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,» Im Grunde sind es doch die Verbindungen mit Menschen, die dem Leben
seinen Wert geben.*

(Wilhelm von Humboldt)

Fur meine Familie, deren Liebe und Unterstitzung ich mir immer sicher sein
kann und flr die Menschen, denen ich begegnete und die mein Leben reicher
machten.



Inhaltsverzeichnis

1. Zusammenfassung

2. Einleitung

2.1 Das Zervixkarzinom

2.1.1. Epidemiologie

2.1.2 Anatomische Grundlagen

2.1.3 Physiologischer histologischer Aufbau der Cervix uteri

2.1.3.1 Definition: Squamocolumnar Junction (SCJ)
und Transformationszone (TZ)

2.1.4 Risikofaktoren

2.1.4.1. Humane Papillomaviren (HPV)

2.1.4.1.1 Persistierende Infektion mit HPV

2.1.4.1.2 Clearance der HPV-Infektion

2.1.4.1.3 HPV-Préavalenz

2.1.4.1.4 Aufbau Humaner Papillomaviren (HPV)

2.1.4.1.5 Nomenklatur Humaner Papillomaviren (HPV)

2.1.4.1.6 Replikation Humaner Papillomaviren (HPV)

2.1.4.2 Weitere Risikofaktoren

2.1.4.2.1 Sexualverhalten

2.1.4.2.2 Orale Kontrazeptiva

2.1.4.2.3 Rauchen

2.1.4.2.4 Schwangerschaft

2.1.4.2.5 Sexuell Ubertragene Infektionen

2.1.4.2.6 Bildungsniveau

S.001

S.003

S.003
S.003
S.005
S.007

S.007

S.008
S.008
S.008
S.009
S.010
S.012
S.013
S.016
S.017
S.017
S.018
S.018
S.020
S.020

S.021



2.1.5 Bedeutung der Transformationszone (TZ) bei der
Kanzerogenese

2.1.5.1 Verschiebung der Transformationszone (TZ)

2.1.6 Klassifikation der Dysplasien der Zervix

2.1.6.1 Prakanzerosen der Zervix

2.1.6.1.1 Prakanzerosen des Plattenepithels:
Zervikale intraepitheliale Neoplasie (CIN)
(squamous intraepithelial lesion (SIL))

2.1.6.1.2 Prakanzerosen des Drisenepithels:
Zervikoglandulére intraepitheliale Neoplasie (CGIN)
(cervical glandular intraepithelial Neoplasia (CGIN))

2.1.6.2 Maligne Tumore der Zervix

2.1.6.2.1 Plattenepithelkarzinom

2.1.6.2.2 Adenokarzinom

2.1.7 Kanzerogenese

2.1.7.1 Karzinomentwicklung tber Vorstufen

3. Fragestellung

4. Patientenkollektiv, Material und Methoden
4.1 Patientenkollektiv

4.2 Materialien

4.2.1 Gerate

4.2.2. Verbrauchsmaterialien

4.2.2.1 Anzusetzende Losungen

4.2.3 Primarantikorper

4.3 Methoden

S.021

S.022
S.024
S.024

S.024

S.026

S.027
S.028
S.029
S.030

S.030

S.031

S.032

S.032

S.034

S.034

S.035

S.036

S.037

S.038



4.3.1 Immunhistochemie
4.3.1.1 Definition Immunhistochemie
4.3.1.2 Definition Antikorper
4.3.1.3 Vorbereitung des immunhistochemisch zu farbenden Gewebes
4.3.1.4 Prinzipieller Ablauf einer immunhistochemischen Féarbung
4.3.1.5 Spezielle Ablaufe der immunhistochemischen Farbungen
mit den verwendeten Primarantikorpern p53,
p53 mutiert, E6, MDM2, Galektin-3 und p16
4.3.1.6 Positivkontrollen
4.3.1.7 Auswertung mittels IRS Score

4.3.1.8 Statistische Auswertung

5. Ergebnisse

5.1 Expression von E6

5.1.1 E6 und T-Status

5.1.2 E6 und FIGO-Stadium

5.1.3 E6 und histologischer Subtyp

5.2 Expression von p53

5.2.1 p53 im Kern und histologischer Subtyp

5.2.2 p53 im Zytoplasma und histologischer Subtyp

5.3 Expression von p53 mutiert

5.3.1 Nukle&re Expression von p53 mutiert:
Uberlebensvorteil gegeniiber keiner nuklearen Expression

5.3.2 p53 mutiert und histologischer Subtyp

5.4. Expression von p16

5.5 Positive Korrelation zwischen MDM2 und Galektin-3

5.6 Negative Korrelation zwischen E6 und p53 mutiert

S.038
S.038
S.038
S.039
S.039

S.043

S.046
S.046

S.047

S.048

S.048

S.048

S.050

S.054

S.056

S.056

S.058

S.060

S.060

S.062
S.064
S.066

S.069



5.7 Galektin-3: negativer Prognosefaktor bei p16-negativen Fallen S.072

6. Diskussion 5.073
7. Schlussfolgerung 5.085
8. Verzeichnis der AbklUrzungen, Akronyme S.086
und Symbole
9. Literaturverzeichnis 5.089
10. Abbildungsverzeichnis S.103
11. Tabellenverzeichnis S.108
12. Veroffentlichungen und Kongressbeitrag 5.109
13. Lebenslauf S.110
14. Danksagung S.112
15. EidesstattlicheVersicherung S.114



1. Zusammenfassung

Das Zervixkarzinom ist weltweit die vierthdufigste Krebserkrankung bei Frauen (1). In
Deutschland erkrankten 2010 etwa 4660 Frauen neu an Gebarmutterhalskrebs, damit machte
das Zervixkarzinom 2,1% der Krebsneuerkrankungen bei Frauen in diesem Jahr aus (2). Man
weil3, dass die persistierende Infektion mit Humanen Papillomaviren (HPV) die Hauptursache
fir die Entstehung eines Zervixkarzinoms ist (3-6). Humane Papillomaviren sind zur
Replikation auf eine Wirtszelle angewiesen (7). Beginnt die infizierte Keratinozyte damit sich
zu differenzieren, werden alle viralen Gene, auch E6 und E7 stark exprimiert (8). Das EG6-
Onkoprotein kann an p53 binden (9, 10) und dadurch den Abbau von p53 stimulieren (11).
p53 ist ein Tumorsuppressor (12), d.h. im Fall von DNA-Schaden ist p53 dafr
verantwortlich, entweder das Voranschreiten des Zellzyklus zu unterbrechen, indem es zu
einem Zell-Zyklus-Arrest in der G1-Phase fuhrt (13, 14), DNA-Reparatur-Mechanismen zu
aktivieren (15), oder die Apoptose einzuleiten (12, 16, 17). Unter normalen Bedingungen wird
p53 eng durch MDM2 (iber eine autoregulatorische Rickkopplungsschleife kontrolliert

(12, 16, 18). Das E7-Onkoprotein fiihrt zum Abbau von pRb (Retinoblastomprotein), das
ebenfalls ein Tumorsuppressorprotein ist (19-24). Durch die Inaktivierung von pRb durch E7
kommt es zu einer Uberexpression von p16 (25, 26), weshalb der immunhistochemische
Nachweis von pl6 als Marker fur HPV-assoziierte dysplastische und maligne zervikale
Lé&sionen dient (27, 28). Galektin-3 spielt u.a. eine Rolle bei der Tumormetastasierung, indem
es die Angiogenese induziert, an ol-und P1-Integrin bindet und deren Expression
hochreguliert (29-31). Darlberhinaus beeinflusst Galektin-3 die gegen den Tumor gerichtete
Immunantwort: Galektin-3 induziert die T-Zell-Apoptose und schrankt die T-Zell-Rezeptor
vermittelte Signaltransduktion durch Bildung von Komplexen mit auf dem T-Zell-Rezeptor
vorhandenen Glykanen ein (29, 32, 33). Im Rahmen dieser Arbeit wurde anhand von 250
Paraffinschnitten (nur 248 waren auswertbar) von Zervixkarzinomen immunhistochemisch
die Expression von E6, p53, einer mutierten Form von p53, p16, MDM2 und Galektin-3
untersucht und diese in Beziehung zu verschiedenen Kklinischen Parametern gesetzt.
Aullerdem untersuchten wir, ob die vermehrte Expression eines Proteins einen
Uberlebensvorteil bedeutet und ob die Expressionen der verschiedenen Proteine untereinander
positiv bzw. negativ korrelieren. Anfanglich sollte auch die Expression des E7-Onkoproteins
untersucht werden, was letztendlich aufgegeben werden musste, da zwar ein

immunhistochemisches Farbeprotokoll fiir den E7-Antikorper der Firma Chemicon



(Nr. MAB 8680, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) erarbeitet werden konnte, welches
zu spezifischen Férbeergebnissen fuhrte, aber die Produktion des betreffenden Antikdrpers
eingestellt wurde. Es konnte trotz zahlreicher Bemiihungen kein adaquater Ersatz gefunden
werden. Es zeigte sich, dass ein signifikanter, positiver Zusammenhang zwischen der
zytoplasmatischen Expression des E6-Onkoproteins und dem T-Status, sowie der FIGO-
Klassifikation besteht. AuRerdem exprimierten die beiden Karzinomtypen (Plattenepithel-und
Adenokarzinom) E6 im Zytoplasma unterschiedlich stark. Was die Expression von p53
betrifft, so ergaben sich ebenfalls unterschiedlich hohe Proteinlevel fur die Plattenepithel-und
Adenokarzinome, sowohl im Kern, als auch im Zytoplasma. Bezuglich der mutierten Form
von p53 konnten wir feststellen, dass die Expression dieses Proteins im Kern einen
Uberlebensvorteil bedeutet und dass Plattenepithelkarzinome dieses starker exprimierten als
Adenokarzinome. Daruiberhinaus zeigte sich eine signifikante, negative Korrelation zwischen
E6 und der mutierten Form von p53, d.h. Karzinome mit niedriger zytoplasmatischer
Expression des E6-Onkoproteins wiesen eine hohe zytoplasmatische Expression der mutierten
Form von p53 auf und umgekehrt. Auch fir die p16-Expression zeigte sich ein Unterschied
zwischen Plattenepithel-und Adenokarzinom. AulRerdem fanden wir heraus, dass zwischen
den Expressionen von MDM2 und Galektin-3 eine signifikante, positive Korrelation besteht.
Zu Galetkin-3 ist noch zu sagen, dass dessen Expression bei pl16-negativen Patientinnen mit
schlechtem Uberleben in Verbindung steht. HPV-Infektionen der Zervix werden durch
Polymerasekettenreaktionen (PCR) (34-36), in-situ-Hybridisierung (35-38) und durch pl16-
Immunhistochemie (27, 28, 36, 39) nachgewiesen. Ich bin der Meinung, dass man - unter
Befolgung des von mir erarbeiteten immunhistochemischen Farbeprotokolls fur den EG6
Antikorper von Abcam (Cambridge, UK) - spezifische Farbungen erhélt, anhand derer sich
direkt und relativ kostengiinstig Aussagen Uber die Expression des E6-Onkoproteins und

damit Uber eine mogliche HPV-Infektion treffen lassen.



2. Einleitung

2.1 Das Zervixkarzinom

2.1.1 Epidemiologie

Das Zervixkarzinom ist weltweit die vierthdufigste Krebserkrankung bei Frauen (1). Die
hochsten Inzidenzraten weltweit finden sich in Ost-, West-und Sidafrika, Std-Zentralasien
und Stidamerika, die niedrigsten in Westasien, Australien/Neuseeland und Nordamerika (40).
Im Jahr 2012 erkrankten 528 000 Frauen neu an Gebdrmutterhalskrebs, circa 85% der Falle
traten in wenig entwickelten Regionen der Welt auf (41). Eine Ungleichverteilung ist auch im
Bezug auf die mit dem Zervixkarzinom im Zusammenhang stehenden Todesfélle zu
erkennen: 2012 starben weltweit 266 000 Frauen, wovon 231 000 aus Landern mit niedrigem
bis mittlerem Einkommen stammten (41). Als Hauptursache fiir diese Diskrepanz wird der
Mangel an oder der Nichtzugang zu PraventionsmaBnahmen und Vorsorgeuntersuchungen
angesehen, wodurch die Erkrankung hédufig erst in einem fortgeschrittenen Stadium
diagnostiziert und somit eine effektive Therapie erschwert wird (41).

In Deutschland erkrankten 2010 etwa 4660 Frauen neu an Gebarmutterhalskrebs, damit

machte das Zervixkarzinom 2,1% der Krebsneuerkrankungen bei Frauen in diesem Jahr aus
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Betrachtet man die Zahl der Krebs-assoziierten Todesfélle in Deutschland, starben 2010 1524

Patientinnen an Gebarmutterhalskrebs, was 1,5% der Krebssterbefalle entspricht (2). Bezogen

auf den Anteil der héufigsten Tumorlokalisationen an allen Krebssterbefallen liegt das

Zervixkarzinom an

sechzehnter Stelle,

Tumorlokalisationen an vierter Stelle (2).
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Ungeféhr 75% der Zervixkarzinome gehen vom Plattenepithel aus, circa 20% werden den

Adenokarzinomen zugeordnet (2). Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate ist 69% (2). Das

durchschnittliche Erkrankungsalter beim invasiven Karzinom betrégt 53 Jahre (2).
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Abbildung 3 (2): Relative Uberlebensraten bis 5 Jahre nach Erstdiagnose, ICD-10 C53,
Deutschland 2009-2010

2.1.2 Anatomische Grundlagen

Die weibliche Gebarmutter, der Uterus, ist in etwa 7,5 cm lang, besteht hauptséchlich aus
Muskulatur und ist im kleinen Becken lokalisiert (42). lhre Funktion besteht in der
Implantation der befruchteten Eizelle und der Ernahrung des sich entwickelnden Keimes (42).
Wéhrend der Geburt wird das Kind durch die Geb&rmutter ausgetrieben (42). Der weibliche
Uterus lasst sich in drei grolRe Teile gliedern: Corpus uteri (Uteruskorper), Isthmus uteri
(Zwischenstiick) und Cervix uteri (Uterushals) (43-46). Die Cervix uteri wird eingeteilt in die
Portio supravaginalis und in die Portio vaginalis (43, 45). Die Portio supravaginalis, der Teil
der Cervix uteri oberhalb der Vagina, wird auch Endozervix genannt, die Portio vaginalis

heil3t auch Ektozervix oder Exozervix und ragt in die Vagina hinein (44, 46, 47).
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2.1.3 Physiologischer histologischer Aufbau der Cervix uteri

Die Zervix besteht aus Muskulatur, elastischem und fibrosem Bindegewebe und wird von
unverhorntem Plattenepithel und Zylinderepithel ausgekleidet (46). Das einschichtige, Muzin
sezernierende Zylinderepithel findet sich im Bereich der Endozervix, das mehrschichtige,
unverhornte Plattenepithel (stratum basale, stratum spinosum, stratum superficiale) im
Bereich der Exozervix (46, 48-50).

2.1.3.1 Definition: Squamocolumnar Junction (SCJ)

und Transformationszone (TZ)

Die Stelle, an der Platten-und Zylinderepithel aufeinander treffen, wird als die
»Squamocolumnar Junction® (SCJ) bezeichnet (46, 49, 51). Unter Transformationszone (TZ)
versteht man die Region, in der endozervikales Zylinderepithel durch metaplastisch
entstandenes Plattenepithel ersetzt wird (49, 52). Somit sind ,,.Squamocolumnar Junction“ und

Transformationszone nicht dasselbe, aber die SCJ ist Teil der TZ (53).

Ectocervix Endocervix
(squamaus) (columnar)
Endocervix suncton |
Ectocervix

columnar
junction

Abbildung 6 (52):

A: Position von Endozervix (Endocervix), Ektozervix (Ectocervix) und ,,Squamocolumnar

junction** auf der Zervix

B: histologische Darstellung der Epithelien im Bereich der Ektozervix (Ectocervix)
(Plattenepithelzellen) (squamous), der Endozervix (Endocervix) (Zylinderepithelzellen)

(columnar) und der Kontaktstelle (Junction)



2.1.4. Risikofaktoren
2.1.4.1 Humane Papillomaviren (HPV)
2.1.4.1.1 Persistierende Infektion mit HPV

Die persistierende Infektion mit Humanen Papillomaviren ist die Hauptursache fir die
Entstehung eines Zervixkarzinoms (3-6). Walboomers et al kamen 1999 zu dem Ergebnis,
dass die weltweite HPV-Prévalenz Zervixkarzinome betreffend bei 99,7% liegt, HPV kann
somit in fast allen Karzinomen nachgewiesen werden (54). Munoz et al veréffentlichten 2004
ein ahnliches Ergebnis: 92,5% der 3085 Féalle waren HPV-positiv, lasst man die Proben, die
mit einer weniger sensitiven Methode untersucht wurden weg, lag die Prévalenz bei 96,2%
(55). Dabei konnten 30 verschiedene HPV-Typen nachgewiesen werden, deren Verteilung
sich, beginnend mit dem haufigsten Typ, folgendermalien darstellte:

HPV 16: 57,4%, HPV 18: 16,6 %, HPV 45: 6,8%, HPV 31: 4,3%, HPV 33: 3,7%,

HPV 52: 2,5%, HPV 58: 2,3%, HPV 35: 2,2%, HPV 59: 1,5%, HPV 56: 1,3%,

HPV 39: 1,2%, HPV 51: 1,1%, HPV 73: 0,6%, HPV 68: 0,5%, HPV 66: 0,5%, andere HPV-
Typen: 1,9% und untypisierte HPV-Typen: 4,4% (55). HPV-Typ 16 wurde hé&ufiger in
Plattenepithelkarzinomen (54,4%), als in Adenokarzinomen (41,6%) nachgewiesen, bei

Typ 18 verhalt es sich kontrar (55). Das Ergebnis der Veroffentlichung aus dem Jahr 2003
ging in dieselbe Richtung: HPV-DNA konnte in 1739 von 1918 Zervix-Karzinom-
Patientinnen nachgewiesen werden, was 90,7% entspricht (56). Auch Bosch et al wiesen die
hohe HPV-Pravalenz nach (57). Ihre Analysen erfolgten an 932 Zervix-Karzinom-Fallen aus
Afrika, Zentral-und Siidamerika, Studostasien, Nordamerika und Europa (57). Es zeigte sich,
dass 92,9% der Proben HPV-positiv waren (57). In einer Metaanalyse, die 85 Studien aus
verschiedene Kontinenten umfasst, demonstrierten Clifford et al ebenfalls die hohe HPV-
Prévalenz beim invasiven Zervixkarzinom: in Afrika (6 Studien, 609 Félle) lag die HPV-
Prévalenz bei 86,5%, in Asien (28 Studien, 3091 Falle) bei 79,3%, in Europa (32 Studien,
3336 Falle) bei 86,7%, in Nordamerika und Australien (13 Studien, 1562 Félle) bei 88,1%
und in Sud-und Zentralamerika (12 Studien, 1460 Félle) bei 87,7% (58). Die Gesamtzahl der
Falle lag hiermit bei 10 058 (58). Virale DNA konnte auch in den Vorstufen eines invasiven
Karzinoms, den zervikalen intraepithelialen Neoplasien CIN I, CIN 1l und CIN Il

nachgewiesen werden (5, 59).



2.1.4.1.2 Clearance der HPV-Infektion

In den meisten Féllen ist eine HPV-Infektion nicht dauerhaft, sondern voribergehend (60).
Ho et al untersuchten 608 College-Studentinnen in 6-Monats-Intervallen tiber 3 Jahre hinweg
und kamen zu dem Ergebnis, dass die mittlere Dauer einer HPV-Infektion bei 8 Monaten lag
(61). Nach 12 Monaten waren bereits 70% der Frauen nicht mehr infiziert, nach 24 Monaten
sogar 91% (61). Die HPV-Infektionen, die 6 Monate und langer andauerten, konnten mit
hoéherem Alter der Probandinnen, bestimmten HPV-Typen und dem Vorhandensein mehrerer
HPV-Typen in Zusammenhang gebracht werden (61). Die mittlere Infektionsdauer mit HPV-
Typ 16 und 18 lag z.B. bei 11 bzw. 12 Monaten, bei Typ 6 und 39 jeweils bei 6 Monaten (61).
Franco et al machten 1999 mit der Ludwig-McGill-Kohorte dhnliche Beobachtungen (62). So
waren von den 177 Féllen, die bei Aufnahme in die Studie HPV-positiv waren, 6 Monate
spater noch 61% positiv und nach 12 Monaten nur noch 35% (62). AulRerdem war die
monatliche Clearance-Rate fir nicht-onkogene HPV-Typen hoher (12,2%), als fir onkogene
Typen (9,5%); somit war nattrlich auch die mittlere Retentionsdauer fiir onkogene Typen mit
8,1 Monaten langer, als fir nicht-onkogene Typen mit 4,8 Monaten (62). Die mittlere
Infektionsdauer betrug 8,2 Monate (nicht-onkogene Typen) bzw. 13,5 Monate (onkogene
Typen) (62). Kjaer et al kamen 2002 zu dem Resultat, dass bei HPV-positiven Frauen, die
zytologisch normal waren, eine Clearance von 71% vorlag, welche bei den Frauen mit gering-
bzw. hochgradigen Lasionen bei 40% bzw. 26% lag (60). Dalstein et al zeigten 2003, dass
50,6% der Frauen, die positiv fur Hochrisiko-HPV-Typen getestet wurden, die virale
Infektion im Mittel innerhalb von 7,5 Monaten beseitigen konnten, wobei die Clearance-Rate
bei geringer Viruslast grofier war (63).



2.1.4.1.3 HPV-Pravalenz

Eine 15 613 Frauen (13 Regionen in 11 L&ndern) ohne zytologische Abnormalitdten
umfassende Studie zeigte, dass sich die HPV-Prdvalenz von Region zu Region unterscheidet
(64). Stellvertretend fur die einzelnen Kontinente stammten die Probandinnen aus folgenden
Landern: Nigeria représentierte Afrika (sudlich der Sahara); Indien, zwei verschiedene
Regionen Vietnams und Thailands, sowie Korea reprasentierten Asien; fur Sidamerika
standen Kolumbien, Argentinien und Chile; fur Europa die Niederlande, Italien und Spanien
(64). Die hochste HPV-Pravalenz wurde mit 25,6% in Nigeria (Afrika) konstatiert, gefolgt
von Sudamerika mit 14,3%, Asien mit 8,7% und schlieBlich Europa mit 5,2% (64).
Zusammengefasst liegt die weltweite HPV-Prévalenz damit bei 10,5% (64). Tabelle 1gibt die

landerbezogenen detaillierten Pravalenzen wieder.

Numberin age-group (years) HPV prevalence Age-standardised” prevalence
for any HPV (95% Cls)
15-24 25-34 35-44 45-54 55-64 65-74 Total Single HPFY  Multiple HPY  Number with any HPV(%)
2 =3
Sub-Saharan Africa
Nigeria 113 174 125 172 151 91 826 16.5% 5% 33% 204 (24-7%) 25.6%(22.4-28.8)
Asia
India 311 804 424 215 35 0 1799 11:5% 21%  04% 252 (14-0%) 14-2% (12-0-16-4)t
Vietnam, Ho Chi Minh 157 170 182 154 160 20 903 5-3% 20%  19% 83 (9-2%)
Thailand, Lampang 122 171 167 154 180 160 954 43% 12%  05% 57 (6-0%)
Korea 7 141 258 228 156 31 &n 6.9% 09%  0.7% 70 (8:5%)
Thailand, Songkla 67 110 119 124 140 98 658 2.7% 05%  DI% 22(33%)
Vietnam, Hanai 122 182 181 162 210 108 65 1.2% 0:2% 0:1% 15 (1-6%)
Sub-tatal Asia
South America
Colombia 412 728 477 97 65 37 1816 10-4% 28%  14%  265(146%) 13:9% (12-1-15-7)
Argentina 139 182 184 180 105 49 839 89% 33% 3% 130(15-5%) 16-3% (13-7-189)
Chile 118 178 210 165 152 68 891 8 23w 06% 96 {10-8%) 11.9% (9-6-14-3)
Sub-total South America 14:3% (13-1-15:5)
Europe
Metherdands 26 432 994 1138 696 13 3299 3-4% 08%  03% 146 (4-4%) 7-7%{4-1-11-3)
Italy 0 219 224 225 228 101 997 6-9% 08% 01% 78 (7-8%) 9.2%
Spain 150 144 161 142 140 108 845 1-0% 0-4% 0:0% 11(1-3%) 1-4%
Sub.total Europe §:2% (4-2-6.2)
All areas 1754 3635 3706 3156 2418 944 15613 B:6% 7% 09%  1429(9-2%) 10:5% (9:9-11-0)

*Based on world standard population reported by Dol and colleagues.™ tFor women aged 15-64 years only. $For women aged 25-74 years only,

Tabelle 1 (64): Altersverteilung, roh-und altersstandardisierte HPV-Prévalenz der Frauen
ohne zervikale Auffalligkeiten bei den von der Agentur fir Krebsforschung (,,Agency for

Research on Cancer*, IARC) durchgefuihrten Erhebungen, je nach Untersuchungsgebiet
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Abbildung 7 stellt in Form von Kreisdiagrammen dar, wie hoch der jeweilige prozentuale
Anteil verschiedener HPV-Typen an der Gesamtzahl der betrachteten HPV-Infektionen in

unterschiedlichen Regionen ist.

Sub-Saharan Africa (319 infections) Asia (669 infections)
X HPV16 X
0% g5 6% H P\.f' 16
Other low-risk HPv18 14%
types
235 HPV31 Other low-risk HPV18
7% types 5%
59
HPV33 2%
2% HPV31
4%
HPV35
8 HPY33
HPV81 b
7%
HPVAS H;VSl HITH35
6% > 3%
N\_HPV4S
HPV42 HPY52 HPV42 2%
11% 7 HPV52
HPV56E HPVS6 5o
Other high-risk HPvsg  B% Other high-risk HPVS8 68
types 6% types 4%
8% 12%
South America (721 infections) Europe (294 infections)
¥ X
3% HPV16 7%
16% HPV16
Other low-risk
types
3% HPV18 Other low-risk
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22%
HPv3t HPV18
5% 5%
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4% HPV35 HPVB1 HPV31
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HPV52 o .
Other high-risk L \_41}3 Other high-risk \_;H V35
types %
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13% HPVS8 HPV56 8% 4% HPVS6 HrfuszLHW 45
7% 4% 4% 2% 4%

Abbildung 7 (64): Prozentualer Anteil unterschiedlicher HPV-Typen an der Gesamtzahl der
betrachteten HPV-Infektionen in verschiedenen Regionen

In den USA wurden in den Jahren 2003 und 2004 2026 vaginale Abstrich-Proben von Frauen
zwischen 14 und 59 Jahren gesammelt (65). Von den 1921 adaquaten Proben waren 26,8%
HPV-positiv (65). Rechnet man das auf die Volksz&hlungsdaten aus dem Jahr 2000 hoch, sind
24,9 Millionen Frauen dieser Altersklasse HPV-positiv (65).

11



2.1.4.1.4 Aufbau Humaner Papillomaviren (HPV)

Aktuelle Daten lassen darauf schlieRen, dass mehr als 200 HPV-Typen existieren (66). Bisher
wurde das Genom von ungefédhr 100 HPV-Typen isoliert und komplett sequenziert, wovon
ungefdhr 40 den anogenitalen Trakt infizieren (66-69). Humane Papillomaviren sind kleine,
unbehdllte, doppelstrangige DNA-Viren, deren ringformiges Genom aus circa 8000
Basenpaaren besteht und von einem ikosaedrischen Kapsid mit einem Durchmesser von

50 nm umgeben wird (66, 70-72). Das Genom lasst sich in drei Regionen einteilen, die
Kontrollregion, die frihe und die spite Region mit den frihen und den spaten Genen, je

nachdem wann sie wéhrend der Infektion exprimiert werden:

- Kontroll-Region: long control region (LCR), circa 1 kb
kodiert nicht fur Proteine aber beinhaltet cis-Elemente, die die
Replikation und Genexpression regulieren
- Frihe Region: early (E) region, circa 4 kb
mit den sechs friihen Genen (early genes) E1, E2, E4, E5, E6 und E7, die fiir Nicht-Struktur-
Proteine kodieren
E1: kodiert fur Proteine, die flr die Instandhaltung des viralen Genoms und dessen
Replikation notwendig sind
E2: kodiert fur Proteine, die die Transkription regulieren
E4: die Funktion der Proteine, fir die E4 kodiert ist noch nicht ganz Kklar, aber die
Unterbrechung des Zytokeratin-Netzwerks spielt eine Rolle
E5: kodiert fur Proteine, die den epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor aktivieren und
somit das Zellwachstum stimulieren und die die Expression von p21 hemmen
E6: kodiert fur ein Onkoprotein auf dessen Rolle spater eingegangen wird
E7: kodiert fur ein Onkoprotein auf dessen Rolle spater eingegangen wird
- Spate Region: late (L) region, circa 3 kb
mit den zwei spaten Genen (late genes) L1 und L2, die flr zwei Kapsid-Proteine kodieren
L1/L2: kodieren fir die grof3en und kleinen Kapsid-Proteine des Virus
(67, 70, 73)
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Abbildung 8 (70): Schematische Darstellung des Genoms des HPV-Typs 16 mit der LCR, den
frihen (E1, E2, E4, E5, E6, E7) und den spaten Genen (L1, L2)

2.1.4.1.5 Nomenklatur Humaner Papillomaviren (HPV)

In der Mitte der 1950er und 1960er Jahre konnten Papillomaviren und Polyomaviren erstmals
genau untersucht werden und wurden aufgrund ihres gemeinsamen Aufbaus (doppelstrangiges
zirkuldres DNA-Genom, unbehllt, ikosaedrisches Kapsid) als verwandt eingestuft und beide
der Familie der Papovaviren zugeordnet (66). Allerdings stellte sich in den 1980er Jahren
heraus, dass die Unterschiede (Genomgrolie, Transkription, Aminosduresequenz) zu grof}
waren, um sie einer gemeinsamen Familie zuzuordnen (66). Daher werden sie von dem
Internationalen Komitee der Taxonomie der Viren (International Commitee on the Taxonomy
of Viruses, ICTV) offiziell als zwei getrennte Familien, die der Papillomaviren
(Papillomaviridae) und die der Polyomaviren (Polyomaviridae) anerkannt (71). Die
Papillomaviren bilden somit ihre eigene Familie.

Abgekirzt werden Papillomaviren mit den beiden Buchstaben ,,PV*, welchen ein oder zwei
Buchstaben vorangestellt werden, um den Wirt zu kennzeichnen (66). Das Vorangestellte
kann zum einen aus dem Englischen stammen - so macht das ,,H* bei HPV, das fir ,,human*
steht, deutlich, dass der Wirt dieser Papillomaviren der Mensch ist - zum anderen kann es sich

von der wissenschaftlichen Bezeichnung das Wirts ableiten - so steht z.B. ,,MnPV* fiir
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»Mastomys natalensis papillomavirus®, dem eine afrikanische Maus als Wirt dient (66). Die
Typen der Humanen Papillomaviren werden in der Reihenfolge ihrer Beschreibung mit
Nummern bezeichnet, z.B. HPV-1, HPV-2 usw. (74). Die Nummer wird erst vergeben,
nachdem das gesamte Genom isoliert und charakterisiert wurde (71). Um zwischen HPV-
Typen, deren Genom nicht durch konventionelles Klonen, sondern durch PCR-
Amplifizierung generiert wurde, unterscheiden zu kdnnen, setzte man auf der Internationalen
Papillomavirus Konferenz im Jahr 2000 fest, die Abkurzung ,,cand* (fir ,,candidate*) vor die
Nummer zu setzen, z.B. candHPV-86 (66, 71). Humane Papillomaviren, deren Genom bisher
nur teilweise durch PCR generiert wurde, bekommen noch keine Nummer, sondern eine
Abkirzung, die fir das betreffende Labor steht, zum Beispiel LV X100 fir LouisaVillaX100
(66, 71). Anhand des Vergleichs des L1-Gens von 96 humanen Papillomaviren und 22
tierischen Papillomaviren, wurde folgende Klassifizierung etabliert: ,,genus” (Gattung),
»Species” (Spezies), ,type“ (Typ), ,,subtype* (Subtyp) und ,variant” (Variante) (71). Die
Einteilung wird von Gattung bis zu Variante immer feiner (71). Die verschiedenen Gattungen
haben weniger als 60% der Nukleotidsequenzen ihres L1-Gens gemeinsam, bei den
unterschiedlichen Spezies innerhalb einer Gattung gleichen sich die Nukleotidsequenzen zu
60 bis 70%, bei den Typen innerhalb einer Spezies ist das zwischen 71 und 89% der Fall (71).
Subtypen eines Typs unterscheiden sich in ihren Nukleotidsequenzen nur zu 2 bis 10% und
Varianten nur zu 1 bis 2% (71). Momentan unterscheidet man bei Papillomaviren zwischen
16 Gattungen, die mit griechischen Buchstaben bezeichnet werden, einen Uberblick
verschafft Abbildung 9 (71).
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Abbildung 9 (71): Stammbaum der Papillomaviren

Von diesen 16 Gattungen sind allerdings nur 5, ndmlich die Alpha-, Beta-, Gamma-, Mu-und
Nu-Gattung fur den Menschen relevant, da nur sie den Menschen infizieren (72). Diese 5
Gattungen unterscheiden sich in ihrem Gewebetropismus; so infizieren Alpha-Papillomaviren
Haut und Schleimhaut, Beta-, Gamma-, Mu-und Nu-Papillomaviren hingegen nur Haut (71).
Somit kann man HP-Viren auch in mukosale und kutane Typen einteilen, je nach
bevorzugtem Gewebe (67). Die beiden wichtigsten Gattungen sind die Alpha-und die Beta-
Gattung, zu denen 90% der derzeit charakterisierten Humanen Papillomaviren gehéren (72).
Die der Beta-Gattung (infizieren nur Haut, keine Schleimhaut), verursachen gutartige
Hautlésionen und bosartige La&sionen bei Patienten, die an EV (epidermodysplasia
verruciformis) leiden und die immunsupprimiert sind (66, 72). Die Gattung der Alpha-
Papillomaviren ist die groRte der den Menschen betreffenden Gattungen und verursacht
sowohl Haut-, als auch Schleimhautlasionen (71). Sie wird unterteilt in 15 Spezies, denen
wiederum mehrere Typen zugeordnet werden, die verschiedene Auswirkungen auf den Wirt
haben, so verursachen z.B. die HPV-Typen 2, 27 und 57 der Spezies 4 Hautwarzen (71).
Diejenigen Typen, die den Genitaltrakt befallen, werden in niedrig-Risiko (low-risk) - Typen

und in hoch-Risiko (high-risk) - Typen unterteilt (56). Die low-risk-Typen verursachen
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genitale Warzen, wohingegen die high-risk-Typen zum Zervixkarzinom fuhren (56). Zu den
12 low-risk-Typen gehéren die HPV-Typen 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81, CP6108
(56). Von besonderer Bedeutung sind die 15 high-risk-Typen: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59, 68, 73, 82, da sie zum Zervixkarzinom fuhren (56).

2.1.4.1.6 Replikation Humaner Papillomaviren (HPV)

Aufgrund ihrer geringen GenomgroRe kodieren Humane Papillomaviren selbst nicht alle
Funktionen, die fir ihre Replikation notwendig sind (7). Daher sind sie hierfir auf eine
Wirtszelle angewiesen (7) und ihr Replikationszyklus steht somit in engem Zusammenhang
mit der Differenzierung der befallenen Wirtszelle (70, 75). In normalem Plattenepithel sind
die Basal-und Parabasalzellen die einzigen Zellen, die sich aktiv teilen (70, 76), daher mussen
HP-Viren Zugang zu diesen Zellen erlangen (72). Der Hauptlbertragungsweg fiir die genitale
HPV-Infektion ist Geschlechtsverkehr, sowohl vaginal, als auch anal, wobei Hautkontakt
bestehen muss (8, 77). Durch Mikrotraumen beim Geschlechtsverkehr werden die basalen
Zellen exponiert und somit zuganglich fur die Viren (8, 34, 76, 78, 79). Die Tatsache, dass
Mikrotraumen notwendig flr eine Infektion mit HPV sind, konnte damit bewiesen werden,
dass intaktes genitales Epithel von Mdusen nicht mit HPV infiziert wurde (80). Die Viren
werden Uber die Bindung an Rezeptoren (Heparansulfat-Proteoglykan-Rezeptor, a-Integrin-
Rezeptor) in die Zelle eingeschleust (81-84). Nach der Infektion der Basalzellen (S-Phase
kompetent) (85) wird dort das virale Genom 50 bis 100 Mal pro Zelle synchron mit der
zellularen DNA repliziert (8, 72, 79, 86). Das virale Genom liegt im Zellkern
extrachromosomal vor (86). Die frihen viralen Proteine werden auf niedrigem Level
exprimiert (85). Wenn sich die infizierten Zellen teilen, wird die virale DNA auf beide
Tochterzellen aufgeteilt (86). Eine der Tochterzellen wandert von der Basalschicht weg und
beginnt sich zu differenzieren (86). Die andere Tochterzelle teilt sich weiterhin in der
Basalschicht und stellt somit ein Reservoir viraler DNA dar, das sich weiterhin teilen kann
(86). Da die Produktion der Humanen Papillomaviren auf die suprabasalen Zellschichten
begrenzt ist und die basalen Zellschichten nicht durch die Virenproduktion lysiert werden,
sondern sich weiterhin teilen, bleibt die Infektion bestehen (86). Sich differenzierende Zellen
teilen sich nicht mehr und treten normalerweise, d.h. in nicht-infiziertem Epithel, aus dem
Zellzyklus aus (85, 86). Das Austreten der sich differenzierenden Zelle aus dem Zellzyklus

stellt ein Problem fur das Virus dar, da es flr seine Replikation auf DNA-Polymerasen und
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Replikationsfaktoren der Wirtszelle angewiesen ist und diese nur in sich teilenden, nicht
differenzierenden Zellen vorhanden sind (8). Das Virus muss sich aber in sich nicht mehr
teilenden Zellen replizieren (8). Daher kommt es, wenn die infizierte Keratinozyte beginnt,
sich zu differenzieren und damit den Zellzyklus verldsst, zu einer massiven Expression aller
viralen Gene, auch E6 und E7 werden stark exprimiert, welche zu einer Dysregulation des
Zellzyklus fuhren, wodurch die Amplifizierung des viralen Genoms in Zellen, die eigentlich
den Zellzyklus verlassen haben, méglich wird (8, 79). Somit kodieren HP-Viren Funktionen,
die in einer infizierten Zelle ein replikationsfdhiges Milieu erhalten oder schaffen (70). Die
virale DNA wird stark repliziert, sodass mindestens 1000 Kopien pro Zelle vorliegen (8).
Zum Schluss werden auch die spéten Proteine L1 und L2 exprimiert, die ein Kapsid um das
neu-synthetisierte virale Genom bilden (79). Das Virus wandert zusammen mit der sich
differenzierenden Keratinozyte von Kutis oder Mukosa durch die verschiedenen
Epithelschichten, wobei zunéchst die friihen Gene, spéter die spaten Gene exprimiert werden
(72, 85). In der obersten Epithelschicht angekommen, werden schliellich die neu-gebildeten
Viren durch Abschuppung der Keratinozyten freigesetzt (8, 79). Wo genau E6-und E7-

Onkoprotein angreifen wird im Folgenden erklart.

2.1.4.2 Weitere Risikofaktoren
2.1.4.2.1 Sexualverhalten

Die genitale HPV-Infektion ist die hdufigste sexuell lbertragene Krankheit weltweit (87).
Daraus kann man schlieBen, dass das Sexualverhalten der ausschlaggebende Risikofaktor ist.
So konnte gezeigt werden, dass die HPV-Pravalenz mit abnehmendem Alter bei Aufnahme
der sexuellen Aktivitat zunimmt (65, 88-91). De Gonzalez et al konnten in einer Metaanalyse
einen Zusammenhang zwischen Alter bei Kohibitarche und Auftreten eines Plattenepithel-
sowie Adenokarzinoms herstellen (92). Sie konnten demonstrieren, dass das Risiko an einem
Plattenepithelkarzinom zu erkranken bei denjenigen Frauen, die ersten sexuellen Kontakt
unter 17 Jahren haben, im Vergleich zu denjenigen, die mit tber 20 Jahren ihre sexuelle
Aktivitat beginnen, um den Faktor 2,32 erhéht ist; hinsichtlich des Adenokarzinoms ist der
Faktor 1,41 (92). Die Prévalenz erhohende Faktoren sind auBerdem die Anzahl der
Geschlechtspartner und die H&ufigkeit des Geschlechtsverkehrs: je groRer die Anzahl der

Partner und je haufiger der sexuelle Kontakt, desto groRer die HPV-Pravalenz (65, 88-90).
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2.1.4.2.2 Orale Kontrazeptiva

Moreno et al konnten zeigen, dass bei HPV-positiven Patientinnen die Einnahmedauer oraler
Kontrazeptiva einen Einfluss auf das Zervixkarzinom-Risiko hat (93). Bei einer Einnahme
von weniger als 5 Jahren, war das Risiko im Vergleich zu dem von Frauen, die nie orale
Kontrazeptiva nahmen, nicht erhéht, wohingegen es bei langerer Einnahme zunahm (93). So
war das Risiko um den Faktor 4,03 bei Einnahme von 10 und mehr Jahren erhéht (93).
Dieselben Ergebnisse erzielte eine Studie der WHO: das Risiko, am invasiven
Plattenepithelkarzinom zu erkranken, steigerte sich signifikant mit der Dauer der Einnahme 4
bis 5 Jahre nach erstem Gebrauch und nahm nach Absetzen des Medikaments innerhalb von 8
Jahren auf das Risiko-Niveau ab, das ohne Einnahme besteht (94). Nach 97 und mehr
Monaten Einnahme-Zeit war das Risiko um den Faktor 2,23 erhéht (94). Eine Erklarung dafur
kdnnte sein, dass in Studien gezeigt werden konnte, dass die die Transkription regulierenden
Regionen der HPV-DNA Hormon-Erkennungs-Elemente enthalten und dass in vitro die
Transformation der Zellen mit viraler DNA durch Hormone verstarkt werden konnte (95-98).

2.1.4.2.3 Rauchen

In einer groflen Analyse, die die Daten von 23 veréffentlichten Studien zusammenfasst und
der somit Daten von 13 541 Zervixkarzinom-Patientinnen und von 23 017 gesunden Frauen
zugrunde liegen, konnte Tabak-Rauchen als Risikofaktor bestétigt werden (99). Frauen, die
aktuell rauchen, haben im Vergleich zu Nicht-Raucherinnen, ein um den Faktor 1,46
signifikant erhohtes Risiko am invasiven Plattenepithelkarzinom zu erkranken; auch das
Risiko fur das in situ-Karzinom ist erhéht (Faktor 1,83) (99). Selbst wenn das Rauchen schon
eingestellt wurde, bleibt das Risiko erhdht; beim invasiven Karzinom nur geringfigig

(Faktor 1,05), deutlicher beim in situ-Karzinom (Faktor 1,32) (99). Fasst man aktuelles
Rauchen und bereits eingestelltes Rauchen zusammen und trennt nicht mehr zwischen
invasivem  Plattenepithelkarzinom und in situ-Karzinom, war das Risiko am
Plattenepithelkarzinom zu erkranken um den Faktor 1,60 erhoht (99). Das Adenokarzinom
betreffend lieen sich keine Zusammenhdnge herstellen (99). Dabei spielt beim
Plattenepithelkarzinom (invasives und in situ zusammengefasst) sowohl die Anzahl der
konsumierten Zigaretten, als auch das Alter in dem mit dem Rauchen begonnen wurde, eine
Rolle (99). Falls die Frauen aktuell rauchten, nahm die Wahrscheinlichkeit am
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Plattenepithelkarzinom zu erkranken mit der Anzahl der Zigaretten zu: weniger als 5
Zigaretten/Tag: erhoht um den Faktor 1,18; 5-24 Zigaretten/Tag: erhéht um den Faktor 1,54;
ab 15 Zigaretten/Tag: erhoht um den Faktor 1,98 (99). Bezuglich des Alters bei Rauch-Beginn
lieR sich Folgendes feststellen: bei aktuell noch rauchenden Frauen war das relative Risiko fir
das Plattenepithelkarzinom umso hoher, je friiher mit dem Rauchen begonnen wurde: junger
als 16 Jahre: erhoht um den Faktor 2,00; zwischen 16 und 19 Jahren: erhoht um den Faktor
1,66; ab 20 Jahren: erh6ht um den Faktor 1,35 (99). Auch hier konnte fiir das Adenokarzinom
kein signifikanter Zusammenhang hergestellt werden (99). Winkelstein fasste 1990 die
Ergebnisse von 15 epidemiologischen Studien von 1984-1989 zusammen und kam zu dem
Ergebnis, dass 4 davon keinen Zusammenhang zwischen Rauchen und Zervixkarzinom sahen,
wohingegen 11 eine Beziehung zwischen Beidem herstellen konnten (100). Kapeu et al
konnten ebenfalls in 2 Studien zeigen, dass das Risiko am invasiven Zervixkarzinom zu
erkranken bei Raucherinnen erhoht ist (101). Studie 1 umfasste 171 invasive Zervixkarzinom-
Féalle und 496 Kontrollen, Studie 2 beinhaltete wesentlich mehr Félle, namlich 588
Zervixkarzinom-Falle und 2861 Kontrollen (101). Als Mal fur die Tabak-Exposition wurde
das Cotinin-Level in Nanogramm (ng) pro Milliliter (mL) Serum herangezogen (101). Bei
Studie 1 zeigte sich, dass das Risiko am invasiven Zervixkarzinom zu erkranken bei einem
Cotinin-Level von >100 ng/mL um den Faktor 1,7 erhoht ist, bei Studie 2 um den Faktor 2,5
(101). Rauchen als Risikofaktor konnte in einer weiteren grof3en Studie bestétigt werden. Sie
wurde von Plummer et al 2003 durchgefiihrt und beinhaltete nur HPV-positive Féalle (102). Es
konnte verdeutlicht werden, dass das Risiko fur das Zervixkarzinom (invasives und in situ-
Karzinom zusammengefasst) von Frauen, die jemals geraucht haben, im Vergleich zu Frauen,
die nie geraucht haben, um das 2,17 fache erhéht ist (102). Betrachtet man Plattenepithel-und
Adenokarzinom getrennt, ist das Risiko fur aktuelle Raucherinnen am Plattenepithelkarzinom
zu erkranken um das 2,30 fache, fur ehemalige Raucherinnen um das 1,80 fache héher als das
von Frauen, die nie geraucht haben, wohingegen beim Adenokarzinom kein Kklarer
Zusammenhang ersichtlich war (102). Dass die Wahrscheinlichkeit, eine CIN [I-11I zu
entwickeln, fir HPV-positive Raucherinnen hoher ist, als bei ebenfalls HPV-positiven
ehemaligen Raucherinnen, sowie bei Frauen, die niemals geraucht haben und mit der Anzahl
der Jahre, in denen geraucht wurde, sowie der Menge der konsumierten Zigaretten zunimmt,

konnte von Kjellberg et al gezeigt werden (103).
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2.1.4.2.4 Schwangerschaft

Schwangerschaften erhéhen bei HPV-positiven Frauen das Risiko am Plattenepithelkarzinom
(invasives und in situ-Karzinom zusammengefasst) zu erkranken (104). Es nimmt mit der
Anzahl der Schwangerschaften im Vergleich zu Frauen, die nie schwanger waren, signifikant
zu und liegt bei Frauen, die 7 und mehr volle Schwangerschaften hatten, 3,82 mal so hoch
(104). Fir das Adenokarzinom liel3 sich dieser Zusammenhang nicht herstellen (104). Fur die
Assoziation der Anzahl der Schwangerschaften mit zervikalen Neoplasien werden
hormonelle, traumatische und immunologische Einfllsse als Erklarung herangezogen (105).

So zeigten Autier et al 1996, dass die Anzahl der Geburten die Lage der Transformationszone
beeinflusst: die Wahrscheinlichkeit, dass sie in dem durch Kolposkopie einsehbaren Bereich
auf der Ektozervix liegt, nimmt mit der Anzahl der Geburten zu und liegt bei > 5 Geburten
um das 3,3 fache hoher als bei Frauen, die nie ein Kind geboren haben (106). Mdgliche
Ursachen daftr sind mechanische Effekte bei der Geburt und/oder hormonelle VVeranderungen
wéhrend der Schwangerschaft (106). Durch die Lage auf der Ektozervix ist die
Transformationszone externen transformierenden Agenzien langer ausgesetzt (106). Eine
andere Ursache fiir das erhdhte Risiko durch Schwangerschaft ist die reduzierte humorale

Immunantwort gegen HPV-Infektion wéhrend der Schwangerschaft (107).

2.1.4.2.5 Sexuell tbertragene Infektionen

Die Tatsache, dass bei HIV-positiven Frauen persistierende Infektionen mit Humanen
Papillomaviren vom Hoch-Risiko-Typ héufiger anzutreffen sind, als bei HIV-negativen
Frauen, lasst darauf schlieBen, dass die HIV-assoziierte Immunsuppression die Anfélligkeit
der Frauen fur eine Infektion mit HPV erhoht, oder den Verlauf einer bereits bestehenden
HPV-Infektion veréndert (108). Die Ergebnisse von La Ruche et al 1998 bestétigen diesen
Zusammenhang: Frauen, die sowohl mit HIV, als auch mit HPV infiziert waren, hatten ein
viel groleres Risiko fir Prédkanzerosen des Plattenepithels (SIL, squamous intraepithelial
lesion) als Frauen, die entweder mit HPV oder mit HIV infiziert waren (109). Da die HIV-
Infektion mit einer Immunsuppression verbunden ist, unterstreichen diese Ergebnisse die
Bedeutung des Wirtsimmunsystems bei der Kanzerogenese (105). Die Infektion mit dem

Bakterium Chlamydia trachomatis wurde ebenfalls als Risikofaktor eingeordnet (110).
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Serotyp G erhohte das Plattenepithelkarzinom-Risiko am stérksten der untersuchten
Serotypen von Chlamydia trachomatis, ndmlich um den Faktor 6,6; es folgt Serotyp B
(Faktor 4,1), Serotyp | (Faktor 3,8) und Serotyp H (Faktor 3,6) (110).

2.1.4.2.6 Bildungsniveau

Der Bildungsgrad kann ebenfalls als MaR fiir das Risiko, am Zervixkarzinom zu erkranken,
herangezogen werden: je niedriger das Bildungsniveau ist, desto haufiger treten CIN I, CIN 11
und CIN Il auf (111) und desto hoher ist die Prévalenz fir eine Infektion mit HPV (65, 112).

2.1.5 Bedeutung der Transformationszone (TZ) bei der Kanzerogenese

Der Grofteil der Zervixkarzinome entsteht in der Transformationszone (34, 48, 113). Die
Ursache dafir ist, dass dort Metaplasie stattfindet: das Plattenepithel der Ektozervix ersetzt
das Zylinderepithel der Endozervix (4, 34). Regionen, in denen Metaplasie auftritt, sind
Prédilektionsstellen fir die Entstehung von Karzinomen (34, 114). AuBerdem sind in der
Transformationszone Basalzellen leicht fiir Humane Papillomaviren, die der entscheidende
Faktor bei der Kanzerogenese sind, zuganglich (115). Jedoch lasst die Tatsache, dass nur ein
Kleiner Teil der HPV-Infizierten ein Zervixkarzinom entwickelt und der lange Zeitraum
zwischen Erstinfektion mit HPV und Auftreten des Karzinoms, sowie das gehéufte
Vorkommen von Zervixkarzinomen bei Aids-Patientinnen darauf schlieBen, dass es
Kofaktoren geben muss, die vor allem immunologischer Natur sind (116). Tats&chlich wurde
in der Transformationszone im Vergleich zur Ektozervix ein hoéheres Vorkommen der
immunsupprimierenden Zytokine IL-10 und TGF-B1 und eine geringere Dichte der Antigen-

prasentierenden Langerhans-Zellen nachgewiesen (115, 116).
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2.1.5.1 Verschiebung der Transformationszone (TZ)

Die Transformationszone verschiebt sich im Leben einer Frau (4). Grundséatzlich verschiebt
sie sich mit zunehmendem Alter Richtung Endozervix: So liegt sie bei Frauen unter 25 Jahren
zu 94% exozervikal, was bei Frauen, die alter als 64 Jahre alt sind, nur bei 2% der Félle
zutrifft (106). Betrachtet man die Lageveranderung zu verschiedenen Lebensphasen der Frau
genauer, so ist Folgendes festzuhalten: Beim Fo6tus liegt in Folge der mutterlichen Hormone,
die zu einer vermehrten Proliferation von Zylinderepithel fuhren, Ektopie (Ausdehnung des
endozervikalen Zylinderepithels auf die Exozervix) (117) vor, wohingegen die
Transformationszone beim Kind wegen des Fehlens der mdtterlichen Hormone und der noch
fehlenden eigenen Ostrogene endozervikal liegt (47). Mit zunehmendem Alter befindet sie
sich immer haufiger auf der Exozervix: bei 9-11 Jahrigen ist dies bei 10% der Fall, bei 21 bis
23 Jahrigen dagegen bei 90% (47). Ursachlich dafur ist, dass der Corpus uteri unter Einfluss
der mit der Pubertét einsetzenden hormonellen Umstellung wachst, wegen der anatomischen
Gegebenheiten kann dies nur nach unten und auf3en stattfinden, was dazu flhrt, dass vorher
endozervikales Zylinderepithel nun auf der Exozervix liegt (47). Aulerdem kommt es
wéhrend der ersten Periode zu einem Absinken des vaginalen pH-Wertes, was Metaplasie
induziert (47). Die hormonelle Situation wahrend der Schwangerschaft fihrt durch
Hyperplasie des Zylinderepithels zu einer Verschiebung von endozervikalem Epithel auf die
Exozervix (47). In der Menopause verschiebt sich die Transformationszone wieder nach
endozervikal (47). Allerdings fuhren nicht nur Hormone zu Metaplasie, sondern auch sexuelle
Aktivitat; so ist bei sexuell aktiven Frauen im Vergleich zu sexuell inaktiven mehr Metaplasie
zu beobachten (47). Eine mogliche Erklarung dafiir ist, dass das ménnliche Ejakulat mit
seinem niedrigen pH-Wert immunsuppressiv - wirkt, wodurch sexuell (bertragbare
Krankheiten voran schreiten kénnen (47). Interessant ist auch, dass die Tatsache, ob eine Frau
Kinder geboren hat, einen Einfluss auf die Lage der Transformationszone hat: so ist sie bei
29% der 45 Jahrigen, die kein Kind auf die Welt gebracht haben, auf der Exozervix
lokalisiert, was bei 71% der 45 Jahrigen mit 4 oder mehr Kindern der Fall ist (106). Dies wird
zum einen durch den mechanischen Effekt erklart, den Geburten auf die Zervix haben, zum

anderen durch die hormonelle Veranderungen wahrend der Schwangerschaft (106).
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Abbildung 10 (106): Sichtbarkeit der Transformationszone
(women with visible transformation zone) in Abhangigkeit von Alter (Age) und Anzahl der
Geburten (Number of livebirths)
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Abbildung 11 (118) S.330: Altersabhéngige Lokalisation der Transformationszone

a) in der Pubertéat b) beim Einsetzen der Geschlechtsreife c) postmenopausal
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2.1.6 Klassifikation der Dysplasien der Zervix

2.1.6.1 Prékanzerosen der Zervix

2.1.6.1.1 Prékanzerosen des Plattenepithels:
Zervikale intraepitheliale Neoplasie (CIN)

(squamous intraepithelial lesion (SIL))

Unter dem Begriff zervikale intraepitheliale Neoplasie versteht man zahlreiche Atypien des
Plattenepithels der Zervix, die mit einem gesteigerten Risiko flr die spatere Entwicklung
eines Carcinoma in situ einhergehen (119). Die Lé&sionen werden bezogen auf das Ausmal
der Differenzierung in 3 Grade eingeteilt (119):

CIN I: leichte Dysplasie, hochstes MaR der Differenzierung

CIN I1: mittelschwere Dysplasie, weniger differenziert

CIN I11: schwere Dysplasie und Carcinoma in situ, geringstes MaR der Differenzierung
(119-121)

Allen 3 Dysplasie-Graden gemeinsam ist ihr abnormales Epithel, in dem Zellorganisation und
Zellreifung gestort sind und sowohl die Kerne, als auch das Zytoplasma von der Norm
abweichen (121). Die histologischen Kennzeichen einer zervikalen intraepithelialen Neoplasie
sind Kernanomalien, Veranderungen die Zellreifung betreffend und das Vorliegen von
mitotischer Aktivitét (122, 123).

Kernanomalien: auftretende Kernatypien sind Vergrollerung, verstarkte Anfarbbarkeit,
Chromatin-Verklumpung und Unregelméligkeiten in GroRe und Form (124, 125).
Verantwortlich dafur wird in erster Linie die aneuploide Chromosomenzahl gemacht, die bei
zervikalen intraepithelialen Neoplasien nachgewiesen werden konnte (124, 126, 127). Der
Grad der Kernanomalien steht oft mit dem Mal} der Differenzierung in Zusammenhang, d.h.

je ausgeprégter die Kernanomalien sind, desto weniger Differenzierung liegt vor (124, 125).

Zellreifung/Differenzierung: bei der Zervix werden Zellreifung und Differenzierung haufig
gleichbedeutend verwendet (123, 124). Wenn Plattenepithelzellen reifen, nimmt das Kern-zu-
Zytoplasma-Verhéltnis zur Epitheloberflache hin ab, somit ist in den Zellen, die n&her an der
Oberflache liegen, das Zytoplasma das dominierende Kompartiment (123). Bei der
Klassifizierung der CIN ist entscheidend, wie groRR der Anteil des differenzierten Epithels am
Gesamtepithel ist (124, 125).
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Mitotische Aktivitat: Im normalen Plattenepithel der Zervix liegt nur eine geringe mitotische
Aktivitat vor, die vor allem in den parabasalen-und basalen Zellschichten stattfindet (128). Es
konnte gezeigt werden, dass die Mitosefrequenz mit zunehmendem Grad der Dysplasie

ansteigt (129). Tabelle 2 fasst die histologischen Kennzeichen zusammen.

1. Thifferentiation {maturation, stratification)
(8] Present or absent
(b} Propartion of epithelium showing differentiation

I, Muclesr abnormalities
(a) Nucleus: evteplasm mtio
(b Hyperchromasia
{¢) Muclear plecmorphism and anischarvesis

3. Mivotle sctivity
(&) Mumber of mitotic figures
(k) Height in epithelium
(e} Abmormal configuratons

Tabelle 2 (124) S. 270: Histologische Kennzeichen der CIN

Mit Bezug auf die genannten allgemeinen Kriterien, weisen die verschiedenen Grade der
zervikalen intraepithelialen Neoplasien folgende histologische Kennzeichen auf:

Die geringste histologische Veranderung, die vorhanden sein muss, um CIN | diagnostizieren
zu konnen, ist das Auftreten von Kernanomlien (geringer Grad von nukledrem
Pleomorphismus, Anstieg der Kern-zu-Plasma-Relation, VergroRerung des Kerns, verstarkte
Anfarbbarkeit) im gesamten Epithel (130). Die Kernanomalien sind gering und vor allem im
basalen Drittel (124, 125). Zellreifung liegt in den oberen zwei Dritteln des Epithels vor

(120, 123-125, 131). Mitosefiguren sind vorhanden, jedoch in geringer Zahl und auf das
basale Epitheldrittel begrenzt, abnormale Mitosefiguren sind selten (124, 125).

Auch bei CIN Il werden im gesamten Epithel Kernatypien nachgewiesen, die jedoch massiver
sind als bei CIN I und sich nicht mehr nur in erster Linie im basalen Drittel befinden
(123-125). Zellreifung ist nur noch in der oberen Epithelhdlfte vorhanden (124, 125).
Mitosefiguren finden sich in den unteren zwei Dritteln des Epithels und sind nicht selten
abnormal (120, 124, 125).

Im CIN IlI-Stadium finden sich wieder im gesamten Epithel Kernatypien (125), deren
Ausmal ist jedoch stéarker als bei CIN 1 und Il (123). Zellreifung ist entweder iberhaupt nicht
mehr vorhanden oder auf das obere Drittel begrenzt (124, 125). Mitosefiguren konnen

zahlreich vorhanden sein und verteilen sich Uber das gesamte Epithel, wobei abnormale
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Formen h&ufig sind (124, 125). Dass die Zahl der Mitosen mit steigendem CIN-Grad
zunimmt, konnten Van Leeuwen et al. zeigen; so stieg der Mitose-Index von 3 bei CIN | Gber
4 bei CIN 11 zu 9 bei CIN 111 an (132). AuBerdem konnten sie nachweisen, dass die Zahl der
normalen Mitose-Figuren mit zunehmendem Grad der CIN signifikant abnahm, wohingegen
abnormale Mitosefiguren mit zunehmendem CIN-Grad signifikant haufiger anzutreffen waren
(132). Pathologen konnen oft nur schwer zwischen CIN | und CIN Il unterscheiden,
weswegen empfohlen wird, die zervikalen intraepithelialen Neoplasien nicht mehr in drei
Kategorien einzuordnen, sondern nur noch zwischen einem niedrigen (momentan CIN | und
CIN 1) und einem hohen Grad der Dysplasie (momentan CIN II) zu differenzieren

(119, 133, 134).

2.1.6.1.2 Prékanzerosen des Driisenepithels:
Zervikoglandulare intraepitheliale Neoplasie (CGIN)
(cervical glandular intraepithelial Neoplasia (CGIN))

Die WHO teilt Prékanzerosen des Drisenepithels in endozervikale glanduldre Dysplasien
(endocervical glandular dysplasia, EGD) und in Adenokarzinom in situ (adenocarcinoma in
situ, AIS) ein (135, 136). Im United Kingdom wird hingegen eine andere Terminologie
verwendet: zervikoglandulére intraepitheliale Neoplasie (cervical glandular intraepithelial
neoplasia, CGIN) (135, 136). Man unterscheidet zwischen einem niedrigen (low grade CGIN,
LCGIN) und einem hohen Grad der Dysplasie (high grade CGIN, HCGIN) (135-137). Dabei
entsprechen HCGIN und LCGIN AIS und EGD (135). CGIN kommen viel seltener vor als
CIN (138). Histologische Kennzeichen:

Beim Vorliegen einer CGIN sind sowohl Verdnderungen in den oberflachlicheren
Epithelschichten, als auch in den tieferen Schichten zu beobachten und der Ubergang
zwischen normalem und atypischem Zylinderepithel ist immer abrupt (135, 138). Die CGIN
stellt sich zum einen durch strukturelle, zum anderen durch zytologische Merkmale dar
(136-138).

Strukturelle Merkmale: die Driisen stehen enger zusammen, sind verzweigter, bilden Knospen
und haben ein sieb&hnliches Muster (136).

Zytologische Merkmale: KernvergroRerung, verstarkte Anfarbbarkeit, erhohte Mitoserate,
manchmal abnormale Mitosen, wenig oder kein zytoplasmatisches Muzin mehr und erhohte
Kern-zu-Zytoplasma-Rate (135, 136, 138).
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2.1.6.2 Maligne Tumore der Zervix

Fast drei Viertel aller Zervixkarzinome sind Plattenepithelkarzinome (139). Adenokarzinome
und adenosquamose Karzinome machen 10-15% aus, ebenso wie Zervixkarzinome mit
anderer oder ohne spezifische Histologie (139). Tabelle 3 gibt einen Uberblick tber die
histologische Klassifikation aller Tumore der Zervix laut WHO.

Epithelial tumours Neuroendocrine tumours
Squamous tumours and precursors Carcinoid B240/3
Squamous cell carcinoma, not otherwise specified 8070/3 Atypical carcinoid B249/3
Keratinizing 80713 Small cell carcinoma B041/3
Non-keratinizing 80723 Large cell neuroendocrine carcinoma 80133
Basaloid B0B3/3 Undifferentiated carcinoma BO20/3
Verrucous 805173
Warty BO51/3 Mesenchymal tumours and tumour-like conditions
Papillary B052/3 Leiomyosarcoma 8890/3
Lymphoepithelioma-like BOB2/3 Endometrioid stromal sarcoma, low grade 89313
Squammransmnna! B120/3 Undifferentiated endocervical sarcoma 88053
Earl\r |mlasma [mi ) cell i BOTE3 Sarcoma botryoides B310/3
q ithelial | Alveolar soft part sarcoma 9581/3
Cﬁmca[ mT.raepullleIlal neoplasia (CIN} 3/  8077/2 Angiosarcoma 91203
squamous cell carcinoma in situ 8070/2 Malignant peripheral nerve sheath tumour 954003
Benign squamaous cell lesions Leiomyoma B690/0
Condyloma acuminatum Genital rhabdomyoma 8905/0
Squamous papilloma 8052/0 Postoperative spindle cell nodule
Fibroepithelial polyp
Glandular tumours and precursors Mixed epithelial and mesenchymal tumours
Adenocarcinoma 8140/3 Carcinosarcoma (malignant millerian mixed tumour;
Muginous adenocarcinoma 8480/3 metaplastic carcinoma) B9BO/3
Endocervical B482/3 Adenosarcoma Ba33/3
Intestinal Blaq/3 Wilms tumour B960/3
Signat-ring cell 8490/3 Adenofibroma 8013/0
Minimal deviation 8480/3 Adenomyoma B932/0
Villoglandular 82623
Endometrioid adenocarcinoma 838073 Melanocytic tumours
Clear cell adenocarcinoma 831013 Malignant melanoma B720/3
Serous adenocarcinoma 844113 Blue nagvus a780/0
Mesonephric adenocarcinoma 911013
Early invasive adenocarcinoma B14073 Miscellaneous tumours
Adenocarcinoma in situ 814072 Tumours of germ cell type
Glandular dysplasia Yolk sac tumour 907113
Benign glandular lesions Dermoid cyst 2084/0
Millerian papilloma Mature cystic teratoma 3080/0
Endocervical polyp
Other epithelial tumours Lymphoid and haematopoetic tumours
Adenosguamous carcinoma 85603 Malignant lymphoma (specify type)
Glassy cell carcinoma variant 801513 Leukaemia [specify type)
Adenoid cystic carcinoma 820043
Adenoid basal carcinoma B098/3 Secondary tumours
' Marphal code of the i Classification of Diseases for Oncology ilcn 0] faz1} and lha Syslamahzm Nomenclature of Medicine {htipfsnomead.org).
Behaviour is coded /0 for benign wmours, /2 for in silu carci and grade 3 fato tumaurs, and /1 for borderline or uncertsin behaviour.
* Intraepithelial neoplasia does not have & generic code in ICD-0. ICD-0 codes are only available for Ic-smns ized 85 halial lasia grade 3 (e.g.

cervical intraepithelial neoplasia 3] = 8077/2, squamous cell carcinoma in situ = B070/2, glandular intraepithalial nsnplasw grade 3 = 8148/2 and adenacarcinoma in situ = B140/2.

Tabelle 3 (140) S. 260: Histologische Klassifikation der Tumore der Cervix uteri nach der
WHO
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2.1.6.2.1 Plattenepithelkarzinom

Ein Plattenepithelkarzinom ist definiert als ein invasives Karzinom, das aus
Plattenepithelzellen mit verschiedenen Graden der Differenzierung besteht (140). Die WHO
unterscheidet folgende Typen des Plattenepithelkarzinoms: verhornt, nicht verhornt, basaloid,
verrukds, kondylomatos, papillar, lymphoepitheliomartig und ,,squamotransitional” (140). Am
héaufigsten sind die verhornte und die nicht verhornte Form (141).

Histologische Kennzeichen:

Verhornte Plattenepithelkarzinome sind durch gut differenzierte Plattenepithelzellen
charakterisiert, die in Nestern oder schnurartig angeordnet sind und groRe Unterschiede
hinsichtlich GroRe und Anordnung aufweisen (142). AufRerdem sind Hornperlen zu erkennen,
schon eine einzige ist ausreichend um ein Karzinom als verhornt zu bezeichnen (142). Die
Perlen bestehen aus Gruppierungen von Plattenepithelzellen, die einen Verhornungsprozess
durchlaufen haben und sind in konzentrischen Nestern angeordnet (142). Die neoplastischen
Plattenepithelzellen, die keine Hornperlen bilden, haben haufig viel eosinophiles Zytoplasma
und auffallige Interzellularbriicken (142). Die Zellkerne sind oft vergroRRert, aber
Mitosefiguren sind eher selten (142). Unverhornte Plattenepithelzellen sind gekennzeichnet
durch  Nester aus neoplastischen  Plattenepithelzellen, die h&ufig einzelne
Verhornungsprozesse durchlaufen, aber keine Hornperlen bilden (142). Die Zellgrenzen sind
relativ unklar (142). Die Zellkerne sind rund bis oval und weisen verklumptes Chromatin auf
(142). Mitosefiguren sind haufig zu erkennen (142).

Grading:

Man unterscheidet zwischen gut differenziert (Grad 1), maRig differenziert (Grad 2) und
schlecht differenziert (Grad 3) (142). Die meisten Plattenepithelkarzinome werden Grad 2
zugeordnet, gefolgt von Grad 3 und Grad 1 (142).
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2.1.6.2.2 Adenokarzinom

Ein Adenokarzinom weist eine drisenartige Differenzierung auf (140). Beim Adenokarzinom
werden laut WHO folgende Arten unterschieden: muzindses, endometrioides, klarzelliges,
serdses und mesonephrisches Adenokarzinom (140). Am hé&ufigsten sind das muzindse
Adenokarzinom (57%), danach folgen die endometrioide (30%) und die klarzellige Form
(4%), sowie die anderen Subtypen (141). Beim muzindsen Adenokarzinom enthalten
mindestens einige der Zellen eine maRige bis grole Menge intrazytoplasmatisches Muzin, es
kénnen folgende Untergruppen gebildet werden: Endozervikales und intestinales
Adenokarzinom, Siegelringzellkarzinom, Minimal-Deviation-Adenokarzinom und
villoglandulares Karzinom (140). Das endozervikale Adenokarzinom ist die hdufigste Form
(136). Histologische Kennzeichen:

endozervikale Adenokarzinome bestehen aus Zellen mit basal gelegenen Zellkernen und
Muzin-haltigem Zytoplasma (142). Sie sind gut bis méaRig differenziert und sind in
komplexen, drisenartigen Mustern angeordnet, die die tunnelartige Konfiguration der
normalen endozervikalen Mukosa nachahmen (142). Die Zellen sind typischerweise
geschichtet und erhebliche Kernatypien (KerngréRenvariationen, grob verklumptes
Chromatin, markante Nukleoli) sind méglich (142). Ublicherweise sind Mitosen haufig und
grolRe Mengen von Muzin, das Seen oder Teiche bildet, konnen im Stroma gefunden werden
(142). In weniger differenzierten Tumoren enthalten die Zellen weniger Zytoplasma aber

zeigen normalerweise immer noch drisige Strukturen (142).
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2.1.7 Kanzerogenese

2.1.7.1 Karzinomentwicklung ber Vorstufen

Zervixkarzinome entwickeln sich aus Vorstufen (143, 144). Die pramalignen Verénderungen
reichen von CIN 1 (leichte Dysplasie) iber CIN Il (mittelschwere Dysplasie) bis zu CIN 11l

(schwere Dysplasie) (144, 145). Am Ende dieser mehrschrittigen Pathogenese, die bis zu 20
Jahre dauern kann, steht das invasive Karzinom (95, 146). Es ist aber bei weitem nicht so,
dass sich zwangslaufig jede CIN I zu einer CIN Il entwickelt, aus der wiederum eine CIN Il11
wird und am Ende schlieRlich das invasive Karzinom steht. Ostor fasste 1993 die bis dahin
vorhandene Literatur ab 1950 bezlglich Regression, Persistenz und Progression der
zervikalen intraepithelialen Neoplasien zusammen und kam zu folgendem Ergebnis: bei einer
CIN I liegt die Regressionsrate bei 60%, die Persistenzrate bei 30%, die Progressionsrate zu
CIN 111 bei 10% und die Progressionsrate zum invasiven Karzinom bei 1% (147). Beziglich
einer CIN Il ist die Verteilung folgendermallen: Regression: 40%, Persistenz 40%,
Progression zu CIN HI: 20%, Progression zum invasiven Karzinom: 5% (147). Die
Wahrscheinlichkeit der Regression einer CIN 11 liegt bei 32% und die der Progression zum

invasiven Karzinom ist hoher als 12% (147).

Regression Persistenz Progression zum | Progression zum
in situ Karzinom | invasiven
Karzinom
CIN 1 57% 32% 11% 1%
CIN I 43% 35% 22% 5%
CIN 111 32% 56% - 12%

Tabelle 4 modifiziert nach (147): Naturlicher Verlauf einer CIN, Zusammenfassung
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3. Fragestellung

Humane Papillomaviren kénnen aufgrund ihrer geringen GenomgroéfRe nicht alle Funktionen,
die fur ihre Replikation notwendig sind, selbst kodieren (7) und sind somit zur Replikation auf
eine Wirtszelle angewiesen (7). Die Viren gelangen durch Mikrotraumen, die beim
Geschlechtsverkehr entstehen, in die Wirtszelle (8, 34, 76, 78). Wenn die infizierte
Keratinozyte beginnt, sich zu differenzieren, werden alle viralen Gene stark exprimiert, auch
E6 und E7 (8). Das E6-Onkoprotein kann an p53 binden (9, 10) und stimuliert dadurch den
Abbau von p53 durch das Ubiquitin-abhéngige Proteasesystem (11). Die Bindung von E6 an
p53 wird durch einen zellularen Kofaktor, E6-AP (E6-associated protein, E6-assoziiertes
Protein) vermittelt (148, 149). E6 bindet an E6-AP, der entstehende Komplex dient als E3-
Ubiquitin-Protein-Ligase (150, 151). p53 ist ein Tumorsuppressor (12), d.h. im Fall von
DNA-Schéden oder anderen Arten von Stress wie Hitzeschock oder Hypoxie ist p53 dafiir
verantwortlich, entweder das Voranschreiten des Zellzyklus zu unterbrechen, indem es zu
einem Zell-Zyklus-Arrest in der G1-Phase fiihrt (13, 14), DNA-Reparatur-Mechanismen zu
aktivieren (15), oder die Apoptose, den programmierten Zelltod, einzuleiten (12, 16, 17).
Unter normalen Bedingungen wird p53 eng durch MDM2, das an p53 bindet und als
Ubiquitin-Protein-Ligase agiert, Uber eine autoregulatorische Rickkopplungsschleife
kontrolliert (12, 16, 18). Das E7-Onkoprotein fiihrt zum Abbau von pRB uber den Ubiquitin-
Proteasom-Weg (19). Das Retinoblastomprotein (pRb) ist ebenfalls ein Tumorsuppressor-
Protein (20-23). Durch die Inaktivierung von pRb durch E7 kommt es zu einer
Uberexpression von p16 (25, 26). Daher dient der immunhistochemische Nachweis von p16
als Marker fur HPV-assoziierte dysplastische und maligne zervikale Léasionen (27, 28).
Galektin-3 ist u.a. an der Tumormetastasierung beteiligt, indem es die Angiogenese induziert,
an ol-und PB1-Integrin bindet und deren Expression hochreguliert (29-31). AuRerdem
beeinflusst Galektin-3 die gegen den Tumor gerichtete Immunantwort: Galektin-3 induziert
die T-Zell-Apoptose und schrankt die T-Zell-Rezeptor vermittelte Signaltransduktion durch
Bildung von Komplexen mit auf dem T-Zell-Rezeptor vorhandenen Glykanen ein

(29, 32, 33).

Daher war das Ziel dieser Arbeit, die Rolle von E6-Onkoprotein, p53, einer mutierten Form
von p53, pl6, MDM2 und Galektin-3 beim Zervixkarzinom zu untersuchen. Dies geschah

mittels Immunhistochemie.
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Urspriinglich sollte das E7-Onkoprotein ebenfalls in die Untersuchungen mit einbezogen
werden. Allerdings musste darauf letztendlich verzichtet werden, da zwar ein
immunhistochemisches Farbeprotokoll flr den E7-Antikdrper der Firma Chemicon

(Nr. MAB 8680, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) erarbeitet werden konnte, welches
zu spezifischen Férbeergebnissen fuhrte, aber die Produktion des betreffenden Antikorpers
eingestellt wurde und kein adaquater Ersatz gefunden werden konnte. Alle anderen getesteten

E7-Antikorper fuhrten zu inakzeptablen Féarbeergebnissen.

4. Patientenkollektiv, Material und Methoden
4.1 Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv bestand aus insgesamt 250 Patientinnen, allerdings konnten nur 248
der 250 Tumorgewebe analysiert werden. Die Gewebeproben wurden im Rahmen des
aufgrund eines Zervixkarzinoms an der Klinik und Poliklinik fir Frauenheilkunde und
Geburtshilfe  Campus  Innenstadt der  Ludwig-Maximilians-Universitdt ~ Munchen
durchgefiihrten operativen Eingriffes gewonnen. Die Patientinnen diese Kollektivs unterzogen
sich der Operation in den Jahren 1993 bis 2002. Die pathologische Bewertung erfolgte durch
das histopathologische Labor der Klinik und Poliklinik fur Frauenheilkunde und Geburtshilfe
Campus Innenstadt der Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen. Tabelle 5 gibt Auskunft
uber die klinischen Daten der Patientinnen.
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Anzahl/Gesamtzahl

%

Alter bei

Diagnosestellung/Jahre

<50 143/248 58
>50 105/248 42
Anzahl positiver Lymphknoten

0 149/248 60
1-4 97/248 39
NV 2/248 1
Tumorgréfle / cm

<2 111/248 45
2-4 128/248 52
>4 9/248 3
Tumorgrading

I 20/248 8
I 141/248 57
i 78/248 31
NV 9/248 4
Tumor-Subtyp

Plattenepithelkarzinom 199/248 80
Adenokarzinom 49/248 20
Progression

(nach 236 Monaten)

keine 190/248 77
mindestens eine 58/248 23
Uberleben

(nach 236 Monaten)

am Leben 210/248 85
tot 38/248 15

Tabelle 5: klinische Merkmale des Patientenkollektivs; NV: nicht verflgbar
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4.2 Materialien
4.2.1 Geréate

- Brutschrank: Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland
- Dampf-Kochtopf vitafit®: Fissler GmbH, Idar-Oberstein, Deutschland
- Farbeautomat: Ventana BenchMark XT: Roche, Mannheim, Germany
- Inkubationské&sten: Eigenproduktion der ehemalige Klinikwerkstatt
- Kamera: 3 CCD KY-F55B, JVC: JVCKENWOOD Deutschland GmbH, Bad Vilbel,
Deutschland
- Kochplatte: THL 2597: Rommelsbacher ElektroHausgerdte GmbH, Dinkelsbuhl,
Deutschland
- Kihlschrank: Bosch GmbH, Gerlingen-Schillerhéhe, Deutschland
- Kivetten und Férbegestelle: Klvetten: Paul Marienfeld GmbH & Co.KG,
Lauda Konigshofen, Deutschland
Farbegestelle: DURAN Productions GmbH & Co.KG,
Mainz, Deutschland
- Mikroskop: Leitz Diaplan: Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland
- Pipetten: Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
- Schlittenmikrotom: Hn40, Reichert-Jung: Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland
- Vortex-Schiittler: Vortex Genie 2™, Bender und Hobein, Ziirich, Schweiz
- Waage: Kern S72: Kern & Sohn, Balingen-Frommern, Deutschland
- Wasserbad: Medax GmbH & Co. KG, Neumtinster, Deutschland
- Zentrifuge: minispin, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
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4.2.2 VVerbrauchsmaterialien

- Agua dest.: Friedrich Noll, Destilliertes Wasser fir alle Zwecke, Miinchen, Deutschland
- Citronensdure: 0,1 M, Merck#244: Merck 1.00244.0500, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland
- Deckgléser: Thermo Scientific, Menzel-Glaser, Gerhard Menzel GmbH & Co. KG,
Braunschweig, Deutschland
- Detektionssysteme: VECTASTAIN Elite ABC Kit Rabbit IgG, Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA
VECTASTAIN Elite ABC Kit Mouse IgG, Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA
ZytoChem-Plus HRP Polymer- Kit, Zytomed Systems GmbH,
Berlin, Deutschland
- Ethanol: 50%: Apotheke Innenstadt Uni-Minchen, Minchen, Deutschland
70%: CLN GmbH Chemikalien, Laborbedarf, Niederhummel, Deutschland
96%: CLN GmbH Chemikalien, Laborbedarf, Niederhummel, Deutschland
99%: SAV Liquid Production GmbH, Flintsbach am Inn, Deutschland
- Eindeckmittel: Eukitt ®: O. Kindler GmbH, Freiburg, Deutschland
- H,0, 30%: AnalaR NORMAPUR®, VWR International GmbH,
West Chester Pennsylvania, USA
- Methanol: Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
- Na-Citrat: 0,1 M, Merck#6448: Merck 1.06448.100, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
- Objekttrager: Thermo Scientific, Menzel-Glaser, Superfrost® Plus,
Gerhard Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig, Deutschland
- PBS: Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline: Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland
- saures Hamalaun nach Mayer: Haemalaun-Ldsung sauer nach Mayer,
Waldeck GmbH & Co. KG, Minster, Deutschland
- Substrat-Chromogen-System: Dako Liquid DAB+Substrate Chromogen System,
Dako North America, Carpinteria, CA, USA
- Tween ®: Tween ® 20, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
- Xylol: Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland
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4.2.2.1 Anzusetzende Losungen

- DAB gebrauchsfertig: 1 Tropfen DAB-Chromogen pro ml Substrat-Puffer

- 3% iges H,O, in Methanol: 3ml 30% iges H,0, + 97ml Methanol

- Na-Citratpuffer (pH 6,0):
Gebrauchslésung: 18ml Lésung A + 82ml Losung B + 900ml Aqua dest.
Losung A: 21,01g 0,1 M Citronensdure (Merck #244) + 11 Aqua dest.
Losung B: 29,41g 0,1 M Na-Citrat (Merck #6448) + 11 Aqua dest.

- PBS als Waschmedium:
Gebrauchslosung: 500ml des 10fach-Konzentrats +4500ml Aqua dest.
10fach-Konzentrat: 450g NaCl + 71,659 Na,HPO4+ 13,359 KH,PO, + 500ml Aqua dest.,

pH=74

- Sekundarantikorper: Goat Anti-Mouse IgM: Biotin, polyclonal (u-chain specific),
Konzentration: 0,5 mg/ml, Firma: Linaris Biologische Produkte GmbH, Dossenheim,
Deutschland, Bestellnummer: ZMB 2020, Verdiinnung: 1:100 in PBS
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4.2.3 Primarantikorper

Tabelle 6 gibt einen Uberblick tiber die verwendeten Primarantikorper.

Primarantikérper | Klon Konzentration Firma Bestellnummer
Anti-HPV 16 E6+ C1P5 1,000 mg/ml Abcam, ab70
HPV 18 E6 antibody | Mouse IgG1 Cambridge,UK
monoklonal
Novocastra"™ 9C4 4,6 mg/ml Leica Biosystems, | NCL-GAL3
Lyophilized Mouse IgG1 Newcastle upon
Mouse Monoclonal monoklonal Tyne, UK
Antibody
Galectin-3
Novocastra™ 1B10 unbekannt Leica NCL-MDM2
Lyophilized Mouse IgM Biosystems,
Mouse Newcastle upon
Monoclonal Tyne, UK
Antibody
MDMZ2 Protein
Anti-Mutant Y5 0,092 mg/ml Abcam, ab32049
p53 antibody Rabbit IgG Cambridge, UK
monoklonal
Anti-p53 antibody PADb240 1,000 mg/ml Abcam, ab26
Mouse 1gG1 Cambridge, UK
kappa
monoklonal
CINtec® p16 E6H4™ 1,0 pg/ml Roche, 06695230001
Histology Mouse 1gG,, Mannheim,
monoklonal Germany

Tabelle 6 : verwendete Primarantikérper

Alle Antikorper auBer Anti pl6 wurden per Hand gefarbt. Die Anti-pl6-Farbung erfolgte
vollautomatisiert mit dem Farbeautomaten Ventana BenchMark XT am Pathologischen
Institut der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen. Die genauen Abl&ufe der manuellen
Farbungen fur die jeweiligen Antikérper werden im Folgenden erklart.
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4.3. Methoden

4.3.1 Immunhistochemie

4.3.1.1 Definition Immunhistochemie

Unter Immunhistochemie versteht man ein Verfahren, bei dem Proteine mit spezifischen
monoklonalen oder polyklonalen Antikorpern, sowie einem Detektionssystem markiert
werden (152, 153). Dadurch wird im Lichtmikroskop sichtbar, ob und wo in dem
begutachteten Gewebe das gesuchte Protein existiert (153). Zu Beginn konnte mit den damals
vorhandenen Antikorpern nur frisches Material gefarbt werden, da die aktuell industriell
hergestellten Antikorper paraffingangig sind, konnen diese in der Routinediagnostik

angewendet werden (153).

4.3.1.2 Definition Antikorper

Antikorper sind Abwehrstoffe, die von B-Lymphozyten und Plasmazellen als Reaktion auf
das Eindringen von Antigenen gebildet werden (154). Sie sind EiweiRkorper, die zur Fraktion
der Immunglobuline gezahlt werden und kdnnen eine spezifische Bindung mit einem Antigen
bilden (154). Unterschieden werden die Immunglobulinklassen 1gG, M, A, D und E (154).
Die am haufigsten zur Diagnostik verwendeten Antikdrper sind 1gG-Antikorper (154). Das
IgG-Molekil setzt sich aus zwei langen und zwei kurzen Polypeptidketten zusammen, die
tber Disulfidbricken verbunden sind (154). Die langen Ketten werden auch als H-Ketten
(heavy), die kurzen Ketten als L-Ketten (light) bezeichnet (154). AulRerdem spricht man von
den Fab-Stucken (,,ab* steht fur antigenbindend), an deren Enden die fur das jeweilige
Antigen spezifischen Antigen-Bindungsstellen liegen und von dem Fc-Stiicke (,,c*“ steht fur
constant) (154).

Antigen-Bindungsstellen

Abbildung 12 (154) S.1: ii
Schematische Darstellung Fab L-Kette
eines 1gG-Molekiils

Fe

H-Kette
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4.3.1.3 Vorbereitung des immunhistochemisch zu farbenden Gewebes

Gewebe, das aus dem Korper im Rahmen der Tumorresektion entfernt wurde, muss
unverzuglich fixiert werden, weil es sonst durch korpereigene Fermente autolysiert werden
wirde (155). Durch die Fixation erreicht man den Stillstand der Enzymaktivitat (155). Zur
Fixierung dient 4% iges neutral gepuffertes Formalin (155). Nach der Fixation wird das
Gewebe eingebettet, was in einem Automaten stattfindet (155). Dabei wird es mit einem
zunachst flissigen Stoff, der spéater zu einer festen Masse wird, z.B. Paraffin, getrankt (155).
Das Paraffin lagert sich dort an, wo Wasser ist, welches im Zuge des Einbettens entfernt wird
(155). Das mit Paraffin getrankte Gewebe wird anschlielend mit fliissigem Paraffin zu einem
Block gegossen (155). Der erkaltete Block wird vor dem Schneiden im Gefrierfach gekihlt
(155). Mit dem Schlittenmikrotom werden dann 2-3 um diinne Gewebsschnitte vom Block
abgetragen (155). Die Schnitte werden in einem Wasserbad (ca.40 °C) gestreckt und auf fur
Immunhistochemie beschichtete (positive Ladung erzielt bessere Haftung der Schnitte)
Objekttrager aufgezogen (155). Um eine gute Haftung der Schnitte zu erzielen, werden die
Objekttrager nach dem Aufziehen tber Nacht bei 56-58 °C im Brutschrank gelagert (155).

4.3.1.4 Prinzipieller Ablauf einer immunhistochemischen Féarbung

Eine immunhistochemische Féarbung beruht darauf, dass ein Primarantikdrper an ein Antigen

bindet, was dann durch verschiedene Detektionsverfahren ersichtlich gemacht wird (155).

1. Vorbehandlung: Zum Herauslosen des Paraffins aus dem Gewebe dient Xylol, welches
dann ein einer absteigenden Alkoholreihe, bestehend aus unterschiedlich konzentrierten
Ethanolen, entfernt wird (155). Zwischen den absoluten Alkoholen werden durch 3% iges
H,0; in Methanol die im Gewebe vorhandenen endogenen Peroxidasen inaktiviert (155). Das
ist notwendig, weil sie zu unspezifisch positiven Ergebnissen fiihren konnen (155). Nachdem
die Schnitte die absteigende Alkoholreihe durchlaufen haben, werden sie zur Entfernung von
Ethanolresten in Aqua dest. geschwenkt (155). Nun erfolgt die Antigendemaskierung, die
notwendig ist, um bestimmte Antigene darstellen zu koénnen (155). Die Demaskierung
ermoglicht es Antikorpern, vorher durch Aldehydvernetzung (Fixierung) maskierte Epitope
zu erkennen (155). Die Antigendemaskierung erfolgt z.B. durch Hitzevorbehandlung (155).

Durch das Kochen der Schnitte in einer kalziumprazipitierenden Losung (Citratpuffer) wird
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die durch die Fixierung mit Formalin entstandene Proteinvernetzung wieder geldst (155). Eine
andere Methode zur Antigendemaskierung ist die proteolytische Vorbehandlung mit Enzymen
wie Protease, Trypsin und Proteinase K (155).

Jetzt findet die eigentliche Farbung statt (155). Die Farbung wird in feuchten Kammern
durchgefihrt, um ein Austrocknen der Schnitte zu verhindern (155). Die Farbeprotokolle

unterscheiden sich je nach Priméarantikdrper (155).

2. Blockierung der unspezifischen Bindung des Primarantikorpers: Um eine
unspezifische Anfarbung zu verhindern, séttigen Blockiermedien elektrostatische Ladung im
Gewebe ab und wirken damit der unspezifischen, hydrohoben Bindung von Immunglobulinen
an Membranen und Fettgewebe entgegen (155). Als Blockiermedien dienen z.B. die
Blockierseren aus den Detektionskits (155).

3. Inkubation des Priméarantikérpers: Welche Inkubationszeit fir den betreffenden
Antikdrper am besten ist, wird getestet (155). Gangige Zeiten liegen bei 30 bis 60 Minuten bei
Raumtemperatur oder bei 16 bis 18 Stunden Uber Nacht bei 4 °C (155). Es gibt monoklonale
und polyklonale Antikdrper (155).

4. Detektion des gebundenen Primarantikorpers: fur die Farbungen wurden zwei
Verfahren verwendet, um den an das Antigen gebundenen Primarantikdrper zu detektieren
(155).

a) ABC-Methode: (Strept) Avidin-Biotin-Complex-Methode (156)

Die Avidin-Biotin-Methode oder besser gesagt die Streptavidin-Biotin-Methode beruht auf
der starken Affinitit von Avidin bzw. Streptavidin zu Biotin, um Komplexe aus
enzymmarkierten Avidin-Biotin-Komplexen mit biotinylierten Sekundérantikérpern zu bilden
(154-156). Das Glykoprotein Avidin hat 4 Bindungsstellen fir Biotin (154, 155). Das
urspringlich verwendete Avidin wurde aus Hiihnereiwei3 gewonnen und fiihrte zum Teil zu
unspezifischen Ergebnissen (154, 155). Daher wurde es durch das gentechnisch hergestellte,
reinere Streptavidin ersetzt (154, 155). Biotin ist ein wasserldsliches Vitamin, das sich gut an

den Sekundar-Antikorper/Brickenantikorper ankoppeln lasst und dadurch die Verbindung
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zum ABC-Komplex bildet (154, 155). Als Brickenantikorper werden oft Multi-Link-
Antikorper verwendet (154, 155).

Der Ablauf der ABC-Methode ist wie folgt:

1. der Primé&rantikorper bindet an das Antigen (157)

2. der biotinylierte (mit Biotin markierte) Sekundarantikdrper bindet an den

Primarantikorper (157)

3. Reaktion zwischen dem Enzym-markierten (Strept) Avidin-Biotin-Komplex und dem
biotinylierten Sekundarantikorper (157)

Der Komplex wird so hergestellt, dass an drei der vier Bindungsstellen des Avidins ein
Biotin-Molekil gebunden wird (154, 155). Das an den Komplex gekoppelte Enzym ist
Peroxidase oder alkalische Phosphatase (154). Im Rahmen dieser Arbeit wurde Peroxidase
verwendet (155). Indem man Substrat/Chromogen hinzugibt, startet man eine enzymatische
Reaktion mit der Peroxidase (155). Im Verlauf der Reaktion kommt es an Bindungsstellen des
Primérantikdrpers zur Bildung eines Farbniederschlages, der im Lichtmikroskop zu erkennen
ist (155).

(Strept-) Avidin-

Biotin-

\ x Enzymkomplex
Briicken-

antikérper
biotinyliert

)k Primérantikorper

(Strept-) Avidin-Biotin-Complex

ABC-Methode

Abbildung 13 (156): Schematische Darstellung der ABC-Methode
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b) Zytochem-Plus HRP Polymer-Methode: HRP: Horse Radish Peroxidase (155, 158)

Die ZytoChem-Plus HRP Polymer-Kits haben gegentiber den auf dem Streptavidin-Biotin-
Prinzip beruhenden Nachweistechniken den Vorteil, dass sie die durch endogenes Biotin im
Préparat hervorgerufene Hintergrundfarbung umgehen (158). Es wird ein Enzym-Polymer
verwendet, in dem mehrere Molekile Sekundarantikérper mit mehreren Molekdilen
Meerrettich-Peroxidase (Horse Radish Peroxidase, HRP) kovalent verknipft sind (158). Das
Kit umfasst 3 Reagenzien: BlockingSolution (zur Verringerung der durch unspezifische
Bindung von Primdrantikorper oder Sekund&rantikdrper im HRP-Polymer verursachten
Hintergrundfarbung), PostBlock (Verstarkungsreagenz) und HRP-Polymer (155). Nach der
Vorbehandlung der Schnitte wird die BlockingSolution aufgetragen, dann der Primér-
antikorper (155). Nach dem Waschen der Schnitte erfolgt die Inkubation mit dem PostBlock
und nach einem weiteren Waschvorgang die Inkubation mit dem HRP-Polymer (155).
Nachdem das Uberschissige HRP-Polymer abgewaschen wurde, erfolgt die Zugabe der
Substrat/Chromogenldsung, wodurch eine enzymatische Reaktion mit der Peroxidase beginnt,
in deren Verlauf dort, wo der Priméarantikdrper gebunden hat, ein Farbniederschlag entsteht,

den man im Lichtmikroskop erkennen kann (155).

5.Chromogen: Als Chromogen wird DAB (3,3 Diaminobenzidin) verwendet, das ein braunes
Farbprodukt ergibt (155).

6. Gegenfarbung: Die Gegenfarbung wird mit saurem Hamalaun nach Mayer durchgefthrt
(155). Darunter versteht man einen basischen Farbstofflack in saurer Lésung mit einem pH-
Wert von ca. 4,5 (155). Die Kerne werden starker blau gefarbt als das Plasma (155). Das
Sdureresteentfernen und das Blduen finden in Leitungswasser statt (155).

7. Dehydrierung und Eindecken: Die Schnitte werden nach dem Blauen in einer
aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und in Xylol aufgehellt (155). Als letzter Schritt
werden die Praparate mit dem hydrophoben Eindeckmedium ,,Eukitt* eingedeckt (155).
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8. Kontrollen: Als Positivkontrolle dient Gewebe, das das Antigen sicher enthalt (155).
Indem man die Positivkontrolle den Farbedurchgang zusammen mit allen anderen Préparaten
durchlaufen lasst, kontrolliert man den Farbedurchgang auf Fehlerlosigkeit (155).
Isotypenkontrollen sind Negativkontrollen, die Aussagen tber das Hintergrundsignal des
Primarantikorpers treffen lassen, d.h. ob eine unspezifische Bindung des Primérantiktrpers
vorliegt (159). Als Isotypenkontrollen dienen Antikorper gegen ein Antigen, das nicht in den
untersuchten Zellen auftritt (159). Am besten entsprechen die Isotypenkontrollen den Arten,
der schweren Kette, der Unterklasse und der leichten Kette des Primarantikorpers (159). Zu
einer unspezifischen Bindung des Priméarantikérpers kommt es z.B. durch unspezifische Fc-
Rezeptorbindung an Zellen, unspezifische Antikorperinteraktionen mit zelluldren Proteinen

oder Autofluoreszenz der Zellen (159).

4.3.1.5 Spezielle Ablaufe der immunhistochemischen Farbungen mit den
verwendeten PrimarantikOrpern p53, p53 mutiert,
E6, MDM2, Galektin-3 und p16

Die Schnitte wurden fir 20 Minuten in Xylol entparaffiniert und danach in 99% igem Ethanol
geschwenkt. Anschlielend erfolgte die Blockierung der endogenen Peroxidase, indem die
Schnitte fr 20 Minuten in 3% igem H;O, in Methanol verblieben. Dann wurden die
Préparate in einer absteigenden Alkoholreihe bestehend aus 99% igem, 70% igem und 50%
igem Ethanol sowie Aqua dest. rehydriert. Nun erfolgte fiir die Antikorper p53, mutierte Form
von p53, E6 und MDM2 die Antigendemaskierung durch Hitzevorbehandlung. Dazu wurden
die Schnitte fur 5 Minuten in einem Na-Citratpuffer (pH 6,0) gekocht. Nach dem Kochen
wurden sie in Aqua dest. gespult. Fur Galektin-3 entfiel das Kochen, die Schnitte verblieben
in Aqua dest. Der weitere Ablauf fur p53, mutierte Form von p53 und E6 ist in Tabelle 7 zu
sehen. Verwendetes Detektionssystem: ZytoChem-Plus HRP Polymer-Kit.
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p53

p53 mutiert

E6

Waschen 2x2 min
in PBS/0,05% Tween

Waschen 2x2 min
in PBS

Waschen 2x2 min
in PBS

Blocking Solution

(Reagent 1) 5 min.

Blocking Solution

(Reagent 1) 5 min.

Blocking Solution

(Reagent 1) 5 min.

Abkippen der Blocking

Solution

Abkippen der Blocking

Solution

Abkippen der Blocking

Solution

Inkubation mit Primér-

Inkubation mit Primér-

Inkubation mit Primér-

Antikdrper Antikdrper Antikorper

1:200 in PBS 1:100 in PBS 1:150 in PBS
16h/4°C 16h/4°C 1h/Raumtemperatur
Waschen 2x2 min Waschen 2x2 min Waschen 2x2 min
in PBS/0,05% Tween in PBS in PBS

Post Block Post Block Post Block
(Reagent 2) (Reagent 2) (Reagent 2)

20 min 20 min 20 min

Waschen 2x2 min Waschen 2x2 min Waschen 2x2 min
in PBS/0,05% Tween in PBS in PBS
HRP-Polymer HRP-Polymer HRP-Polymer
(Reagent 3) (Reagent 3) (Reagent 3)

30 min 30 min 30 min

Waschen 2x2 min Waschen 2x2 min Waschen 2x2 min
in PBS in PBS in PBS
Substratfarbung mit DAB Substratfarbung mit DAB Substratfarbung mit DAB
(gebrauchsfertig) (gebrauchsfertig) (gebrauchsfertig)

1 min 1 min 1 min

Tabelle 7: Farbeprotokoll fur die Primarantikorper p53, mutierte Form von p53 und E6

Nach der Substratfarbung wurden die Schnitte zum Stoppen der Farbreaktion 2x2 min in
Aqua dest. gewaschen. Dann erfolgte die Gegenfarbung fir 2 min in saurem Hamalaun nach
Mayer, das Blauen in Leitungswasser (5 min), die Dehydrierung in der aufsteigenden
Alkoholreihe (Ethanol 70%, 96%, 99%) bis Xylol und das luftdichte Eindecken mit ,,Eukitt®.

Den weiteren Féarbevorgang flr den Primarantikbrper MDM2 nach dem Kochen und fir den

Primarantikdrper Galektin-3 stellt Tabelle 8 dar.

44




Verwendetes Detektionssystem fir MDM: Goat- anti-Mouse IgM biotinyliert (Firma Linaris)
in Kombination mit Blockierserum und ABC-
Reagenz aus Vectastain Elite ABC Kit,Rabbit IgG

Verwendetes Detektionssystem fiir Galektin-3: Vectastain Elite ABC Kit, Mouse 1gG

MDM2

Galektin-3

Waschen 2x2 min in PBS

Waschen 2x2 min in PBS

Blockierserum
3 Tropfen Goat-Normalserum auf
10 ml steriles PBS

20 min

Blockierserum
3 Tropfen Horse-Normalserum auf
10 ml steriles PBS

20 min

Abkippen des Blockierserums

Abkippen des Blockierserums

Inkubation mit Primarantikorper
1:100 in PBS
16h/4°C

Inkubation mit Primarantikorper
1:1000 in PBS
16h/4°C

Waschen 2x2 min in PBS

Waschen 2x2 min in PBS

Sekundérantikdrper:
Goat-Anti-Mouse IgM biotinyliert:
1:100 in PBS

Sekundéarantikorper:

3 Tropfen Normalserum+

1 Tropfen Anti-Mouse IgG+
10 ml steriles PBS

30 min 30 min
Waschen 2x2 min in PBS Waschen 2x2 min in PBS
ABC-Komplex: ABC-Komplex:

4 Tropfen Reagenz A+

4 Tropfen Reagenz B+

10 ml steriles PBS

(muss 30 min vor Gebrauch angesetzt sein)

30 min

4 Tropfen Reagenz A+

4 Tropfen Reagenz B+

10 ml steriles PBS

(muss 30 min vor Gebrauch angesetzt sein)
30 min

Waschen 2x2 min in PBS

Waschen 2x2 min in PBS

Substratfarbung mit DAB
(gebrauchsfertig)

1 min

Substratfarbung mit DAB
(gebrauchsfertig)

5 min

Tabelle 8 : Farbeprotokoll fur die Primarantikérper MDM2 und Galektin-3
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Nach der Substratfarbung wurden die Schnitte zum Stoppen der Farbreaktion 2x2 min in
Aqua dest. gewaschen. Dann erfolgte die Gegenfarbung fir 2 min in saurem Hamalaun nach
Mayer, das Blauen in Leitungswasser (5 min), die Dehydrierung in der aufsteigenden
Alkoholreihe (Ethanol 70%, 96%, 99%) bis Xylol und das luftdichte Eindecken mit ,,Eukitt®.

pl6 wurde nicht wie alle anderen Antikérper manuell, sondern maschinell gefarbt. Die
Farbung erfolgte durch den Farbeautomaten Ventana BenchMark XT der Firma Roche im
Pathologischen Institut der Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen.

4.3.1.6 Positivkontrollen

Als Positivkontrollen fur den jeweiligen Antikérper kamen folgende Gewebe zur
Anwendung:

- p53: Colon mit Metastase aus einem Ovarial-Karzinom

- mutierte Form von p53: Mamma-Karzinom

- E6: CIN 1l Konus

- MDM2: Vulva

- Galektin-3: Colon

- p16: high grade CIN

4.3.1.7 Auswertung mittels IRS Score

Die Schnitte wurden mit dem IRS Score (immunreaktiver Score) nach Remmele und Stegner
unter dem Mikroskop ausgewertet. Dabei beurteilt man die Farbintensitat und die Anzahl der
positiven Tumorzellen und vergibt entsprechende Werte (160, 161). Die Farbintensitat wird
mit den Werten 0-3 bewertet, die Anzahl positiver Tumorzellen mit den Werten 0-4

(160, 161). Die Multiplikation des fiir Farbintensitat vergebenen Wertes mit dem fur die
Anzahl positiver Tumorzellen vergebenen Wertes ergibt den IRS Score (160, 161). Tabelle 9

erklart, wie die Werte vergeben werden.
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Farbeintensitat Anteil positiver Tumorzellen max. Wert
0 = keine Farbereaktion 0 = keine positiven Zellen
1 = schwache Farbereaktion 1 = <10% positive Zellen
2 = maRige Farbereaktion 2 = 10 - 50% positive Zellen 3x4=12
3 = starke Farbereaktion 3 = 51 -80% positive Zellen

4 = > 80% positive Zellen

Tabelle 9 (160): Schema der Wertevergabe fur Farbintensitdét und Anteil positiver
Tumorzellen bei dem IRS Score

Beispiel fur die Berechnung des IRS Scores: Der Schnitt wurde folgendermafen bewertet:

Farbintensitat: schwach, Anteil positiver Tumorzellen: 10-50%. Somit wird die Farbintensitat

mit 1 bewertet, der Anteil positiver Tumorzellen mit 2. Die Multiplikation dieser beiden

Zahlen ergibt 2. Der IRS Score fur diesen Schnitt ist somit 2.

4.3.1.8 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der ermittelten Daten erfolgte mit der SPSS Statistik Software

(Versionl19, IBM, Armonk, New York) fur MS Windows.
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5. Ergebnisse

5.1 Expression von E6

Insgesamt zeigten 81% der Zervixkarzinom-Falle eine Expression des E6-Onkoproteins.
5.1.1 E6 und T-Status

Es ergab sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem T-Status und dem IRS Score fiir
das Zytoplasma und somit mit der E6-Expression: Je hdher der T-Status, desto héher der IRS
Score, desto stdrker also die E6-Expression. Als T1 bewertete Karzinome wiesen einen
mittleren IRS von 2 auf (p= 0,017) (Abbildung 14a). T2-(Abbildung 14b) und T3-Karzinome

(Abbildung 14c) zeigten einen mittleren IRS von 3 (p= 0,017). Eine Zusammenfassung der

Farbeergebnisse in Zusammenhang mit dem T-Status zeigt Abbildung 14d in Form eines

Boxplot-Diagramms.
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Abbildung 14a: T1-Karzinom mit schwacher Expression von E6 im Zytoplasma
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Abbildung 14c: T3-Karzinom mit maRiger E6-Expression im Zytoplasma

49



12+ - -

10+

E6CytIRS
i

. 1 1

T T T
1 2 3

pT

Abbildung 14d: Boxplot: der mittlere IRS der zytoplasmatischen E6-Expression lag bei

Karzinomen mit T1-Status bei 2, bei Karzinomen mit T2-und T3-Status bei 3

5.1.2 E6 und FIGO-Stadium

Es zeigte sich eine positive Korrelation zwischen der Expression von E6 und der FIGO-
Klassifikation (p< 0,001): je h6her das FIGO-Stadium, desto starker wurde E6 exprimiert. Mit
FIGO 1 bewertete Karzinome zeigten eine niedrige E6-Expression, der mittlere IRS lag bei 2
(Abbildung 15a). Mit FIGO 2 (Abbildung 15b) und FIGO 3 (Abbildung 15c) bewertete
Karzinome zeigten einen mittleren IRS von 4. Als FIGO 4 eingestufte Karzinome wiesen
einen mittleren IRS von 6 (Abbildung 15d) auf und exprimierten somit E6 starker als FIGO 1,
FIGO 2 und FIGO 3. Abbildung 15e zeigt eine Zusammenfassung der Farbeergebnisse in
Form eines Boxplot-Diagramms. (Korrelationskoeffizient Rho= 0,227, p< 0,001).
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Abbildung 15b: FIGO 2-Karzinom mit maRiger E6-Expression im Zytoplasma
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Abbildung 15d: FIGO 4-Karzinom mit starker E6-Expression im Zytoplasma
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Abbildung 15e: Boxplot: der mittlere IRS der zytoplasmatischen Expression von E6 lag flr
FIGO 1-Karzinome bei 2, fir FIGO 2-und FIGO 3-Karzinome bei 4 und fir FIGO 4-

Karzinome bei 6
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5.1.3 E6 und histologischer Subtyp

Es zeigte sich, dass die beiden histologischen Subtypen Plattenepithelkarzinom und
Adenokarzinom das E6-Onkoprotein unterschiedlich stark exprimierten.
Plattenepithelkarzinome zeigten als mittleren IRS einen Score von 2 (Abbildung 16a),
wohingegen Adenkarzinome einen mittleren IRS von 5 (p= 0,015) (Abbildung 16b)
aufwiesen und somit E6 starker exprimierten. Abbildung 16¢ zeigt eine Zusammenfassung
der Farbeergebnisse mit Bezug auf den histologischen Subtyp in Form eines Boxplot-

Diagramms.

Abbildung 16a: Plattenepithelkarzinom mit geringer E6-Expression im Zytoplasma
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Abbildung 16b: Adenokarzinom mit deutlicher E6-Expression im Zytoplasma
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Abbildung 16c: Boxplot: der mittlere IRS der zytoplasmatischen Expression von E6 lag bei
Plattenepithelkarzinomen bei 2, bei Adenokarzinomen bei 5
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5.2 Expression von p53

p53 wurde im Kern von 60%, im Zytoplasma von 66% der Praparate exprimiert.

5.2.1 p53 im Kern und histologischer Subtyp

Es stellte sich heraus, dass p53 in Abhéngigkeit vom histologischen Subtyp unterschiedlich
stark exprimiert wurde. Bei Plattenepithelkarzinomen lag der mittlere IRS fur die nukleare
Expression bei 1 (Abbildung 17a), bei Adenokarzinomen hingegen bei 0 (p= 0,024)
(Abbildung 17b). Abbildung 17c stellt die Expression von p53 im Kern in Abhdngigkeit vom
histologischen Subtyp graphisch in Form eines Boxplot-Diagramms dar.
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Abbildung 17a: Plattenepithelkarzinom mit schwacher Expression von p53 im Kern
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Abbildung 17b: Adenokarzinom mit sehr schwacher Expression von p53 im Kern

181 204
12 3 *
240 47 178
10
179
— *
137
e
W
o 62
™ 6 o]
[+
o

I

T T
sgamous epthelilal tissue -Ca Adeno-Ca

Histological Subtype

Abbildung 17c: Boxplot: der mittlere IRS der nukledren Expression von p53 lag bei
Plattenepithelkarzinomen bei 1, bei Adenokarzinomen bei 0
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5.2.2 p53 im Zytoplasma und histologischer Subtyp

Nicht nur die Expression von p53 im Nukleus war je nach histologischem Subtyp
unterschiedlich, sondern auch die im Zytoplasma. Plattenepithelkarzinome wiesen einen
mittleren IRS von 3 auf (Abbildung 18a), Adenokarzinome von 0 (p< 0,001)

(Abbildung 18b). Abbildung 18c fasst die zytoplasmatische Expression von p53 in

Zusammenhang mit den histologischen Subtypen in Form eines Boxplot-Diagramms

Zusammen.

Abbildung 18a: Plattenepithelkarzinom mit maRiger Expression von p53 im Zytoplasma

58



: 4

i oy A b

: g ot 1

- f’ﬂ B T | ' L g \‘s_l_.s'- I._-.%id
G L ='.;».2 Tl L'.J:-V{‘."f\ﬂ'rﬁ%&

Abbildung 18b: Adenokarzinom mit sehr schwacher Expression von p53 im Zytoplasma
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Abbildung 18c: Boxplot: der mittlere IRS der zytoplasmatischen Expression von p53 lag bei

Plattenepithelkarzinomen bei 3, bei Adenokarzinomen bei 0
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5.3 Expression von p53 mutiert

42% der Schnitte zeigten eine nukledre Expression der mutierten Form von p53, 67% eine

zytoplasmatische.

5.3.1 Nukledre Expression von p53 mutiert: Uberlebensvorteil gegentiber keiner

nukledren Expression

Es zeigte sich, dass Patientinnen, die die mutierte Form von p53 im Kern exprimierten, einen
Uberlebensvorteil gegeniiber denjenigen Patientinnen hatten, bei denen keine nukleére
Expression vorlag. Abbildung 19 veranschaulicht in Form einer Kaplan-Meier-
Uberlebenskurve welchen Unterschied die nukledre Expression in Bezug auf das Uberleben

macht.
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Abbildung 19: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve: schwarz: keine nukledre Expression der
mutierten Form von p53, rot: nukleare Expression der mutierten Form von p53. Es zeigte sich
ein Uberlebensvorteil fir die Patientinnen, deren Tumore die mutierte Form von p53 im

Nukleus exprimierten.
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Allerdings war nur ein Uberlebensvorteil zwischen Expression und Nicht-Expression zu
ermitteln, was die Expression im Kern betrifft. Ob die mutierte Form von p53 im Zytoplasma
exprimiert wurde oder nicht, beeinflusste das Uberleben nicht. Abbildung 20 stellt in Form

einer Kaplan-Meier-Kurve dar, dass kein Unterschied zwischen beiden Gruppen vorlag.
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Abbildung 20: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve: schwarz: keine zytoplasmatische Expression
der mutierten Form von p53, rot: zytoplasmatische Expression der mutierten Form von p53.
Es zeigte sich, dass die Expression der mutierten Form von p53 im Zytoplasma der Tumore
keinen Einfluss auf das Uberleben der Patientinnen hatte.
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5.3.2 p53 mutiert und histologischer Subtyp

Obwohl die mittlere nukledre Expression der mutierten Form von p53 sowohl das
Plattenepithel- (Abbildung 21a), als auch das Adenokarzinom (Abbildung 21b) betreffend 0
war, waren die Unterschiede zwischen beiden signifikant (p= 0,011). Abbildung 21a zeigt
eine maRige nukledre Expression der mutierten Form von p53, Abbildung 21b zeigt eine sehr

schwache nukledre Expression. Eine Zusammenfassung der nukledren Expression der

mutierten Form von p53 wird in Abbildung 21c dargestellt.

Abbildung 21a: Plattenepithelkarzinom mit mittlerer Expression der mutierten Form von p53

im Nukleus
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Abbildung 21b: Adenokarzinom mit schwacher Expression der mutierten Form von p53 im

Nukleus
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Abbildung 21c: Boxplot: der mittlere IRS der nukledren Expression der mutierten Form von
p53 lag beim Plattenepithelkarzinom und beim Adenokarzinom bei 0
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5.4 Expression von pl6

Am Pathologischen Institut der Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen wird eine HPV-
Infektion routineméaRig anhand der p16-Uberexpression diagnostiziert (36). Es zeigten 94%
der Félle eine p16-Expression und 61% der Félle konnten als p16-uberexpremiert bewertet
werden. pl6 wurde ja nach histologischem Subtyp unterschiedlich exprimiert.
Plattenepithelkarzinome (Abbildung 22a) zeigten einen mittleren zytoplasmatischen IRS von
6, bei Adenokarzinomen (Abbildung 22b) lag der mittlere zytoplasmatische IRS bei 4

(p< 0,001). Abbildung 22c stellt die Ergebnisse der zytoplasmatischen Expresssion von p16 in

Abhangigkeit vom histologischen Subtyp grafisch dar.

Abbildung 22a: Plattenepithelkarzinom mit starker p16-Expression im Zytoplasma
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Abbildung 22b: Adenokarzinom mit maliger p16-Expression im Zytoplasma
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Abbildung 22c: Boxplot: der mittlere IRS der zytoplasmatischen Expression von p16 lag beim

Plattenepithelkarzinom bei 6, beim Adenokarzinom bei 4
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5.5 Positive Korrelation zwischen MDM2 und Galektin-3

98% der Félle exprimierten MDM2 und 89% Galektin-3 (gal-3).

Es zeigte sich eine signifikante, positive Korrelation zwischen MDM2 und gal-3

(Rho= 0,181, p= 0,005). Zervixkarzinomfélle mit niedriger MDM2-Expression

(Abbildung 23a) zeigten auch eine niedrige gal-3-Expression (Abbildung 23b). Ebenso
wiesen Falle mit hoher MDM2-Expression (Abbildung 23c) auch eine hohe gal-3-Expression
auf (Abbildung 23d). Abbildung 23a und Abbildung 23b zeigen denselben Ausschnitt
desselben Karzinoms, bei Abbildung 23a wurde der Schnitt mit MDM2 gefarbt, bei
Abbildung 23b mit gal-3. Abbildung 23c und Abbildung 23d zeigen einen anderen Fall,
ebenfalls denselben Ausschnitt desselben Karzinoms, einmal mit MDM2 gefarbt

(Abbildung 23c), einmal mit gal-3 gefarbt (Abbildung 23d).
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Abbildung 23b: Adenokarzinom: schwache Expression von gal-3 im Zytoplasma
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Abbildung 23d: Plattenepithelkarzinom: starke Expression von gal-3 im Zytoplasma
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5.6 Negative Korrelation zwischen E6 und p53 mutiert

Es konnte eine signifikante, negative Korrelation zwischen E6 und der mutierten Form von
p53 nachgewiesen werden (Rho= - 0,140, p= 0,028). Zervixkarzinomfalle mit niedriger
Expression des E6-Onkoproteins (Abbildung 24a) wiesen eine hohe Expression der mutierten
Form von p53 auf (Abbildung 24b). Auch zeigten Falle mit starker E6-Expression

(Abbildung 24c) eine sehr niedrige Expression der mutierten Form von p53 (Abbildung 24d).
Abbildung 24a und Abbildung 24b zeigen denselben Ausschnitt desselben Karzinoms, bei
Abbildung 24a wurde der Schnitt mit E6 gefarbt, bei Abbildung 24b mit der mutierten Form
von p53. Abbildung 24c und Abbildung 24d zeigen einen anderen Fall, ebenfalls denselben
Ausschnitt desselben Karzinoms, einmal mit E6 gefarbt (Abbildung 24c), einmal mit der

mutierten Form von p53 gefarbt (Abbildung 24d).
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Abbildung 24b: Plattenepithelkarzinom: starke Expression der mutierten Form von p53 im
Zytoplasma
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Abbildung 24d: Plattenepithelkarzinom: schwache Expression der mutierten Form von p53
im Zytoplasma
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5.7 Galektin-3: negativer Prognosefaktor bei p16-negativen Féllen

Es zeigte sich, dass bei Patientinnen, die kein oder nur wenig pl6 exprimierten, die
Expression von gal-3 mit einer schlechten Prognose in Verbindung stand. Abbildung 25 zeigt

diesen Zusammenhang anhand einer Kaplan-Meier-Kurve.
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Abbildung 25: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve: schwarz: keine Expression von gal-3 bei p16-
negativen Patientinnen im Zytoplasma, rot: Expression von gal-3 bei pl6-negativen
Patientinnen im Zytoplasma. Es zeigte sich, dass pl6-negative Patientinnen, die gal-3 im
Zytoplasma ihrer Tumore exprimierten, einen Uberlebensnachteil gegeniiber p16-negativen
Patientinnen, deren Tumore keine gal-3-Expression im Zytoplasma zeigten, hatten.
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6. Diskussion

Das Zervixkarzinom ist weltweit die vierthdufigste Krebserkrankung bei Frauen (1).
Hauptursache fur die Entstehung eines Zervixkarzinoms ist die persistierende Infektion mit
Humanen Papillomaviren (3-6). Untersuchungen von Walboomers et al, sowie von Munoz et
al kamen zu dem Ergebnis, dass die weltweite HPV-Pravalenz Zervixkarzinome betreffend
bei Uber 90% liegt (54, 55). Aufgrund ihrer geringen GenomgrofRe kodieren Humane
Papillomaviren selbst nicht alle Funktionen, die fir ihre Replikation notwendig sind und sind
somit auf eine Wirtszelle angewiesen (7). Folglich steht ihr Replikationszyklus in engem
Zusammenhang mit der Differenzierung der befallenen Wirtszelle (75). Durch Mikrotraumen
beim Geschlechtsverkehr werden die Zellen exponiert und damit zuganglich fir die Viren

(8, 34, 76, 78). Sich differenzierende Zellen teilen sich nicht mehr und treten normalerweise,
d.h. in nicht-infiziertem Epithel, aus dem Zellzyklus aus (8, 85, 86). Das Austreten der sich
differenzierenden Zelle aus dem Zellzyklus stellt ein Problem flr das Virus dar, da es flr
seine Replikation auf DNA-Polymerasen und Replikationsfaktoren der Wirtszelle angewiesen
ist und diese nur in sich teilenden, nicht differenzierenden Zellen vorhanden sind (8). Das
Virus muss sich aber in sich nicht mehr teilenden Zellen replizieren (8). Daher kommt es,
wenn die infizierte Keratinozyte beginnt, sich zu differenzieren und damit den Zellzyklus
verlédsst, zu einer massiven Expression aller viralen Gene, auch E6 und E7 werden stark
exprimiert, welche zu einer Dysregulation des Zellzyklus fuhren, wodurch die Amplifizierung
des viralen Genoms in Zellen, die eigentlich den Zellzyklus verlassen haben, méglich wird

(8, 79). Da die Expression der viralen Gene E6 und E7 zu einer Zellzyklusdysregulation fiihrt
(162, 163), wurden im Rahmen dieser Arbeit verschiedene Proteine, die eine Rolle im
Zellzyklus spielen, untersucht. Hierzu wurden Paraffinschnitte von Zervixkarzinomen
immunhistochemisch mit den Primérantikdrpern E6, p53, mutierte Form von p53, pl6,
MDMZ2 und Galektin-3 gefarbt. Die Auswertung der erhaltenen Farbungen mittels IRS Score
hatte zum Ziel, Aussagen uber die jeweiligen Expressionen der verschiedenen Proteine treffen
zu konnen und diese in Beziehung zu verschiedenen Parametern wie T-Status, FIGO-Stadium
und histologischer Subtyp des Karzinoms setzen zu konnen. AuBerdem wurde untersucht, ob
die vermehrte Expression eines Proteins einen Uberlebensvorteil bedeutet und ob die
Expressionen der verschiedenen Proteine untereinander positiv beziehungsweise negativ

korrelieren.
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Um die durch E6 und E7 verursachte Zellzyklusdysregulation besser verstehen zu kénnen,
wird im Folgenden zunéchst der nicht-dysregulierte, normale Ablauf des Zellzyklus einer
eukaryontischen Zelle beschrieben.

Der Zellzyklus der eukaryontischen Zelle wird in 4 Phasen eingeteilt: G1-Phase (,,G* steht fur
englisch ,,gap“ = Lucke), die Synthese-Phase (S-Phase), die G2-Phase und schlieBlich die
Mitose-Phase (M-Phase) (164). In der S-Phase wird das Genom der Zellen durch DNA-
Replikation verdoppelt (165) und in der M-Phase auf die beiden identischen Tochterzellen
aufgeteilt (166, 167). In der G1-Phase bereitet sich die Zelle auf die Replikation der DNA in
der S-Phase vor (168), in der G2-Phase auf die Mitose (166). Eine weitere Phase ist die
sogenannte GO-Phase, ein Ruhestadium (166, 169, 170). Wenn die Zellen aufhdren zu
proliferieren, treten sie aus dem Zellzyklus aus und in die GO-Phase (Ruhephase), in der keine
Zellteilung stattfindet, ein (166, 169, 170). Im Zellzyklus sind sogenannte Kontrollpunkte
eingebaut: am Ubergang von der G1-zur S-Phase, von der G2-zur M-Phase und in der S-
Phase (171). Sie verhindern die Entstehung genetisch abnormaler Zellen, indem sie
sicherstellen, dass kritische Vorgange wahrend einer bestimmten Phase des Zellzyklus
beendet sind, bevor eine neue Phase beginnt (170, 172-174). Das Voranschreiten des
Zellzyklus kann an diesen Kontrollpunkten unterbrochen werden, z.B. wenn ein Fehler in der
DNA entdeckt wird (172, 175). So wird Zeit zur Reparatur geschaffen (176). Nach der
Reparatur schreitet der Zellzyklus wieder voran (172). Falls der Schaden zu grof ist oder
nicht repariert werden kann, wird die betreffende Zelle durch Apoptose eliminiert (172). An
den Kontrollpunkten wird also entschieden, ob die Zelle im Zellzyklus voranschreitet, der
Zellzyklus zur Reparatur unterbrochen wird, oder ob die Apoptose eingeleitet wird (172). Das
Kontrollsystem des Zellzyklus basiert auf zwei Proteinfamilien, den Cdks (cyclin dependent
protein kinases) und den Zyklinen (170, 172). Die Cdks erlauben ein Voranschreiten durch
die verschiedenen Phasen des Zellzyklus, indem sie Substrate phosphorylieren (170, 172).
Ihre Kinase-Aktivitat ist vom Vorhandensein aktivierender Untereinheiten, den Zyklinen,
abhangig (172). Je nachdem, ob die Zykline wahrend einer Phase des Zellzyklus gebraucht
werden oder nicht, variiert ihre Menge (170, 172). Die Cdks kénnen aber nicht nur aktiviert,
sondern auch gehemmt werden (172). Die Zyklin/Cdk-Komplexe kdnnen von Cdk-Inhibitor
(CKI)-Proteinen gebunden werden, die die Kinase-Aktivitdt inhibieren und ein
Voranschreiten des Zellzyklus verhindern (172, 177).

p53 ist ein Tumorsuppressor (12), normalerweise liegt es in der in der Zelle in niedriger

Konzentration vor (178). Wie viel p53 in den Zellen vorliegt, wird weniger davon bestimmt,
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wie viel gebildet wird, als vielmehr davon, wie viel abgebaut wird (179). p53 wird durch
Ubiquitin-vermittelte Proteolyse abgebaut (179). Zur Ubiquitilierung sind drei Enzyme

(E1-E3) notwendig (13). Im ersten Schritt wird Ubiquitin durch eine kovalente
Thioesterbindung an das E1-Enzym (Ubiquitin-aktivierendes Enzym) aktiviert (13). Das
aktivierte Ubiquitin wird dann auf E2 (Ubiquitin-konjugierendes Enzym), wieder in Form
einer energiereichen Thioesterbindung, Ubertragen (13). Zum Schluss wird durch E3
(Ubiquitin-Protein-Ligase) das aktivierte Ubiquitin auf das Substrat (bertragen (13).
Ubiquitin wird mehrfach an das Substrat angehangt (179). Durch die so entstehende
Ubiquitin-Kette kann p53 vom 26-S-Proteasom im Zytoplasma erkannt werden, wo es
proteolytisch abgebaut wird (16, 179). Unter normalen Bedingungen wird p53 eng durch
MDM2 (murine double minute 2), das an p53 bindet und als Ubiquitin-Protein-Ligase agiert,
Uber eine autoregulatorische Rlckkopplungsschleife kontrolliert (12, 16, 18). Das sieht wie
folgt aus: Das Protein p53 bindet an die regulatorische Region des MDM2-Gens und
stimuliert die Transkription dieses Gens zu mRNA, die dann in Proteine Ubersetzt wird (179).
Das MDM2-Protein bindet an p53 und agiert als Ubiquitin-Protein-Ligase (16, 18), wodurch
p53 abgebaut wird. Dadurch nimmt die Konzentration von p53 ab, wodurch auch die
Transkription des MDM2-Gens reduziert wird, dadurch steigt der p53-Spiegel wieder und der
Kreislauf beginnt erneut (179). p53 ist ein Tumorsuppressor (12), d.h. im Fall von DNA-
Schéden oder anderen Arten von Stress wie Hitzeschock oder Hypoxie, ist p53 daflr
verantwortlich, entweder das Voranschreiten das Zellzyklus zu unterbrechen, indem es zu
einem Zell-Zyklus-Arrest in der G1-Phase fiihrt (13, 14), DNA-Reparatur-Mechanismen zu
aktivieren (15), oder die Apoptose, den programmierten Zelltod, einzuleiten (12, 16, 17).
Unter diesen Umsténden darf p53 nicht wie Ublich proteolytisch abgebaut werden (14). Der
Zellzyklus wird unterbrochen, indem p53 direkt die Expression des CDK-Inhibitorproteins
p21 stimuliert (179). AuRerdem bindet p53 an die regulatorische Region des BAX-Gens, das
BAX-Protein induziert die Apoptose (179). Welche Proteine die abnormale DNA-Struktur
erkennen, ist noch unklar, mogliche Kandidaten sind die Proteine Radl, Rad9 und Husl, die
in ihrer Struktur PCNA &hneln (180). Es wird diskutiert, ob sie wie PCNA ein Heterodimer
bilden, das dann auf die beschédigte DNA gepackt wird (180). Rad17, das strukturell dem
Replikationsfaktor C (RFC) ahnelt, ist ebenfalls ein moglicher Sensor (180). Im Gegensatz zu
den Sensoren weil man Uber die Signallbertrager mehr (180). ATM und ATR, die zur PI3K-
Familie gehoren, sind Hauptibertrager eines DNA-Schadens (17). Tritt ein DNA-Schaden
auf, wird p53 posttranslational an Position Ser-15 und Ser-21 von der ATM-Kinase und der
CHK?2-Kinase phosphoryliert (17). Auch Mitglieder der MAPK-Familie phosphorylieren p53
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(17). Wenn p53 phosphoryliert ist, kann es nicht mehr mit MDM2 interagieren, es wird dann
stabilisiert und nicht abgebaut (179). Mehr als die Halfte aller menschlichen Tumore weilf3t
eine Mutation/Deletion des TP53 Gens auf, die je nach Tumortyp-und Stadium zwischen 5
und 80% liegt (181). Die von dem hier verwendeten Antikorper detektierte Mutation besteht
in einem Austausch an Position 20 (S zu D). Durch diese Mutation wird die
Phosphorylierungsstelle beseitigt (persénliche Kommunikation mit Abcam).

Ein weiteres Tumorsuppressor-Protein ist das Retinoblastomprotein (pRb) (20-23), das
zusammen mit p107 und p130 die Familie der ,, Taschen-Protein® (,,pocket proteins“) bildet,
wobei nur pRb Tumor-Suppressor-Eigenschaften besitzt (182). pRb verhindert das
Voranschreiten von der G1-Phase zur S-Phase (21-23, 183, 184), indem es den
Transkriptionsfaktor E2F bindet und dadurch inaktiviert (184-186). E2Fs agieren als
Heterodimere, die aus einem Komplex aus einem E2F-Protein und einem DP-
Bindungspartner bestehen (182). Bisher wurden 6 E2F-Proteine und 3 DP-Proteine
beschrieben (187). E2F kann allerdings nur von der hypophosphorylierten Form des pRb
gebunden werden (20, 23, 188). Der Phosphorylierungsgrad von pRb andert sich im Laufe des
Zellzyklus (189-192). Waéhrend der GO- und der frihen G1-Phase liegt das
Retinoblastomprotein in seiner aktiven, hypophosphorylierten From vor und unterdriickt
somit die Aktivitat von E2F (20, 22, 183). Im weiteren Verlauf der G1-Phase wird pRb jedoch
hyperphosphoryliert und bleibt dies auch bis zum spéten Zeitpunkt der Mitose-Phase (20).
Am G1/S-Ubergang ist der hyperphosphorylierte Zustand erreicht (182). Die
Phosphorylierung von pRb erfolgt durch Zyklin-abh&ngige Kinasen (Cdks, Cyclin dependent
Kinases) (184), die durch mitogene Stimuli aktiviert werden (183, 193). Zuerst wird pRb von
ZyklinD/CDK4-, oder ZyklinD/CDK6-Komplexen, spater von ZyklinE/CDK2-, oder
ZyklinA/CDK2-Komplexen phosphorlyiert (183). Da E2F nur von der hypophosphorylierten
Form gebunden werden kann (20, 23, 188), ist E2F nun nicht mehr an Rb gebunden und
aktiviert die Transkription von Genen, die fur die S-Phase notwendig sind (22, 182, 193, 194).
So Kkodieren Zielgene von E2F z.B. fur die DNA-Polymerase o (184). Das
Retinoblastomprotein reguliert die Genexpression durch E2F auf zwei verschiedene Arten:
zum einen bindet es E2F direkt und hemmt dadurch dessen transkriptionshemmende
Wirkung, zum anderen rekrutiert es transkriptionshemmende Komplexe zu den Promotoren,
die E2F-Bindungsstellen beinhalten (182). Die Bindung der Komplexe aus
Retinoblastomprotein und HDAC (Histondeacetylase) (195) an E2F fuhrt durch
Deacetylierung zu einer Umstrukturierung der Chromatin-Struktur der von E2F regulierten
Promotoren, die dadurch weniger zuganglich fir ihre Transkriptionsfaktoren sind (182).
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Da pl6 die Zyklin-abhdngigen Kinasen CDK4 und CDK®6, die den G1-Kontrollpunkt
regulieren, inhibiert, wird es auch Ink4 (inhibitor of cdk4 (and 6)) genannt und kann als
Tumorsuppressorprotein bezeichnet werden (27, 196-198). Die Zyklin-abhangigen Kinasen
(cyclin dependent kinases, CDKSs) phosphorylieren pRb, was zu einer Konformitatsanderung
und dadurch zur Freisetzung von E2F von pRb fiihrt (27). Indem p16 an CDK4 und CDKG6
bindet, verhindert es die Bindung von CDK4 und CDKG6 an ZyklinD und die darauf folgende
Phosphorylierung des Retinoblastomproteins pRb (199). Folglich hat pl16 im normalen
Zellzyklus eine antiproliferative Wirkung (25). pRb und pl16 bilden eine regulatorische
Rickkopplungsschleife (regulatory feedback loop): durch die Phosphorylierung von pRb
durch ZyklinD/CDK4 oder ZyklinD/CDK®6 wird ein Transkriptionsfaktor (z.B. E2F-1), der in
seiner an hypophosphoryliertes pRb gebundenen Form inaktiviert ist, freigesetzt (200). Durch
die Dissoziation des Komplexes aus pRb und Trankskriptionsfaktor wird die Transkription
von pl6 aktiviert (200). Dadurch steigt das Level an p16-mRNA, wodurch vermehrt p16 an
CDK4 und CDKG6 bindet, wodurch wiederum die ZyklinD/CDK4-und ZyklinD/CDKG6-
Kinaseaktivitat inhibiert wird (200). Letztendlich nimmt die Phosphorylierung von pRb,
sowie die p16-Expression ab (200). Abbildung 26 stellt den feedback loop graphisch dar.
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Abbildung 26 (200): Regulatorische Riickkopplungsschleife

TF: transcription factor (Transkriptionsfaktor), Cyc D: cyclin D (ZyklinD)
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Sakaguchi et al wiesen immunhistochemisch eine inverse Korrelation zwischen p16 und pRb
anhand von nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen (NSCLC: non-small cell lung cancer) nach
(201). Auch anhand von Krebszelllinien konnte gezeigt werden, dass zwischen der Expression
von pl6 und dem Vorhandensein von normalem pRb ein umgekehrter Zusammenhang
besteht; so ist p16 nachweisbar, wenn pRb mutiert, entfernt oder inaktiviert ist, aber in
Zelllinien mit normalem pRb, deutlich reduziert oder nicht vorhanden (26, 200, 202-206).
Shapiro et al zeigten 1995, dass pRb-positive nicht-kleinzellige Lungenkarzinome kein oder
wenig pl6 exprimieren, wohingegen pRb-negative NSCLC und kleinzellige
Lungenkarzinome (SCLC: small cell lung cancer) viel p16 exprimieren (207). Khleif et al
zeigten 1996, dass das pl6-Protein in humanen Zervix-Karzinom-Zellen, die entweder eine
mutierte Form des Retinoblastomgens oder aber die Wildtyp-Form, die funktionell durch E7
inaktiviert wurde, exprimiert wird (26). Aullerdem kamen sie zu dem Ergebnis, dass die
Inaktivierung von pRb mit einer Hochregulierung von p16 korreliert (26). Klaes et al kamen
2001 zu denselben Resultaten (28). Sie beobachteten eine deutliche Uberexpression von p16
bei allen CIN I-Lasionen (auf3er bei den Lasionen mit low-risk-HPV), allen CIN 1I-Lé&sionen,
allen CIN IlI-L&sionen und fast allen invasiven Zervix-Karzinomen (28). Im Unterschied
dazu konnte bei normalem Zervixepithel, entziindlichen L&sionen und CIN I-L&sionen mit
low-risk-HPV, keine nennenswerte Expression von pl6 beobachtet werden (28). Die durch
die von E7 verursachte Inaktivierung von pRb und die daraus resultierende Uberexpression
von pl16 kann also als spezifischer und sensitiver Biomarker fur Zellen mit aktiver Expression
von HPV-Onkogenen herangezogen werden (28). Somit kann die immunhistochemische
Farbung mit p16 als ndtzlicher diagnostischer Marker bei zervikalen neoplastischen L&sionen
in der pathologischen Routine-Diagnostik herangezogen werden (39).

E6-Proteine sind kleine Polypeptide aus ungefahr 150 Aminosauren (208-210). Das
charakteristische Kennzeichen der HPV E6-Proteine ist das VVorhandensein von vier
Cys-X-X-Cys-Motiven, die sich zu zwei Zinkfingern zusammenlagern kénnen (209-212).

Es konnte gezeigt werden, dass das E6-Protein von HPV 16 und HPV 18 in der Lage ist, an
p53 zu binden (9, 10) und dass dadurch der Abbau von p53 durch das Ubiquitin-abhéngige
Proteasesystem stimuliert wird (11). Der Ubiquitin-vermittelt Abbau von Proteinen umfasst
mehrere Schritte: Das Enzym E1 (Ubiquitin-aktivierendes Enzym, ubiquitin-activating
enzyme) aktiviert Ubiquitin in einer ATP-abh&ngigen Reaktion, indem eine Thioesterbindung
zwischen einem spezifischen Cystein des E1-Enzyms und dem Carboxy-Terminus des
Ubiquitins gebildet wird (150). Das aktivierte Ubiquitin wird dann auf einen Cystein-Rest des
E2-Enzyms (Ubiquitin-konjugierendes Enzym, ubiquitin-conjugating enzyme) (bertragen
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(150), wobei die Thioesterbindung erhalten bleibt (213). E2 vermittelt die Ubertragung des
Ubiquitins von E1 auf das Protein-Substrat, mit oder ohne die Beteiligung von E3 (Ubiquitin-
Protein-Ligase, ubiquitin protein ligase) (214). E3 unterstitzt das Hinzufligen vieler
Ubiquitin-Molekule auf das Substrat (214). In manchen Fallen ist E3 zur Substraterkennung
notwendig (215). Ubiquitin wird mehrfach aneinander gehangt, wodurch eine Ubiquitinkette
entsteht, das mehrfach ubiquitinylierte Substrat wird dann vom 26S-Proteasom abgebaut (13).
Bei der genaueren Untersuchung des Komplexes aus p53 und EG6 stellte sich heraus, dass die
Bindung von E6 an p53 durch einen zelluldren Kofaktor, E6-AP (E6-associated protein, E6-
assoziiertes Protein) vermittelt wird (148, 149, 151, 216). E6 bindet an E6-AP, der
entstehende Komplex fungiert als E3-Ubiquitin-Protein-Ligase (150, 151). AuBerdem fihrt
E6 zum Abbau des Bak-Proteins, wodurch die Bak-induzierte Apoptose inhibiert wird
(217-219). E6 wirkt antiapoptotisch indem es zum Abbau von FADD (Fas-associated death-
domain, Fas-assoziierte Todes-Doméne) flhrt (219, 220). Eine weitere Funktion von E6
besteht in der Aktivierung der Telomerase, wodurch der sich mit jeder Zellteilung
verkirzenden Lange der Telomere und der daraus resultierenden Seneszenz entgegengewirkt
wird (221-224).

E7-Proteine setzen sich aus ungefdhr 100 Aminosduren zusammen (163, 225). Sie besitzen
zwei Cys-X-X-Cys-Motive, die sich zu einem Zinkfinger zusammensetzen kénnen

(163, 210, 226). E7 interagiert mit dem Retinoblastomprotein (pRb) (227). Die Bindung von
E7 an pRb fuhrt dazu, dass E2F nicht mehr von pRb gebunden werden kann, also jetzt in
seiner freien, aktiven Form vorliegt (227-230). Aullerdem fuhrt das E7-Protein zum Abbau
von pRb (ber den Ubiquitin-Proteasom-Weg (19). Durch die Inaktivierung des
Retinoblastomproteins durch E7 kommt es zu einer Uberexpression von p16 (25, 26). Daher
dient der immunhistologische Nachweis von pl6 als Marker fiur HPV-assoziierte
dysplastische und maligne zervikale Lasionen (27, 28). Eine weitere Funktion des E7-Proteins
ist es, die Zellzyklusinhibitor-Proteine p21 und p27 zu binden und dadurch zu inaktivieren
(231-235). E7 bildet Komplexe sowohl mit ZyklinA, als auch mit ZyklinE und flhrt dadurch
zu zelluldarer Hyperpoliferation (236). Dariiberhinaus konnte gezeigt werden, dass die
Expression von E7 zur Expression der ZyklinE-und ZyklinA-Gene fuhrt (237).

Galektine, fruher bekannt als S-Typ oder S-Lac-Lektine, werden neben den C-Typ-Lektinen,
den P-Typ-Lektinen und den Pentraxinen den Lektinen zugeordnet (238). Sie binden j-
Galaktoside mittels ihrer Kohlenhydrat-Erkennungs-Doméne (carbohydrate recognition
domain, CRD), die ungefahr 130 Aminosduren umfasst und allen Galektinen gemeinsam ist
(29, 239, 240). Mitglieder der Galektin-Familie missen zwei Kriterien erfiillen: Affinitat zu
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R-Galaktosiden und signifikante Gemeinsamkeiten die Aminosauresequenz der Kohlenhydrat-
Bindungsstelle betreffend (241). Bisher wurden 15 Galektine bei Sdugetieren identifiziert
(29). Beim Menschen wurden nur 12 Galektin-Gene gefunden, 2 fiir Galetkin-9 (242). Man
unterteilt die Galektine je nach der Anzahl ihrer CRDs in 3 Gruppen (29, 242):

1. Galektin 1, 2, 7, 10, 13, 14: Prototyp-Galektine (prototypical galectins): enthalten eine
CRD, die Homodimere bilden kann

2. Galektin 4, 8, 9, 12: Galektine vom tandem-repeat-Typ (tandem-repeat galectins):

enthalten zwei CRDs, die durch ein Bindeglied aus 5-50 Aminosauren miteinander verbunden
sind

3. Galektin 3: Galektin vom chiméaren Typ (chimeric galectin): enthélt eine CRD, die an eine
circa 120 Aminosduren lange, an Prolin, Glyzin und Tyrosin reiche Polypeptidkette gebunden
ist.

Andere Bezeichnungen fiir Galektin-3 sind CBP35, Mac2, L-29, L-34, IgEBP und LBP (243).
Galektin-3 induziert die Adh&sion von neutrophilen Granulozyten an Laminin und
Fibronektin und ist somit an der Basalmembran-Passage der neutrophilen Granulozyten an
Entzindungsstellen beteiligt (244). AuRerdem wirkt Galektin-3 als Lockstoff fir Monozyten
und Makrophagen (245) und induziert die Morphogenese und Angiogenese von
Endothelzellen (246). Desweiteren wird Galektin-3 in durch IL-4 aktivierten B-Zellen
exprimiert und vermittelt den Effekt von IL-4 auf das Schicksal der B-Zellen, so flhrt die
Blockierung von intrazellularem Galektin-3 zur Aufhebung des IL-4 induzierten Uberlebens
aktivierter B-Zellen, wodurch die Differenzierung der B-Zellen zu Plasmazellen begunstigt
wird (247). Galektin-3 spielt auch eine Rolle bei der Tumorgenese. So vermittelt es die
neoplastische Transformation durch Interaktion mit Ras-Onkogenen (29), Galektin-3
interagiert mit aktiviertem K-Ras, was wiederum zu einer verstarkten Aktivierung von PI13-K
und Raf-1 durch K-Ras flhrt (248). AuBerdem beeinflusst Galektin-3 den Zellzyklus: es
stimuliert ZyklinD, p27, p21 und hemmt ZyklinE und ZyklinA (29). Eine weitere Funktion
von Galektin-3 ist die Regulierung der Tumor-Zell-Apoptose, abhéngig von der Lokalisation
in der Tumorzelle: zytoplasmatisches gal-3 wirkt antiapoptotisch, begiinstigt also die Tumor-
Progression, wohingegen nukleéres gal-3 pro-apoptotisch, also gegen den Tumor wirkt

(29, 249). Dadurch, dass die Stimulierung der Expression von ZyklinD1 und c-Myc durch B-
Cathenin von gal-3 abhangig ist, ist gal-3 auch am Wnt-Signalweg beteiligt: gal-3 bindet an -
Cathenin, der entstandene Komplex regt die transkriptionelle Aktivitat von Tcf an, ZyklinD1
und c-Myc werden exprimiert (250). Galektin-3 ist auch an der Tumormetastasierung

beteiligt, indem es die Angiogenese induziert, an al-und R1-Integrin bindet und deren
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Expression hochreguliert (29-31). Darlberhinaus beeinflusst Galektin-3 die gegen den Tumor
gerichtete Immunantwort: Gal-3 induziert die T-Zell-Apoptose und schrankt die T-Zell-
Rezeptor-vermittelte Signaltransduktion durch Bildung von Komplexen mit auf dem T-Zell-
Rezeptor vorhandenen Glykanen ein (29, 32, 33).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde anhand von Paraffinschnitten von Zervixkarzinomen
immunhistochemisch die Expression von E6, p53, einer mutierte Form von p53, p16, MDM?2
und Galektin-3 untersucht und diese in Beziehung zu verschiedenen Parametern wie T-Status,
FIGO-Stadium und histologischer Subtyp des Karzinoms gesetzt. Aullerdem wurde
untersucht, ob die vermehrte Expression eines Proteins einen Uberlebensvorteil bedeutet und
ob die Expressionen der verschiedenen Proteine untereinander positiv beziehungsweise
negativ korrelieren. Urspringlich sollte das E7-Onkoprotein ebenfalls in die Untersuchungen
mit einbezogen werden. Allerdings musste darauf letztendlich verzichtet werden, da zwar ein
immunhistochemisches Farbeprotokoll fir den E7-Antikorper der Firma Chemicon (Nr. MAB
8680, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) erarbeitet werden konnte, welches zu
spezifischen Farbeergebnissen fiihrte, aber die Produktion des betreffenden Antikorpers
eingestellt wurde und kein adaquater Ersatz gefunden werden konnte. Alle anderen getesteten
E7-Antikorper fuhrten zu inakzeptablen Féarbeergebnissen.

Es zeigte sich, dass ein signifikanter Zusammenhang zwischen der zytoplasmatischen
Expression des E6-Onkoproteins und dem T-Status besteht. Je héher der T-Status war, desto
mehr wurde E6 exprimiert. Eine positive Korrelation zeigte sich auch zwischen der
zytoplasmatischen E6-Expression und der FIGO-Klassifikation, d.h. bei héherem FIGO-
Stadium wurde auch E6 starker exprimiert. AuBerdem stellte sich heraus, dass
Adenokarzinome E6 (im Zytoplasma) starker exprimierten als Plattenepithelkarzinome (im
Zytoplasma).

Bei der Expression von p53 verhielt es sich gegensatzlich: Plattenepithelkarzinome zeigten
die starkere Expression von p53 (im Kern) als Adenokarzinome (im Kern). Genauso verhielt
es sich bei der zytoplasmatischen Expression von p53.

Bezuglich der mutierten Form von p53 konnte festgestellt werden, dass ein Zusammenhang
zwischen der nukledren Expression und dem Uberleben der Patientinnen besteht: wird die
mutierte Form von p53 im Kern exprimiert, so haben diese Patientinnen einen
Uberlebensvorteil gegeniiber Patientinnen, die keine nukledre Expression im Karzinom
zeigen. Allerdings beeinflusst nur die nukledre Expression der mutierten Form von p53 das
Uberleben, die zytoplasmatische Expression bedeutet keinen Uberlebensvorteil. Die

Patientinnen, deren Karzinome in dieser Arbeit untersucht wurden, erhielten eine
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Bestrahlungstherapie; daher liegt die Vermutung nahe, dass die Mutation von p53 das
Ansprechen auf die Therapie positiv beeinflusst. Tatsachlich zeigten Okaichi et al, dass
unterschiedliche Mutationen von p53 die Radiosensitivitéat beeinflussen (251).

Darlberhinaus waren die Unterschiede zwischen der Expression der mutierten Form von p53
im Kern beim Adeno-und Plattenepithelkarzinom signifikant, auch wenn die mittlere
Expression fir beide Karzinomtypen 0 war. Plattenepithelkarzinome exprimierten die
mutierte Form von p53 im Kern starker als Adenokarzinome.

AuBerdem zeigte sich eine signifikante, negative Korrelation zwischen E6 und der mutierten
Form von p53. Entsprechend wiesen Zervixkarzinome mit niedriger Expression des EG6-
Onkoproteins im Zytoplasma eine hohe Expression der mutierten Form von p53 im
Zytoplasma auf, sowie Félle mit starker E6-Expression im Zytoplasma, eine sehr niedrige
Expression der mutierten Form von p53 im Zytoplasma aufwiesen.

E6 bindet an p53 (9) und stimuliert dadurch den Abbau von p53 durch das Ubiquitin-
abhéngige Proteasesystem (11). Es ist meiner Meinung nach mdglich, dass E6 auch die
mutierte Version von p53 abbauen konnte. Mutationen von p53 treten sehr héufig bei
Karzinomerkrankungen auf (179, 252, 253). Mehr als die Hélfte aller menschlichen Tumore
weist eine Mutation/Deletion des TP53 Gens auf, die je nach Tumortyp-und Stadium
zwischen 5 und 80% liegt (181). Eine Metaanalyse, der 49 Veréffentlichungen
zugrundeliegen, konnte keinen Zusammenhang zwischen dem Auftreten einer sehr haufigen
Mutation und der Anfalligkeit fur das Zervixkarzinom ziehen (254). Allerdings konnte
dieselbe Mutation mit einem erhohten Risiko fur das Pankreas-Karzinom bei Mé&nnern in
Zusammenhang gebracht werden (255), aber scheint einen protektiven Effekt gegenuber
Brustkrebs bei arabischen Frauen zu haben (256). Die von dem hier verwendeten Antikdrper
detektierte Mutation besteht in einem Austausch an Position 20 (S zu D). Durch diese
Mutation wird die Phosphorilierungsstelle beseitigt (personliche Kommunikation mit Abcam).
Im Falle eines DNA-Schadens wird durch die Phosphorilierung dieses Serins die Interaktion
von p53 mit MDM2 abgeschwacht, woraus eine Stabilisierung von p53 resultiert (257-259).
Die Mutation verhindert also einen Anstieg des p53-Levels nach DNA-Schaden, was
normalerweise der Fall ware.

Auch fir die pl6-Expression zeigte sich ein Unterschied zwischen Plattenepithel-und
Adenokarzinom. Fur Plattenepithelkarzinome lag der mittlere IRS fir die zytoplasmatische
Expression bei 6, fir Adenokarzinome bei 4.

Was die Expression von MDM2 und Galektin-3 betrifft, so ergab sich zwischen beiden eine
signifikante, positive Korrelation: Zervixkarzinome mit niedriger MDM2-Expression zeigten
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auch eine niedrige Galektin-3-Expression, genauso wie Falle mit einer hohen MDM2-
Expression auch eine hohe Galektin-3-Expression aufwiesen.

In Bezug auf Galektin-3 stellte sich heraus, dass bei Patientinnen, die kein oder nur wenig p16
exprimierten, die Expression von Galektin-3 mit einer schlechten Prognose in Verbindung
steht. Im Gegensatz zu meinen Ergebnissen steht, was Lee et al publizierten (260). Lee et al
untersuchten, ob die Galektin-3-Expression mit der Progression zervikaler Neoplasien in
Zusammenhang gesetzt werden kann (260). Tatsachlich zeigte sich, dass die
immunhistochemische Expression von Galektin-3 in normalem Plattenepithel der Zervix stark
war und mit zunehmendem Dysplasie-Grad kontinuierlich abnahm, d.h. starke Expression in
normalem Plattenepithel, maRige Expression bei LSIL (low grade squamous intraepithelial
lesion), schwache Expression bei HSIL (high grade squamous intraepithelial lesion) und keine
Expression beim invasiven Karzinom (260). Auch mittels quantitativer Echtzeit-PCR kamen
sie zu dem Ergebnis, dass die Galektin-3-m-RNA-Expression beim invasiven
Plattenepithelkarzinom der Zervix im Vergleich zu der bei gesundem Zervixgewebe niedriger
war (260). Kim (261) et al kamen zu gegensétzlichen Ergebnissen wie Lee et al (260): eine
Expression von mehr als 50% von Galektin-3 wurde bei 5% des normalen Zervixgewebes, bei
23,5% der LSILs (low grade squamous intraepithelial lesions) und bei 70-80% der HSILs
(high grade squamous intraepithelial lesions) und der invasiven Karzinome beobachtet (261).
Punt et al untersuchten die Expression von Galektin-1, -3 und -9 beim Plattenepithelkarzinom
der Zervix (262): eine starke Expression von Galektin-1 bedeutete schlechtes Uberleben und
konnte daher als Marker fiir eine aggressivere Krebstherapie verwendet werden (262).
Galektin-3 konnte 2 Funktionen haben, da die starke Expression mit geringerer
Tumorinvasionstiefe korrelierte, wohingegen eine schwache Expression mit einer grof3eren
Tumorinvasionstiefe korrelierte (262). Zhou et al (263) kamen zu &hnlichen Ergebnissen wie
ich. Sie untersuchten die Zervixkarzinome von 174 Patientinnen mit FIGO-Stadium 1//11
(263). 94 von 174 (54,0%) Zervixkarzinomgeweben zeigten eine Expression von Galektin-3
(263). Die Tumorremissionsrate nach préoperativer Bestrahlung war bei Patientinnen mit
hochreguliertem Galektin-3 mit 39,7% niedriger als bei Patientinnen mit runterregulierter
oder unveranderter Galektin-3-Expression (70%) (263). Beziiglich des Gesamtuberlebens
zeigte sich Folgendes: die Patientinnen iberlebten schlechter, lag FIGO-Stadium Il oder 1 vor,
war das Karzinom bereits in den Lymph-bzw. Gefalraum vorgedrungen (verglichen mit
Patientinnen, bei denen dieser Bereich noch tumorfrei war), hatte das Karzinom bereits das
Parametrium befallen (verglichen mit Patientinnen mit noch tumorfreiem Parametrium), fand

man Lymphknotenmetastasen statt metastasenfreier Lymphknoten und waren die Karzinome
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positiv fur Galektin-3 statt negativ (263). Zhou et al gelangten zu der Schlussfolgerung, dass
die positive Expression von Galektin-3 ein pradiktiver Faktor flir Metastasen in den
Beckenlymphknoten und fiir ein schlechteres Gesamtiiberleben bei
Zervixkarzinompatientinnen ist (263). Als mogliche Erklarung kommt fur Zhou et al ein
eventuelles Nichtansprechen auf die Bestrahlungstherapie bei hochregulierter Galektin-3-
Expression in Frage (263). Wang et al untersuchten anhand der Zervixkarzinomzelllinie
HeLa, welchen Einfluss Galektin-3 auf natirliche Killerzellen (NK cells, natural Killer cells)
hat (264). Es zeigte sich, dass die genetische Runterregulierung von Galektin-3 in HelLa-
Tumorzellen dazu flhrte, dass die HelLa-Zellen empfénglicher fir die Lyse durch die
natlrlichen Killerzellen wurden, wohingegen HelLa-Zellen, die Galektin-3 tberexprimierten,
weniger auf naturliche Killerzellen ansprachen (264). Sie schlussfolgerten daraus, dass das
vom Tumor freigesetzte Galektin-3 die Sensitivitdt der Tumorzellen gegenlber den
nattrlichen Killerzellen verringern kénnte, indem es an NKp30 bindet, wodurch die Bindung
von NKp30 an seine Liganden auf den Tumorzellen gestort wird (264). Dadurch wird die
NKp30-vermittelte Zytotoxizitat der naturlichen Killerzellen inhibiert, der Tumor umgeht also
die Immunabwehr (264). Das macht die Interaktion zwischen Galektin-3 und den natirlichen
Killerzellen zu einem maoglichen Ansatzpunkt neuer Therapien (264). Liu et al beobachteten,
dass der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor C (vascular endothelial growth factor c,
VEGF-C) die Invasivitdat von Zervixkarzinomzellen durch Hochregulierung von Galektin-3
steigerte (265).
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7. Schlussfolgerung

Meine Untersuchungen zeigten, dass groRere Tumore der Zervix auch starker E6 exprimierten
(je hoher der T-Status und das FIGO-Stadium, desto starker wurde E6-Onkoprotein im
Zytoplasma exprimiert). AuBerdem exprimierten Adeno-und Plattenepithelkarzinome E6
nicht in gleichem Mal, Adenokarzinome zeigten im Zytoplasma eine starkere Expression als
Plattenepithelkarzinome. Bei der Expression von p53 verhielt es sich gegensétzlich.
Interessant war die Beobachtung, dass Patientinnen, deren Karzinome die mutierte Form von
p53 im Kern exprimierten, einen Uberlebensvorteil gegeniiber Patientinnen ohne die nukleare
Expression hatten. Dies macht es mdglich, Patientinnen mit schlechterer Prognose zu
erkennen und gezielter zu behandeln. Plattenepithelkarzinome zeigten mehr Expression der
mutierten Form von p53 als Adenokarzinome. Daraus, dass eine signifikante, negative
Korrelation zwischen E6 und der mutierten Form von p53 besteht, kann geschlussfolgert
werden, dass es E6 moglich sein kdnnte, auch die mutierte Version von p53 abzubauen.
Desweiteren zeigte sich zwischen den Expressionen von MDM2 und Galektin-3 eine
signifikante, positive Korrelation. Beziiglich gal-3 zeigte sich, dass dessen Expression bei
Patientinnen, die kein oder nur wenig pl6 exprimierten, in Zusammenhang mit einer
schlechten Uberlebensprognose steht. Dies konnte fir die Behandlung von Patientinnen mit
wenig bzw. niedriger pl6-Expression interessant sein. Mit Hilfe der von mir erarbeiteten
immunhistochemischen Farbung von Zervixkarzinomen mit dem E6-Antikorper der Firma
Abcam, l&sst sich HPV sehr einfach nachweisen. HPV-Infektionen der Zervix werden durch
Polymerasekettenreaktionen (PCR) oder in-situ-Hybridisierung nachgewiesen (34-38). Eine
weitere, jedoch indirekte Methode, ist die p16-Immunhistochemie (27, 28, 36, 39). Befolgt
man das von mir erarbeitete immunhistochemische Farbeprotokoll fir den E6-Antikorper von
Abcam (Cambridge, UK), so erhdlt man spezifische Farbungen, die Aussagen Uber die
Expression des E6-Onkoproteins treffen lassen.

Ich bin der Ansicht, dass der Nachweis von HPV durch immunhistochemische Farbung mit
dem EG6-Antikorper von Abcam gemall meines Protokolls kostenginstiger und einfacher
durchzufthren ist als durch Polymerasekettenreaktion oder die in-situ Hybridisierung.
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8. Verzeichnis der Abkirzungen, Akronyme und Symbole

ABC-Methode:
AG:
AIS:
AK:
Aqua dest.:
ATM:
ATR:
BAX:
bzw.:
bp:
CA:
ca.:
cand:
CBP35:
CDK2:
CDK4:
CDKG®:
Cdks:
CGIN:
CHK2:
CIN:
CINI:
CIN 11

CIN I11:

CKI:

cm:

CRD:
CTL:
CycD
Cys:

D:

DAB:

DC:
d.h./D.h.:
DNA:
DP-Protein:
E (region):
El, E2, E4; E5, E6, ET:
E1-Enzym:
E2-Enzym:
E3-Enzym:
EGAP:
E2F:

EGD:

EV:
Fab-Stiick:
FADD
Fc-Stiick:
FDA:
FIGO:

FIGO1.:
FIGO2:

FIGO3:
FIGOA4:

g:
gal-3:

GmbH:

GmbH & Co.KG:
GO0-Phase:
G1-Phase:
G2-Phase:

h:

(Strept) Avidin-Biotin-Complex-Methode

Aktiengesellschaft

adenocarcinoma in situ, Adenkarzinom in situ

Antikorper

aqua destillata, destilliertes Wasser

ataxia-telangiectasia mutant

ataxia-telangiectasia and Rad3

BCL 2 Associated X Protein, BCL 2-assoziiertes X-Protein

beziehungsweise

base pare, Basenpaar

Kalifornien, Bundesstaat der Vereinigten Staaten von Amerika

circa

candidate, Kandidat

carbohydrate binding protein 35

cyclin dependent kinase 2, Zyklin-abhé&ngige Kinase 2

cyclin dependent kinase 4, Zyklin-abhéngige Kinase 4

cyclin dependent kinase 6, Zyklin-abhéngige Kinase 6

cyclin dependent protein kinases, Zyklin-abhéngige Protein Kinasen

cervical glandular intraepithelial Neoplasia, zervikoglandulére intraepitheliale Neoplasie
checkpoint kinase 2

zervikale intraepitheliale Neoplasie

zervikale intraepitheliale Neoplasie Grad I, leichte Dysplasie, hochstes MaR der Differenzierung
zervikale intraepitheliale Neoplasie Grad Il, mittelschwere Dysplasie, weniger differenziert als
CINI

zervikale intraepitheliale Neoplasie Grad I11, schwere Dysplasie und carcinoma in situ,
Geringstes MaR der Differenzierung

cyclin dependent protein kinase inhibitor protein, CDK-Inhibitor-Protein
Zentimeter

carbohydrate recognition domaine, Kohlenhydrat-Erkennungs-Doméne

cytotoxic t-cell, zytotoxische T-Zelle

cyclin D, ZyklinD

Cystein

Asparaginsaure

3,3 Diaminobenzidin

dentritic cells, dendritische Zellen

das heift

Desoxyribonukleinséure

DNA-binding protein, DNA-bindendes Protein

early (region), friihe (Region) des Genoms der Humanen Papillomaviren

early genes, frihe Gene der Humanen Papillomaviren

ubiquitin-activating enzyme, Ubiquitin-aktivierendes Enzym

ubiquitin-conjugating enzyme, Ubiquitin-konjugierendes Enzym

ubiquitin protein ligase, Ubiquitin-Protein-Ligase

E6-associated protein, E6-assoziiertes Protein

Transkriptionsfaktor E2F: E2-Promotor Binding Factor

endocervical glandular dysplasia, endozervikale glandulére Dyplasie
epidermodysplasia verruciformis

antigenbindendes Stiick des Antikdrpers

Fas-associated death domain, Fas-assoziierte Todes-Doméne

konstantes Stiick des Antikorpers, c steht firr englisch constant, deutsch konstant
U.S. Food and Drug Administration

von der Fédération Internationale de Gynécologie et d*Obstétrique vorgeschlagenes System zur
Einteilung gynakologischer Tumore

Stadium 1 der FIGO-Klassifikation, Tumor begrenzt auf Zerivx

Stadium 2 der FIGO-Klassifikation, Tumor infiltriert jenseits des Uterus, aber nicht
bis zur Beckenwand und nicht bis zum unteren Drittel der Vagina

Stadium 3 der FIGO-Klassifikation, Tumor breitet sich bis zur Beckenwand aus
und/oder beféallt das untere Drittel der VVagina und/oder verursacht Hydronephrose
oder eine stumme Niere

Stadium 4 der FIGO-Klassifikation, Tumor infiltriert die Schleimhaut von Blase oder
Rektum oder tiberschreitet die Grenze des kleinen Beckens

Gramm

Galektin-3

Gesellschaft mit beschrankter Haftung

Gesellschaft mit beschrankter Haftung und Compagnie Kommanditgesellschaft
Ruhephase im Zellzyklus

erste Licken (englisch gap) - Phase im Zellzyklus

zweite Lucken (englisch gap) - Phase im Zellzyklus

Stunde(n)
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HCGIN:

HDAC:

HelLa (Tumorzellen):

high grade cervical glandular intraepithelial neoplasia, zervikoglandulére intraepitheliale
Neoplasie hohen Grades

Histondeacetylase

Tumorzellen, die von den Zervixkarzinomzellen der Henrietta Lacks a stammen. Sie wurde am
9.2.1951 am Johns Hopkins Krankenhaus in Baltimore aufgrund ihres Zervixkarzinoms operiert,
wobei ohne ihr Wissen Zervixkarzinomzellen entnommen und an die Forschung weitergegeben
wurden. Es sind die ersten menschlichen Zellen aus denen eine permanente Zelllinie entstand.

HIV: human immunodeficiency virus, Humanes Immundefizienz Virus

H-Ketten: von englisch heavy (schwer), lange, schwere Ketten des Antikorpers

H,0,: Wasserstoffperoxid

HPV: Humaner Papillomavirus/ Humane Papillomaviren

HPV-1, HPV-2: HPV-Typl, HPV-Typ2

HPV 16, HPV 18, HPV 45, HPV 31, HPV 33: HPV-Typ 16, 18, 45, 31, 33

HPV 52, HPV 58, HPV 35, HPV 59, HPV 56: HPV-Typ 52, 58, 35, 59, 56

HPV 39, HPV 51, HPV 73, HPV 68, HPV 66: HPV-Typ 39, 51, 73, 68, 66

HP-Viren: Humane Papillomaviren

HPV-positiv: positiv fur Humane Papillomaviren

HRP: Horse Radish Peroxidase

HSILs: high grade squamous intraepithelial lesions, Intraepitheliale L&sionen des Plattenepithels hohen
Grades

IARC: International Ageny for Research on Cancer, Internationale Agentur fir Krebsforschung

ICTV: International Committee on the Taxonomy of Viruses, Internationales Komitee der Taxonomie
der Viren

IgA: Immunglobulin der Klasse A

IgD: Immunglobulin der Klasse D

IgE: Immunglobulin der Klasse E

1gG: Immunglobulin der Klasse G

1gG1: Immunglobulin der Klasse G1

1gG2a: Immunglobulin der Klasse G2a

IgEBP: IgE binding protein

IgM: Immunglobulin der Klasse M

L-29: Lectin-29

L-34: Lectin-34

IL4: Interleukin 4

IL-10: Interleukin-10

IRS Score: Immunrekativer Score

kb: kilobase, Kilobase

KGaA: Kommanditgesellschaft auf Aktien

KH,PO,: Kaliumdihydrogenphosphat

K-Ras: Kirsten Rat-Sarcoma

L (region): late (region), spéte (Region) des Genoms der Humanen Papillomaviren

I: Liter

L1: late gene, spates Gen der Humanen Papillomaviren

L2: late gene, spétes Gen der Humanen Papillomaviren

LBP: laminin binding protein

LCGIN: low grade cervical glandular intraepithelial neoplasia, zervikoglanduldre intraepitheliale
Neoplasie niedrigen Grades

LCR: long control region, lange Kontroll-Region des Genoms der Humanen Papillomaviren

L-Ketten: von englisch light (leicht), kurze, leichte Ketten des Antikérpers

LSIL: low grade squamous intraepithelial lesion, geringgradige intraepitheliale Lésion des
Plattenepithels

0,1M: 0,1 molar

Mac2: macrophage cell-surface antigen 2

MAPK: mitogen-activated protein kinase

MDM2: murine double minute 2

mg: Milligramm

min: Minute(n)

ml: Milliliter

mL: Milliliter

MnPV: Mastomys natalensis papillomavirus

M-Phase: Mitose-Phase im Zellzyklus

m-RNA: messenger-RNA, Boten-RNA

Na: Natrium

NaCl: Natriumchlorid

Na,HPO,: Dinatriumhydrogenphosphat

ng: Nanogramm

NK cells: natural killer cells, nattirliche Killerzellen

NKp30: die natirlichen Killerzellen aktivierender Rezeptor, der sich auf ihrer Oberflache befindet

nm: Nanometer

NSCLC: non-small cell lung cancer, nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom

pl6: Protein p16

p21: Protein p21

p27: Protein p27

p53: Protein p53

p107: Protein p107

p130: Protein p130

PBS: Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
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PCNA:
PCR:
ph:
PI3K:
pRB:
PV:
Rad1:
Rafl:
Ras:
RFC:
RNA:

S.
SCJ:

SCLC:
Ser-15:
Ser-21:
SIL:

S-Phase:
SPSS:
T1:

T2:

T3:

TF
TGF-p1:
T-Status:

TZ:
Hg:
UK:
um:
USA:
usw.:

VEGF-C:

N
EEE:

X@tRSHIANVYAST

proliferating cell-nuclear antigen

polymerase chain reaction, Polymerasekettenreaktion

potential hydrogenii

phosphoinositide 3-kinase, Phosphoinositid-3-Kinase

retinoblastoma protein, Retinoblastomprotein

Papillomaviren

Protein Radl

rapidly accelerated fibrosarcoma 1 protein

rat sarcoma protein

Replikationsfaktor C

ribonucleic acid, Ribonukleinséure

Serin

Seite

Squamocolumnar Junction, Stelle auf der Zervix, an der das Plattenepithel auf das
Zylinderepithel trifft

small cell lung cancer, kleinzelliges Bronchialkarzinom

serine-15

serine-21

squamous intraepithelial lesion, intraepitheliale Lasion des Plattenepithels, Prakanzerose des
Plattenepithels

Synthese-Phase im Zellzyklus

Statistic Package for Social Sciences

Stadium T1 der TNM-Klassifikation, Tumor begrenzt auf Zervix

Stadium T2 der TNM-Klassifikation, Tumor infiltriert jenseits des Uterus, aber nicht bis zur
Beckenwand und nicht bis zum unteren Drittel der Vagina

Stadium T3 der TNM-Klassifikation, Tumor breitet sich bis zu Beckenwand aus und/oder befallt
das untere Drittel der VVagina und/oder verursacht Hydronephrose oder eine stumme Niere
transcription factor, Transkriptionsfaktor

transforming growth factor p1

gibt Auskunft uber die TumorgréRe bei der TNM-Klassifikation (N: Beteiligung der
Lymphknoten, M: Vorhandensein von Metastasen)

Transformationszone

Mikrogramm

United Kingdom, Vereinigtes Kénigreich

Mikrometer

United States of America, Vereinigte Staaten von Amerika

und so weiter

vascular endothelial growth factor ¢, vaskulérer endothelialer Wachstumfaktor C
World Health Organization, Weltgesundheitsorganisation

Signalprotein im Wnt-Signalweg zusammengesetzt aus englisch wingless und integrated 1 (int1)
zum Beispiel

Prozent

kleiner

groBer

groRer gleich

kleiner gleich

ist gleich

Grad Celsius

und

plus

Registered Trademark

mal
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mutierten Form von p53 im Nukleus
Adenokarzinom mit schwacher Expression der mutierten
Form von p53 im Nukleus
Boxplot: der mittlere IRS der nukleédren Expression der
mutierten Form von p53 lag beim Plattenepithelkarzinom und
beim Adenokarzinom bei 0
Plattenepithelkarzinom mit starker p16-Expression im
Zytoplasma
Adenokarzinom mit maRiger p16-Expression im
Zytoplasma
Boxplot: der mittlere IRS der zytoplasmatischen Expression
von p16 lag beim Plattenepithelkarzinom bei 6, beim Adeno-
karzinom bei 4
Adenokarzinom: schwache Expression von MDM2 im Kern
Adenokarzinom: schwache Expression von gal-3 im
Zytoplasma
Plattenepithelkarzinom: starke Expression von MDM2 im Kern
Plattenepithelkarzinom: starke Expression von gal-3 im
Zytoplasma
Plattenepithelkarzinom: schwache Expression von E6 im
Zytoplasma
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Abbildung 24b: Plattenepithelkarzinom: starke Expression der mutierten S.070

Form von p53 im Zytoplasma

Abbildung 24c: Plattenepithelkarzinom: starke Expression von E6 im S.071
Zytoplasma
Abbildung 24d: Plattenepithelkarzinom: schwache Expression der mutierten S.071

Form von p53 im Zytoplasma
Abbildung 25: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve: schwarz: keine Expression S.072

von gal-3 bei p16-negativen Patientinnen im Zytoplasma,

rot: Expression von gal-3 bei p16-negativen Patientinnen

im Zytoplasma. Es zeigte sich, dass p16-negative

Patientinnen, die gal-3 im Zytoplasma ihrer Tumore exprimierten,

einen Uberlebensnachteil gegeniiber p16-negativen Patientinnen,

deren Tumore keine gal-3-Expression im Zytoplasma zeigten, hatten.
Abbildung 26 (200): Regulatorische Rickkopplungsschleife S.077

TF: transcription factor (Transkriptionsfaktor),

Cyc D: cyclin D (ZyklinD)
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