischen HPV-DNA-Nachweis und der
Entwicklung von schweren Dysplasien ergibt sich, wenn die DNA des gleichen HPV-Typs an
mehreren Untersuchungszeitpunkten hintereinander positiv getestet wurde. Bei 83% der
Frauen, bei denen mindestens ein persistierender high-risk HPV-DNA-Typ nachgewiesen
wurde, zeigte sich eine Progression zur schweren Dysplasie. Im Gegensatz dazu entwickelten
nur 44% der Frauen mit nur gelegentlich, also fluktuierend, nachweisbaren HPV-DNA-Typen
am Ende eine Prikanzerose. Daraus konnte man schlussfolgern, dass ,,fluktuierende HPV-
DNA* wohl nur sehr selten eine wirkliche Infektion darstellt oder die Infektion bei diesen
Patienten wirkungsvoll immunologisch bekédmpft wird und daher auch seltener zu einer
schweren Dysplasie fiihrt.

Auch Frauen, die innerhalb des Beobachtungszeitraums voriibergehend positiv auf HPV-
DNA getestet wurden, bei denen aber in den letzten 12 Monaten des jeweiligen Beobach-
tungszeitraums dieser Nachweis nicht mehr gelang, entwickelten deutlich haufiger eine CIN
II/III-, CIS- oder CA-Lésion, als die mit fluktuierendem DNA Nachweis. Diese scheinbar
iiberwundenen Infektionen stellen folglich ein bleibendes erhdhtes Erkrankungsrisiko dar,
vorrausgesetzt die HPV-DNA war vorriibergehend persistierend nachweisbar.

Eine weitere Hinweis dafiir, dass persistierende high-risk HPV-DNA durchaus als ein prog-
nostischer Marker fiir die Entwicklung von Prikanzerosen angesehen werden kann, stellt der
enge Zusammenhang zwischen persistierendem DNA-Nachweis und Grad der zervikalen
intraepithelialen Dysplasie dar. Je schwerer sich die Dysplasie in der Histologie zeigte desto
hoher war die Anzahl der Patienten mit persistierender high-risk HPV-DNA. Besonders
deutlich war dies bei HPV 16 zu beobachten. Nur 15% der Patienten mit persistierendem
HPV-16-DNA-Nachweis entwickelten eine leichte bis gar keine Dysplasie. Der persistierende
HPV-16-DNA-Nachweis hatte als Biomarker somit einen besseren negativen pridiktiven
Wert als wenn nur irgendeiner der achtzehn verschiedenen high-risk HPVs persistierend
getestet wurde (38% falsch positive). Auf der anderen Seite konnte der positive pradiktive
Wert nur geringfligig gesteigert werden, wenn neben HPV 16 auch die anderen HPV-Typen

in den Test mit einbezogen wurden.

Nach diesen Ergebnissen stellt folglich mehrmals hintereinander nachweisbare HPV-16-
DNA unter allen HPV-DNA-Nachweisen den mit Abstand besten Marker flir die Risiko-

einschiatzung von Frauen mit auffélligen Zervixabstrichen dar.
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4.7. Testkombinationen aus HPV-DNA-Nachweisen am Zervix und Anti-

korpernachweisen im Serum im Zusammenhang mit der histologischen

Entwicklung

Da HPV-DNA in Zervixabstrichen weit verbreitet ist und offensichtlich nur zu einem kleinen
Prozentsatz eine wirkliche Infektion darstellt, ist der einmalige Nachweis nur von unter-
geordneter Bedeutung (vergleiche Punkt 4.6.). Der mehrmalige Nachweis des gleichen HPV-
DNA-Typs ist bereits ein deutlich besserer Hinweis auf eine HPV-Infektion, aber auch nur
eingeschrinkt als pradiktiver Marker fiir eine schwere Dysplasie einsetzbar. Denn oft wird
nach Monaten bis Jahren ein spontaner Riickgang der HPV-DNA beobachtet (vergleiche
Punkt 4.1.), obwohl weiterhin ein erhohtes Erkrankungsrisiko besteht (vergleiche Punkt 4.5.).
Zum Beispiel zeigte eine Studie von Nonnenmacher et al. (1996) in einer Population in
Gronland mit hohem Zervixkarzinomrisiko eine niedrigere HPV-DNA-Prdvalenz als in einer
Population in Dinemark mit niedrigem Zervixkarzinomrisiko. Bei Testung der gleichen
Populationen mit Hilfe der Serologie fand man allerdings eine wesentlich hohere HPV-
Exposition in Gronland als in Dénemark. Dennoch bildet die Serologie fiir sich allein
betrachtet auch keinen sicheren Marker fiir eine HPV-Exposition, denn Antikdrper werden
erst mit Verzogerung von mehr als sechs Monaten gebildet (vergleiche Punkt 4.3.). AuBerdem
flihren nur Infektionen mit lang anhaltendem DNA-Nachweis beziehungsweise einer
ausreichenden Viruslast zu einer Antikdrperbildung (vergleiche Punkt 4.3).

Dies betont die Wichtigkeit, sowohl HPV-Antikorper als auch persistierende HPV-DNA
nachzuweisen, um die Gesamtzahl der infizierten Patienten zu erfassen. Folglich ist es
wahrscheinlich, dass beide Tests zusammen einen guten pradiktiven Wert fiir die Entwicklung
schwerer Dysplasien haben.

Dazu wurde in dieser Arbeit untersucht, welche Kombinationen aus HPV-DNA- und
Antikdrpernachweisen unter Beriicksichtigung des Verlaufs die besten Biomarker fiir einen
prognostischen Test darstellen.

Dabei wurde festgestellt, dass wenn sowohl auf HPV-Antikorper als auch auf HPV-DNA
untersucht wurde, der persistierende Nachweis von HPV-16-DNA oder der einmalige
Nachweis von HPV-16-Antikorpern am stérksten mit der spidteren Entwicklung einer
schweren Dysplasie korrelierte (p<0,001; OR=18,67). Nur 7% der Patientinnen waren im
Sinne dieses Tests falsch positiv und bekamen spiter keine schwere Dysplasie. Auf der
anderen Seite entwickelten jedoch 43% der in diesem Test negativen Patientinnen dennoch

eine schwere Dysplasie. Nur wenn kein high-risk Antikdrper im Serum oder persistierende
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high-risk DNA im Zervixabstrich nachgewiesen werden konnte, wurde mit 20% falsch
Negativen der beste negative pradiktive Wert erreicht. Dies geschah allerdings zu Lasten der
Sensitivitit (28,8%), was den Test in unserer Population mit insgesamt sehr hoher HPV-
Pravalenz, unbrauchbar erscheinen ldsst. Ein Kompromiss, also ein Test mit akzeptablem
positiven (84%) und negativen pradiktiven Wert (38%) konnte der Test mit Nachweis eines
high-risk Antikorpers zweifach tiber dem Grenzwert oder eines persistierenden high-risk
DNA-Typen fiir ein positives Ergebnis bieten. Allerdings miisste dies im Kontext der
klinischen Anwendung und der damit fiir den Patienten verbundenen Konsequenzen beurteilt

und validiert werden.
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4.8. Priifung von anamnestischen Parametern auf mogliche Risikofaktoren

fiir eine schwere intraepitheliale Neoplasie

Nicht alle Patienten mit einer high-risk HPV-Infektion entwickeln auch eine schwere Dyspla-
sie. Es gilt heute als sicher, dass eine Infektion mit humanen Papillomaviren eine notwendige,
aber keine hinreichende Bedingung fiir die Entwicklung der meisten Zervixkarzinome ist.
Zahlreiche Studien deuten darauf hin, dass weitere Kofaktoren an der malignen Transforma-
tion infizierter Zellen beteiligt sind (Schiffman and Brinton, 1995; Michelin et al., 1997; Ho
et al., 1998; Senthi et al., 1998; Schiff et al., 2000; Kjellberg et al., 2000; Hildesheim et al.,
2001; Santos et al., 2001; Thomas et al., 2001; Castle et al., 2002; Moreno et al. 2002; Munoz
et al. 2002). Deshalb wurden die Parameter Rauchen, Einnahme von oralen Kontrazeptiva,
Anzahl von Schwangerschaften, der Bildungsstand, eine friihe Menarche und Ubergewichtig-
keit auf mogliche Kofaktoren beziehungsweise unabhingige Faktoren fiir die Entwicklung
schwerer Dysplasien in der vorliegenden Studie untersucht. Dazu wurden die Patienten
abhingig vom jeweiligen Untersuchungsmerkmal dichotom aufgeteilt und die Gruppen
anhand des schlechtesten histologischen Ergebnisses widhrend des Beobachtungszeitraums
miteinander verglichen. Alle anamnestischen Parameter wurden zum Zeitpunkt des Erst-
besuches in der 1. Universitdtsfrauenklinik erhoben.

Dabei konnte sowohl HPV abhéngig wie unabhingig bei keinem der untersuchten moglichen
Faktoren ein signifikanter Zusammenhang mit dem vermehrten Auftreten von schweren
Zervixdysplasien beobachtet werden. Dies konnte auf die teils geringen Fallzahlen der
untersuchten Untergruppen zuriickzufiihren sein. Auflerdem wirkte einschriankend fiir eine
eindeutige Beurteilung, dass nicht alle untersuchten Kofaktoren differenziert dokumentiert
waren. Zum Beispiel war bei Raucherinnen nicht bekannt wie lange die Patientinnen im
Vorfeld Zigaretten konsumiert haben und ob die Nichtraucherinnen friiher eventuell geraucht
haben. Nach der Einnahme von oralen Kontrazeptiva wurde nur zu Beginn der Studie gefragt.
Somit war nicht bekannt, ob einige Frauen wihrend des Beobachtungszeitraums diese
abgesetzt oder neu angesetzt haben und wie lange diese eingenommen wurden. Die Anzahl
der Schwangerschaften war in der untersuchten Population insgesamt sehr gering und daher
eine Aussage auch fiir diesen moglichen Risikofaktor nur wenig valide.

Zusammenfassend ist es trotz aller Einschrankungen dieser Studie unwahrscheinlich, dass das
Rauchen, die Einnahme von oralen Kontrazeptiva, die Anzahl von Schwangerschaften, der
Bildungsstand, eine frithe Menarche und Ubergewichtigkeit einen entscheidenden Einfluss
auf die Entwicklung schwerer Dysplasien haben. Dies muss allerdings in weiteren Studien

bestdtigt werden.



98 Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Hintergrund: Humane Papillomaviren (HPV) haben eine grofle Bedeutung bei der Entsteh-
ung von Dysplasien und invasiven Karzinomen der Zervix. Die humorale Immunantwort auf
HPV-Infektionen ist noch weitgehend unerforscht. Erst technische Entwicklungen der letzten
Jahre ermoglichten einen ersten Einblick in dieses Gebiet. Ziel dieser Arbeit war es, bei
Patienten mit rezidivierenden Zervixdysplasien die Pridvalenz von typenspezifischen HPV-
DNAs und HPV-Antikérpern sowie den Zusammenhang dieser Parameter zu untersuchen.
Weiterhin sollte gezeigt werden, ob das nachgewiesene HPV-Spektrum pradiktiven Wert in

Hinblick auf die Entwicklung von Neoplasien der Zervix hat.

Methode: Es wurden retrospektiv 52 Patientinnen untersucht, die wegen rezidivierenden Zer-
vixdysplasien die I. Universitéts-Frauenklinik Miinchen in den Jahren 1987 bis 1999 aufsuch-
ten. Von jeder Frau sollten mindestens drei Zervixabstrich verschiedener Zeitpunkte mit je-
weils gleichzeitig abgenommenen Blutseren zur Verfiigung stehen. Die insgesamt 178 Zer-
vixabstriche wurden mit einer HPV-Consensus-Primer PCR auf das Vorhandensein von HPV-
DNA getestet und anschlieBend mit einem Reverse-Line-Blot-Verfahren auf 27 Genotypen
untersucht. Die 178 parallel abgenommenen Blutseren wurden mit einem Kapsid-ELISA auf
acht typenspezifische HPV-Kapsid-IgG-Antikdrper getestet. Dieser ELISA basiert auf leeren,
Viruskapsiden, den sogenannten ,,virus-like particles* (VLPs), die zuvor mit Hilfe rekombi-
nanter Vaccinia-Virusstimme in BSC-1 Affennierenzellkulturen produziert wurden.

Wihrend des Beobachtungszeitraumes zwischen drei und 71 Monaten wurden die Patientin-
nen mit verschiedenen chirurgischen Methoden (Laserevaporation, Portioabrasio mit Zervix-

kiirettage, Probebiopsie, Konisation) behandelt und dabei Histologien gewonnen.

Ergebnisse: Bei den Patientinnen war zu Beginn des Beobachtungszeitraumes in 98% der
Zervixabstriche HPV-DNA fiir mindestens einen der 27 untersuchten Genotypen nachweis-
bar. In den gleichzeitig abgenommenen Blutproben zeigten 90% der Patientinnen Seroreakti-
vitdt gegen mindestens einen der acht untersuchten HPV-Typen. Durchschnittlich wurden
hierbei in den Serumproben und in den Abstrichen drei der untersuchten Antikdrper- bzw.
HPV-DNA-Typen gleichzeitig gefunden. Sowohl mit PCR als auch serologisch wurde HPV
16 mit 65% bzw. 50% am hiufigsten nachgewiesen.

Der Vergleich der HPV-DNA in den Zervixabstrichen mit den zum gleichen Zeitpunkt detek-
tierten Antikorperreaktionen im Serum, zeigte nur fiir HPV 16 einen signifikanten Zusam-
menhang. Wenn jedoch der Verlauf eines DNA-Nachweises in die Untersuchung mit einbezo-
gen wurde, zeigte sich ein differenzierteres Bild. Je ofter die gleiche HPV-DNA zu verschie-
denen Zeitpunkten nachgewiesen werden konnte, desto wahrscheinlicher waren am Ende des

Beobachtungszeitraumes auch Antikorper gegen diesen HPV-Typen nachweisbar. Im Gegen-
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satz dazu zeigten HPV-Infektionen, die kiirzer als sechs Monate bestanden, nur selten Anti-
korperreaktionen.

Schon der einmalige Nachweis eines high-risk HPV-Antikorpers war signifikant mit der spé-
teren Entwicklung einer schweren Dysplasie verbunden. Bei ELISA-Werten die doppelt so
hoch wie die bestimmten Grenzwerte lagen war diese Beziehung noch stérker. AuBlerdem ent-
wickelten sich umso hdufiger schwere Dysplasien je ofter der gleiche Antikdrper nachgewie-
sen werden konnte. Im Gegensatz dazu stand der einmalige HPV-DNA-Nachweis in keinem
signifikanten Zusammenhang mit der spiteren Entwicklung von CIN II/IIl bzw. CIS-
Lésionen oder Karzinomen. Persistierende high-risk HPV-DNA-Typen waren jedoch signifi-
kant mit der Inzidenz schwergradigen Priakanzerosen verbunden.

Wurden die Ergebnisse des Antikdrper- und DNA-Tests kombiniert mit den histologischen
Ergebnissen korreliert, stellte die einmalige Detektion eines HPV-16-Antikorpers oder persis-
tierender HPV-16-DNA in Bezug auf die spitere Entwicklung einer schweren Dysplasie, den
Test mit der hochsten Signifikanz dar. Allerdings konnte, wenn der Nachweis eines high-risk
Antikorpers zweifach iiber dem Grenzwert oder einer persistierenden high-risk DNA als

positives Testergebnis angesehen wurde, die beste Validitét erreicht werden.

Schlussfolgerung: HPV-DNA ist in Zervixabstrichen weit verbreitet und stellt offenbar nur
selten eine relevante HPV-Infektion dar. Der einmalige HPV-DNA-Nachweis erscheint daher
nur von untergeordneter Bedeutung. Die mehrmalige Detektion des gleichen high-risk HPV-
DNA-Genotyps ist dagegen ein deutlich besserer Hinweis auf eine onkogene HPV-Infektion.
Jedoch ist auch dieser Parameter nur eingeschrinkt als préadiktiver Marker filir die Entwick-
lung schwerer Dysplasien einsetzbar. Oft wird nach Monaten bis Jahren ein spontaner Abfall
der HPV-DNA beobachtet, obwohl weiterhin ein erhohtes Erkrankungsrisiko besteht.

Die im Rahmen einer humoralen Immunantwort hiufig gebildeten Antikoérper erfiillen offen-
sichtlich keine Schutzfunktion im Hinblick auf Neoplasien der Zervix. Vielmehr deutet der
einmalige Nachweis eines high-risk Serumantikorpers auf eine zuriickliegende oder aktuelle
Infektion hin, die spater signifikant hdufiger in eine CIN II/III- bzw. CIS-Léasion oder Karzi-
nom miindet. Auch mehrmalige Nachweise desselben Antikorpers zu unterschiedlichen Zeit-
punkten oder besonders hohe natiirlich gebildete Antikorpertiter bieten keinen Schutz, son-
dern zeigen eher ein hohes Risiko fiir eine onkogene Transformation an. Dennoch kann auch
durch die Serologie alleine eine pathogene HPV-Infektion nicht sicher ausgeschlossen wer-
den, da Antikorper erst mit Verzogerungen von mehr als sechs Monaten gebildet werden.
AuBerdem fiihren nicht alle Infektionen zu einer humoralen Immunantwort. Nur lange anhal-
tende DNA-Nachweise bzw. eine ausreichende Viruslast fiihren zu einer Antikérperbildung.
Mehrmalige typenspezifische HPV-DNA- und HPV-Antikdrpernachweise konnen sich daher

erginzen und geben zusammen wichtige weiterfithrende diagnostische Informationen.
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7. Abkiirzungsverzeichnis

A

AK
AP

p
beob.
bzw.

C

°C

CA

ca.
CIN
CIS
dATP
dCTP
dGTP
DMEM
DNA
dNTP
dTTP
dUTP
E

EBV
ECL
EDTA
ELISA
erw.
FBS

g

G
G1-Phase
G2-Phase
HIV
HPV
IgG

Mng

min

mM

Adenosin

Antikorper

alkaline Phosphatase

Beta

beobachteter Wert

beziehungsweise

Cytidin

Grad Celsius

Karzinom

circa

cervicale intraepitheliale Neoplasie
Karzinom in situ
Desoxy-Adenosin-5"-Triphosphat
Desoxy-Cytidin-5"-Triphosphat
Desoxy-Guanin-5"-Triphosphat
Dulbecco’s modification of Eagle's medium
Desoxyribonukleinséure

monomere Desoxynukleotidtriphosphate
Desoxy-Tymidin -5 -Triphosphat
Desoxy-Uridin-5"-Triphosphat
early

Ebstein-Barr-Virus
enhanced-chemiluminescence
Ethylendiamintetraessigsdure
Enzym-Linked Immunosorbent Assay
erwarteter Wert

fetal bovine serum

Gramm

Guanidin

Phase der Intermitose im Zellzyklus
Phase der Intermitose im Zellzyklus
human immunodeficiency virus
humaner Papillomavirus
Immunglobulin G

late
Ludwig-Maximilians-Universitét
Liter

Adenosin + Cytidin

milli

Molar

Mikroliter

Mikromolar

Meter pro Sekunde?
Mangnesiumchlorid

Minute

Milliliter

Millimolar
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M-Phase Mitosephase im Zellzklus

n Fallzahl in einer statistischen Gruppe

NaCl Natriumchlorid

NaH,PO,4 Natriumdihydrogenphosphat

NaOH Natriumhydoxid

NCR noncoding region

neg. negativ

nm Nanometer

NP-40 Nonident P-40

OP Operation

ORF open reading frame

p Irtumswarscheinlichkeit

PA/CC Portioabrasio mit Zervixkiirettage

Pap Papanicolaou (Farbemethode flir Zervixabstriche)
PBSD 1 M Phosphate Buffered Saline; 0,5 mM MgCl,; 0,9 mM CaCl,
PBST Phosphate Buffered Saline mit 0,05% Tween 20
PC Personal Computer

PCR Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)
pers. persistierend

pH pondus Hydrogenii

pos. positiv

R Adenosin + Guanidin

® registered (trademark)

rpm rambles per minutes

SDS Sodium-Dodecylsulfat

S-Phase Synthesephase im Zellzyklus

SSPE Sodiumphosphatlosung mit NaCL, EDTA, 1% ProClin
T Thymidin

TE Tris-EDTA-Puffer

UFK Universititsfrauenklinik

U/min Umdrehungen pro Minute

unab. unabhingig

URR upstream regulatory region

uv Ultraviolett

VLP virus-like particles

W Adenosin + Thymidin

Y Cytidin + Thymidin
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