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1 EINLEITUNG 3
1 Einleitung

1.1 Definition

Die zervikale intraepitheliale Neoplasie ist eine Vorstufe des Plattenepithelkarzinoms des Ge-
barmutterhalses. Eine erste Einteilung 1953 unterschied zunichst eine milde, eine moderate
und eine starke Form der Dysplasie voneinander [1]. 1969 wurde der Begriff der zervikalen
intraepithelialen Neoplasie eingefiihrt, wobei wieder drei Schweregrade der CIN voneinander
abgegrenzt wurden, die CIN | (mild), CIN Il (moderat) sowie die CIN IlI (stark) [2].

Die Einteilung der CIN erfolgt dabei in Abhdngigkeit der Proliferation atypischer Basalzellen
in drei Stufen. Ist nur das unterste Drittel von einer Proliferation der Basalzellen betroffen, so
spricht man von einer CIN |, reicht die Proliferation bis zum mittleren Drittel handelt es sich
um eine CIN II. Erstreckt sich die Proliferation {iber das gesamte Epithel, liegt eine CIN III vor
[3].

Die Dysplasie entwickelt sich dabei meist in der Transformationszone der Zervix. Diese besteht
in der Fetalperiode aus Zylinderepithel. Durch den miitterlichen Ostrogeneinfluss verandert sich
bereits zum Zeitpunkt der Geburt der vaginale pH. Durch diesen Stimulus beginnt sich durch
Metaplasie das Zylinderepithel in Plattenepithel umzuwandeln. Mit dem Eintreten der Puber-
tdt verdndert sich der vaginale pH erneut und die Metaplasie wird fortgesetzt [31].

2001 wurde international eine neue Terminologie fiir die Einteilung der CIN eingefiihrt, das
Bethesda System. Darin werden zwei Kategorien voneinander unterschieden. Die CIN | wird
den low grade squamous intraepithelial lesions (LSIL) zugeteilt, wohingegen die CIN II, die
CIN Il sowie das Carcinoma in situ zu den high grade squamous intraepithelial lesions (HSIL)
gezahlt werden [4].

Histopathologisch zeigt sich bei den LSIL eine gesteigerte Kern-Zytoplasma-Relation, ein hy-
perchromatischer Kern, UnregelmiRigkeiten der Kernmembran sowie Koilozyten. Koilozyten
entstehen in Folge einer Infektion mit dem humanen Papillomavirus und besitzen um den
Zellkern eine Vakuolisierung (halo). Sie wirken dadurch leer und erscheinen meist im oberen

Drittel des Epithels. An der Epitheloberflache zeigen sich dariiber hinaus haufig Parakeratosen
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und Hyperkeratosen. Auch bei den HSIL lassen sich eine gesteigerte KerngroRe, unregelmaBige
Kernmembranen und eine gesteigerte Kern-Zytoplasma-Relation nachweisen. Des Weiteren zei-
gen sich verschiedene Mitosestadien und gesteigerte Mitoseraten, die bis in die oberen Drittel

des Epithels reichen [5].

Dysplasie/Ca in CIN-System | Miinchner Nomen- | Bethesda | Miinchner Nomen-
situ Histologie Histologie klatur Il Zytologie | Zytologie | klatur Ill Zytologie
Leichte Dysplasie | CIN | 11D LSIL D1
MaRige Dysplasie | CIN I 1D HSIL [11D2
Schwere Dysplasie | CIN I IVa HSIL IVa-p
Carcinoma in situ | CIN [l IVa HSIL IVa-p

Tabelle 1: Intraepitheliale Lasionen des Plattenepithels in verschiedenen Befundsystemen [6]

1.2 Pathogenese

Eine CIN entsteht durch die Infektion mit den Hochrisikotypen des humanen Papillomavirus
(HPV). Diese gehoren zur Gruppe der Papillomaviridae und bestehen aus doppelstrangiger
DNA. Bisher sind etwa 200 verschiedene, beim Menschen vorkommende Typen bekannt [7].
Man unterscheidet die Hochrisikotypen von den Niedrigrisikotypen. Bei einer Infektion mit den
Niedrigrisikotypen, wie beispielsweise 6 und 11, kdnnen sich Genitalwarzen, sogenannte Con-
dylome, bilden. Zu den Hochrisikotypen zahlen unter anderem die Typen 16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 und 68. Die Typen 16 und 18 sind fiir die Entstehung von 70 % aller
Zervixkarzinome verantwortlich [8]. Die meisten HPV Infektionen verlaufen asymptomatisch
und heilen innerhalb von 2 Jahren aus [9].

Das HPV Genom kann in drei Regionen unterteilt werden. Man unterscheidet eine nicht kodie-
rende long control region, welche DNA Elemente fiir die virale Transkription und Replikation
enthalt sowie zwei kodierende Regionen. Diese unterteilen sich wiederum in early (E) und late
(L) genes, wobei die early genes Proteine kodieren, die fiir die virale Genomreplikation not-
wendig sind und die /ate genes fiir virale Kapside kodieren.

Die viralen Onkogene E6 und E7 gehdren zu den early genes und kodieren Proteine, welche

mit den Tumorsuppressor-Proteinen Retinoblastom (pRB) und p53 interagieren. Das HPV E7



1 EINLEITUNG 5

Onkogen bindet an pRB und an den cdk Inhibitor p21cipl. Dies fiihrt zu einer unkontrollierten
E2F-vermittelten Gentranskription, welche fiir die S-Phase benétigt wird. Das Onkoprotein E6
beschleunigt den Abbau von p53 und verhindert somit eine Apoptose geschadigter Zellen.

Diese Mechanismen fiihren zu einer erhohten Proliferation und durch die Verhinderung der
Apoptose geschiadigter Zellen zu einer Haufung genetischer Aberrationen. Bei einer chroni-
schen Infektion mit HPV ist somit das Auftreten von Dysplasien und folglich Karzinomen

begiinstigt (Abb. 1) [10] - [21].

—| p53 —
N\
p21c!
|
/Cdk2/cyclin E 4—‘
\pHB-lEzF —» E2F + ppRB
\,

Abbildung 1: Stérung des Zellzyklus durch die HPV Onkoproteine E6 und E7 [10]

1.3 Risikofaktoren

Frithe sexuelle Aktivitat, wechselnde Geschlechtspartner, Rauchen sowie Immunsuppression
sind Risikofaktoren fiir eine HPV Infektion [22]. Ein erhdhtes Risiko fiir eine chronische In-
fektion mit Hochrisiko HPV Typen weisen auch Frauen auf, die in ihrer Vorgeschichte bereits
Condylome hatten. Dariiber hinaus erhéhen auch der Gebrauch von systemischen Glukokorti-

koiden sowie orale Kontrazeptiva das Risiko [23].
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1.4 Epidemiologie

Eine Infektion mit dem humanen Papillomavirus ist die haufigste sexuell iibertragene Infektion
[24]. Es konnte gezeigt werden, dass in einigen Populationen der Anteil an HPV Infektionen
bei sexuell aktiven Frauen 20-40% betrdgt, wobei die Pravalenz mit dem Alter abnimmt [25].
Zu chronischen HPV Infektionen neigen am meisten die HPV Typen 16, 31 und 45 [26].

In den USA liegt die Inzidenz einer CIN | bei 0,12%, fiir eine CIN Il bei 0,08% fiir eine CIN Il
bei 0,07%. Die hochste Inzidenzrate weisen Frauen im Alter von 20-24 mit 0,5% auf. Bei CIN
[l und CIN 11l liegt die héchste Inzidenzrate bei Frauen zwischen 25-29 Jahren mit 0,38% bei
CIN Il und 0,41% bei CIN 111 [27].

Low grade squamous intraepithelial lesions haben eine hohe Tendenz zur spontanen Regression.
Nach 12 Monaten betragt die Wahrscheinlichkeit eines Regresses 61% und nach 36 Monaten
91%. Lediglich 3% zeigen einen Progress [28]. Die Rate einer spontanen Regression einer CIN

Il oder CIN 11l liegt bei 28% [29].

1.5 Diagnostik

In Deutschland kann jede Frau ab dem 20. Lebensjahr eine Krebsvorsorgeuntersuchung durch-
fiihren lassen. Diese Leistung wird von der Krankenkasse iibernommen. Dabei wird unter ande-
rem ein Abstrich zur Zellgewinnung von der Portio sowie aus dem Zervixkanal gegnommen. Der
Abstrich wird mit Alkohol auf einem Objekttrager fixiert und im Labor mittels Papanicolaou-
Farbung behandelt. Im Anschluss daran kann das Préparat unter dem Mikroskop befundet
werden. Mit Hilfe der Miinchner Nomenklatur (Tabelle 3, Tabelle 4) wird der Befund einge-
ordnet und bei Auffilligkeiten erfolgt weitere Diagnostik. Zur besseren Qualitdt des Abstrichs
sollte dieser nicht wahrend der Menstruation, nicht nach Geschlechtsverkehr sowie nicht direkt
nach dem Waschen vorgenommen werden [30].

Zeigen sich im Abstrich Auffalligkeiten, so kann der Abstrich zunichst wiederholt werden. Da
das Zervixepithel Zeit zur Regeneration bendtigt, sollte der Abstrich friihestens nach 3 Mona-
ten wiederholt werden. Bestand aufgrund des ersten Abstrichs der Verdacht auf eine Infektion,

sollte vor einem erneuten Abstrich eine antimikrobiologische Therapie erfolgen. War die Aussa-
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gekraft des ersten Abstrichs aufgrund von atrophen Epithels eingeschrankt, sollte eine topische
Therapie mit Ostrogenen vor einem erneuten Abstrich vorgenommen werden.

Dariiber hinaus kann ein HPV Test durchgefiihrt werden, um Frauen mit einem positiven Test-
ergebnis weiterer Diagnostik zuzufiihren.

Die Kolposkopie stellt einen nichsten Schritt in der Diagnostik der CIN dar, welche zum Ziel
hat, die genaue Lokalisation der Dysplasie festzustellen und gegebenenfalls eine histologische
Sicherung durchzufiihren. Auch Verlaufskontrollen bei Vorliegen einer CIN kdnnen unter an-
derem kolposkopisch durchgefiihrt werden.

Hierbei wird nach Spekulumeinstellung 3- oder 5%-ige Essigsiurelosung auf die Zervix aufge-
tragen. Essigsdure 16st ein Gewebsédem aus und fiihrt zur Gerinnung von Proteinen, aulerdem
wird die Transparenz des Epithels vermindert, wodurch Gefile schwerer sichtbar sind und das
Epithel selbst weill erscheint. Da dysplastisches Epithel einen hoheren Proteingehalt aufweist,
grenzt es sich in Form einer starkeren essigweifen Reaktion von gesundem Epithel ab. Dabei
gilt es zu beachten, dass die Spezifitdt der Untersuchung gering ist, da eine WeiRfarbung nicht
nur bei Dysplasien zu beobachten ist. Unter anderem kann diese auch bei einer Metaplasie
oder einer alleinigen HPV Infektion ohne Vorliegen einer Dysplasie auftreten.

Neben der Untersuchung mit Essigsaure kann auch der Schilling-Test durchgefiihrt werden.
Dazu wird lod auf die Zervix aufgetragen und gesundes, normales Epithel farbt sich braun. Der
Grund fiir die Braunfarbung ist Glykogen, welches in gesunden Zellen reichlich vorhanden ist.
In dysplastisch verdnderten Zellen variiert der Glykogengehalt, weshalb verdandertes Gewebe
weniger deutlich und ungleichmaRig gefarbt ist. Wie bereits bei der Essigprobe ist auch die
Spezifitat dieser Untersuchung eingeschrankt, da auch in diesem Fall andere Ursachen, wie
beispielsweise ein sich gerade regenerierendes Epithel oder das Vorliegen einer Infektion, fiir
eine geringere Farbung verantwortlich sein kdnnen.

Die kolposkopische Beurteilung einer Dysplasie erfolgt anhand diverser Kriterien, wie dem Vor-
liegen von groben oder feinen Mosaiken, Punktierungen, abnormen GefaRen, der Essigreaktion
sowie der Randbegrenzung (Tabelle 2).

Als nachster Schritt der Diagnosesicherung sollte unter kolposkopischer Sicht eine Gewebebi-
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opsie der auffalligen Stellen entnommen werden. Um genaue Aussagen iiber die Invasionstiefe
der Dysplasie treffen zu kdnnen, sollte unbedingt sowohl Epithel als auch darunterliegendes

Stromagewebe bei der Biopsie entnommen werden [31].
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IFCPC 2011

Rio de Janeiro

Kolposkopische Nomenklatur fiir die Zervix
uteri

Grundsatzliches

e adiquat/inadaquat: Begriindung: z.B.: Entziin-
dung, Blutung, Narben

e Zylinder-Plattenepithel-Grenze (ZPG): vollstan-
dig/teilweise/nicht einsehbar

e Transformationszone (Typ 1, 2, 3)

Normale
Befunde

Originares Plattenepithel

o reif

e atroph

Zylinderepithel

e Ektopie

Metaplastisches Plattenepithel
e Ovula Nabothii

e Driisenausfithrungsgange

Abnorme
Befunde

Grundsatzliches

Lokalisation der Lasion:
e Innerhalb oder aullerhalb der TZ

GroRe der Lasion:
Anzahl der betroffenen Quadranten
Prozent der Zervix

Grad 1
minor changes

zartes essigweiles Epithel
zartes Mosaik, zarte Punktierung

Grad 2

major changes

grobes Mosaik, grobe Punktierung
prominente Driisenausfiihrungsginge
scharfe Grenzen

Jinner border sign”, , ridge sign”

[
®
[
[
e intensiv essigweiles Epithel
[ ]
[ ]
[ ]
[
e rasche Essigsaurewirkung

nicht spezifisch

Leukoplakie (Keratose, Hyperkeratose)
e Erosion
e Lugol'sche Probe (Schiller-Test)

Verdacht auf
Invasion

e Atypische GefilRe

e Zusatzliche Befunde: auf Beriihrung blutende
Gefdle, unregelmiRige Oberflache, exophyti-
sche Lasion, Nekrose, Ulkus, Tumor

Verschiedene
Befunde

e kongenitale Transformationszone (KTZ), kon-
genitale Anomalie

e Kondylome (Papillome)

e Endometriose

e Polypen (ektozervikal, endozervikal)

e Entziindung

e Stenose

e postoperative Verdnderung

e (vernarbte Portio, Scheidenblindsack)

Tabelle 2: Colposcopic nomenclature for cervix uteri (IFCPC 2011) [32]
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| Gruppe | Begriffsdefinition der Gruppen

Normales Zellbild, dem Alter entsprechend, einschlieRlich leichter entziindli-
cher und degenerativer Veranderungen sowie akterieller Zytolyse.

Deutlich entziindliche Veranderungen an Zellen des Platten- und zervika-
len Zylinderepithels, Zellen aus Regenerationsepithel, unreife Metaplasiezel-
len, starkere degenerative Zellverdnderungen, Para- und Hyperkeratosezel-
len. Normale Endometriumzellen, auch nach der Menopause. Ferner spezielle
Zellbilder wie follikulare Zervizitis, Zellveranderungen bei IUP, Zeichen einer
HPV-Infektion ohne wesentliche Kernveranderungen, Zeichen einer Herpes-
oder Zytomegalievirusinfektion.

1411

Empfehlungen: Gegebenenfalls zytologische Kontrolle, Zeitabstand je nach
klinischem Befund - eventuell nach vorheriger Entziindungsbehandlung oder
nach Aufhellung durch Hormongaben.

Unklarer Befund: Schwere entziindliche, degenerative oder iatrogene Zell-
veranderungen, die eine sichere Beurteilung zwischen gut und bosartig nicht
zulassen.

Auffillige Zellen eines Driisenepithels, deren Herkunft aus einem Karzinom
nicht sicher auszuschlieBen ist, moglichst mit Hinweis, ob die Zellen endo-
metrialen, endozervialen oder extrauterinen Ursprungs sind.
Empfehlungen: Je nach klinischem und kolposkopischem Befund kurzfris-
tige zytologische Kontrolle oder sofortige histologische Abklarung.

11D

Zellen einer Dysplasie leichten bis mittleren Grades. (Zeichen einer HPV-
Infektion sollten besonders erwdhnt werden)
Empfehlung: Kolposkopisch-zytologische Kontrolle in 3 Monaten.

IVA

Zellen einer schweren Dysplasie oder eines Ca-in-situ. (Zeichen einer HPV-
Infektion sollten besonders erwdhnt werden).

Empfehlung: Kolposkopisch-zytologische Kontrolle und histologische Kla-
rung.

VB

Zellen einer schweren Dysplasie oder eines Ca-in-situ, Zellen eines invasiven
Karzinoms nicht auszuschlieRen.

Zellen eines malignen Tumors. (Plattenepithelkarzinom, Adenokarzinom,
sonstiger maligner Tumor)

Empfehlung: Kolposkopisch-zytologische Kontrolle und histologische Kla-
rung.

Tabelle 3: Miinchner Nomenklatur Il - Klassifikation zytologischer Befunde (giiltig bis Juli

2014) [33]
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Korrelat  im
Gruppe | Definition Bethesda-
System
. . . : Unsatisfactory
0 Unzureichendes Material — Abstrich-Wiederholung .
for evaluation
| Unauffillige und unzureichende Befunde — Abstrich im Vor- NILM
sorgeintervall
Unauffillige Befunde bei auffélliger Anamnese — ggf. zy-
[I-a tologische Kontrolle wegen auffilliger Anamnese (zytologi- | NILM
scher/histologischer/kolposkopischer/klinischer Befund)
1 Befunde mit eingeschriankt protektivem Wert
Plattenepithelzellen mit geringergradigen Kernverdnderungen als
bei CIN 1, auch mit koilozytdrem Zytoplasma/Parakeratose — ggf.
lp zytologische Kontrolle unter Beriicksichtigung von Anamnese und ASC-US
klinischem Befund (evtl. nach Entziindungsbehandlung und/oder
hormoneller Aufhellung; in besonderen Fallen additive Methoden
und/oder Kolposkopie)
Zervikale Driisenzellen mit Anomalien, die iiber das Spektrum re-
aktiver Verdnderungen hinausreichen — ggf. zytologische Kontrolle
. . . AGC endocer-
l-g in Abhangigkeit von Anamnese und klinischem Befund (evtl. nach | .
Entziindungsbehandlung; in besonderen Fillen additive Methoden vical NOS
und/oder Kolposkopie)
Endometriumzellen bei Frauen > 40. Lebensjahr in der zweiten :
N . Endometrial
l-e Zyklushalfte — Kontrolle unter Beriicksichtigung von Anamnese
" cells
und klinischem Befund
i Unklare bzw. zweifelhafte Befunde
CIN 2/3/Plattenepithelkarzinom nicht auszuschlieBen — Differen-
m zialkolposkopie, ggf. additive Methoden, evtl. kurzfristige zytologi- ASC.H
sche Kontrolle nach Entziindungsbehandlung und/oder hormonel-
ler Aufhellung
Ausgepragte Atypien des Driisenepithels, Adenocarcinoma in si- | AGC endocer-
Ill-g | tu/invasives Adenokarzinom nicht auszuschlieBen — Differenzial- | vical favor neo-
kolposkopie, ggf. additive Methoden plastic
Abnorme endometriale Zellen (insbesondere postmenopausal) — AGC  endome-
[l-e Weiterfiihrende klinische Diagnostik, ggf. mit histologischer Kla- trial
rung
Zweifelhafte Driisenzellen ungewissen Ursprungs — Weiterfiihren-
) . .y ; o AGC favor neo-
[1-x de Diagnostik (z. B. fraktionierte Abrasio; ggf. additive Metho- lasti
den/Differenzialkolposkopie) plastic
1D Dysplasie-Befunde mit gréRerer Regressionsneigung
Zellbild einer leichten Dysplasie analog CIN 1 — Zytologische Kon-
D1 trolle in 6 Monaten, bei Persistenz > 1 Jahr: ggf. additive Metho- | LSIL
den/Differenzialkolposkopie
Zellbild einer maBigen Dysplasie analog CIN 2 — Zytologische Kon-
[1ID2 trolle in 3 Monaten, bei Persistenz > 6 Monate: Differenzialkolpo- | HSIL
skopie, ggf. additive Methoden
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Korrelat  im
Gruppe | Definition Bethesda-
System
Unmittelbare Vorstadien des Zervixkarzinoms — Differenzial-
v . .
kolposkopie und Therapie
Va-p Zellbild einer schweren Dysplasie/eines Carcinoma in situ analog HSIL
CIN 3
IVa-g | Zellbild eines Adenocarcinoma in situ AlS
HSIL with fea-
IVb-p | Zellbild einer CIN 3, Invasion nicht auszuschlieBen tures suspicious
for invasion
AlS with fea-
IVb-g | Zellbild eines Adenocarcinoma in situ, Invasion nicht auszuschlieBen | tures suspicious
for invasion
Vv Malignome — Weiterfiihrende Diagnostik mit Histologie und The-

rapie

Squamous cell
carcinoma
Endocervical
V-g Endozervikales Adenokarzinom adenocarcino-
ma
Endometrial
V-e Endometriales Adenokarzinom adenocarcino-
ma

Other mali-
V-x Andere Malignome, auch unklaren Ursprungs gnant neo-
plasms

V-p Plattenepithelkarzinom

NILM = negative for intraepithelial lesion or malignancy

CIN 1/2/3 = Cervikale Intraepitheliale Neoplasie Grad 1/2/3

ASC-US = atypical squamous cells of undetermined significance

AGC endocervical NOS = atypical glandular endocervical cells not otherwise specified
ASC-H = atypical squamous cells of undetermined significance cannot exclude HSIL
AGC endocervical, favor neoplastic = atypical glandular endocervical cells favor neoplastic
AGC endometrial: Atypical glandular endometrial cells

AGC favor neoplastic = atypical glandular cells favor neoplastic

LSIL = low-grade squamous intraepithelial lesion

HSIL = high-grade squamous intraepithelial lesion

AlS = Adenocarcinoma in situ

Tabelle 4: Miinchner Nomenklatur Il mit Hauptgruppen und korrelierenden Begriffen des
Bethesda Systems (giiltig ab 1.7.2014) [34]
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1.6 Behandlung

Wird histologisch eine CIN gesichert, hangt das weitere Procedere vom Auspragungsgrad der
Dysplasie ab.

Wourde eine CIN | histologisch gesichert, sollte zunachst ein konservatives Vorgehen gewahlt
werden. Dazu wird nach 12 Monaten sowie nach 24 Monaten eine erneute Zytologie empfoh-
len, beziehungsweise eine high risk HPV Testung nach 12 Monaten. Eine erneute Kolposkopie
wird empfohlen, wenn sich in der Zytologie weiterhin Auffilligkeiten ergeben oder der HPV
Test positiv ist [35]. Sowohl européische Richtlinien, als auch die American Society for Col-
poscopy and Cervical Pathology (ASCCP) Richtlinien empfehlen ein konservatives Vorgehen
bei Vorliegen einer CIN | [31] [35] [36].

Ein chirurgisches Vorgehen sollte bei Frauen mit einer histologisch gesicherten CIN Il emp-
fohlen werden. Dies entspricht dem weltweiten Behandlungsstandard. Eine CIN I wird in den
meisten Landern wie eine CIN Il behandelt, eindeutige Daten hierzu fehlen jedoch [37]. Ein
chirurgisches Vorgehen wird unter anderem unterstiitzt vom Bethesda System sowie der No-
menklatur des Lower Anogenital Squamous Terminilogy Project [38]. Vor allem fiir jiingere
Frauen mit noch nicht abgeschlossener Familienplanung wird bei Vorliegen einer CIN Il jedoch
immer haufiger, wenn moglich, ein konservatives Vorgehen vorgezogen [39].

Grundsatzlich kénnen verschiedene operative Behandlungsmoglichkeiten erwogen werden.
Eine Moglichkeit ist die Exzision der Lasion. Ziel ist es dabei, die Dysplasie komplett zu ent-
fernen. Verschiedene Techniken zur Durchfiihrung einer Exzision sind moglich.

Bei der Exzision mittels cold knife wird mit einem Skalpell ein kegelférmiger Konus herausge-
schnitten.

Bei der Laser Konisation wird mittels eines CO2 Lasers verandertes Gewebe entfernt.

Bei der large loop excision of transformation zone (LLETZ) oder auch loop electrosurgical
excision procedure (LEEP) genannt, wird Gewebe mit einer Stromschlinge entfernt.

Dariiber hinaus gibt es noch die Moglichkeit, das Gewebe mit einem Diathermie Draht zu
entfernen (needle excision of the transformation zone, NETZ). Alle Techniken sollten unter

kolposkopischer Sicht durchgefiihrt werden.
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Als weitere Behandlungsmoglichkeiten erweisen sich lokal destruktive Therapien. Dazu zadhlen
die radical diathermy, die Diathermiekoagulation, die Laservaporisation, die Kryotherapie und
die cold coagulation. Bei der radical diathermy wird mit einer elektrischen Nadel Gewebe bis
zu einer Tiefe von einem Zentimeter zerstort. Mittels Hitze wird bei der Diathermiekoagulation
Gewebe bis zu 3 mm zerstort. Aufgrund der nur oberflichlichen Behandlung ohne histologische
Sicherung wird diese Therapie nicht primar empfohlen. Mittels CO2 Laser wird bei der Laser-
vaporisation das Wasser in den Zellen verdampft und diese dadurch zerstort. Im Gegensatz
dazu wird bei der Kryotherapie Gewebe durch Gefrierung entfernt. Auch diese Methode dringt
nur 3-4 mm ein und ist daher sehr oberflachlich. Bei der cold coagulation wird das Gewebe
auf 100°C erhitzt und dadurch zerstort. Der Nachteil dieser lokalen Therapien ist, dass das
Gewebe direkt zerstort wird und somit nicht fiir weitere Diagnostik verwendet werden kann.
Die chirurgische Behandlung der CIN weist neben allgemeinen Operationsrisiken wie Infektio-
nen, Blutungen und Schidigungen umliegender Strukturen vor allem auch Risiken beziiglich der
Fertilitat sowie einer Schwangerschaft auf. Dies erweist sich insbesondere daher als relevant,
da eine Konisation haufiger bei jiingeren Frauen durchgefiihrt wird, welche die Familienplanung
noch nicht abgeschlossen haben.

Beziiglich der Risiken einer Schwangerschaft ist vor allem die Zervixinsuffizienz zu nennen.
Verbunden damit ergeben sich ein signifikant erhdhtes Risiko fiir Friithgeburten sowie Fehl-
geburten, niedriges Geburtsgewicht sowie vorzeitigen Blasensprung [40] [41] [42]. Es zeigte
sich beispielsweise, dass das relative Risiko fiir perinatale Mortalitdt nach einer Cold Kni-
fe Konisation bei 2.87 (95%-Konfidenzintervall 1.42 - 5.81), das fiir Friihgeburten bei 2.78
(95%-Konfidenzintervall 1.72 — 4.51) liegt [38]. Auch bei der LEEP betragt das relative Risiko
fir Friihgeburten 1.98 (95%-Konfidenzintervall 1.31 — 2.98) [40].

1.7 Fragestellung

Vor allem aufgrund der aufgefiihrten Risiken in Zusammenhang mit einer Konisation und -
damit verbunden - um die Zahl an Konisation zu senken, war es das Ziel der vorliegenden

Arbeit, Marker zu bestimmen, die eine Vorhersage zu Progress oder Regress der einzelnen
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CIN Gruppen erlauben. Dies ware vor allem wiinschenswert im Hinblick auf die Behandlung
beziehungsweise das klinische Vorgehen bei Patientinnen, bei denen eine CIN Il diagnostiziert
wurde.

Da bei der Konisation neben allgemeinen Operationsrisiken wie Blutungen oder Infektionen vor
allem das Risiko einer Zervixinsuffizienz vorliegt und somit ein erhdhtes Risiko fiir eine Friih-
geburt besteht, hatte eine Prognose beziiglich eines Progresses oder Regresses groBe klinische
Relevanz fiir Frauen mit noch nicht abgeschlossener Familienplanung.

Hierzu wurden Gewebeproben von Zervixbiopsien unterschiedlichen Dysplasiegrades mit den
Antikorpern Sialyl Lewis a, Sialyl Lewis x, Lewis y, Galectin-3, Galectin-7, Stathmin-1 und p16
gefarbt. Die verschiedenen CIN Gruppen wurden anhand ihres Farbeverhaltens miteinander
verglichen, um Unterschiede in der Auspragung ihrer Farbung festzustellen, welche auf einen
etwaigen Progress oder Regress hinweisen konnte.

Ziel war es, in Zukunft Patientinnen eine bessere Therapieempfehlung beziiglich eines konser-

vativen oder chirurgischen Vorgehens anbieten zu kdnnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Objekt Hersteller

Pipetten Eppendorf AG; Hamburg

Objekttrager Menzel-Glaser GmbH & Co. KG; Saarbriicken
Brutschrank Heraeus; Hanau

Kamera JVC

Kochfeld Rommelsbacher; Dinkelsbiihl

Schnellkochtopf

Fissler GmbH

Schlittenmikrotom

Reichert-Jung; Leica; Wetzlar

Pipettenspitzen

Schubert und Weiss Omnilab GmbH & Co. KG; Minchen

Deckglaser

Menzel-Glaser GmbH & Co. KG; Saarbriicken

Mikroskop

Leitz; Wetzlar

2.1.2 Reagenzien

Tabelle 5: Ubersicht verwendeter Materialien

16

Fiir den Vorgang des Entparaffinierens der Paraffinschnitte wurde Xylol der Firma Carl Roth

GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland) verwendet. Zur Blockierung der endogenen Peroxi-

dase wurde 30% Wasserstoffperoxid der Firma VWR International S.A.S. (Briare, Frankreich)

genutzt. Dieses wurde mit Methanol der Firma Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland) ge-

mischt.

Das destillierte Wasser, welches regelmaBig zwischen den verschiedenen Schritten zum Wa-

schen der Schnitte verwendet wurde, stammte von der Firma Noll Karl W. Wasserdestillation

(Miinchen, Deutschland).

Die Alkohole fiir die auf- und absteigenden Alkoholreihen wurden aus der Apotheke der
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Innenstadt der LMU Miinchen geliefert. Die Schnitte wurden regelmaRig mit PBS-Puffer
(Phosphate-Borate-Saline) der Firma Biochrom AG (Berlin, Deutschland) gewaschen.

Je nach Farbeprotokoll wurden die Schnitte hitzevorbehandelt. Dazu wurde ein Natrium-
Citratpuffer hergestellt. Sowohl die dafiir verwendete Zitronensaure als auch das Natrium-
Citrat stammten von der Firma Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland).

Als Detektionssystem dienten Vectastain ABC KIT Mouse-IgG der Firma Vector Laboratories
(Burlingame, USA) und das Zytochem Plus HRP Polymer System (Mouse/Rabbit) der Firma
Zytomed (Berlin, Deutschland). Fiir die Sialyl Lewis x Farbung wurde auRerdem 5% Rinderal-
bumin der Firma Sigma Aldrich (St. Louis, USA) genutzt.

Die Sekundarantikorper stammten von der Firma Vector Laboratories (Burlingame, USA).
Zur Substratfarbung wurde DAB (3,3 Diaminobenzidin) und Chromogen von Dako North Ame-
rica Inc. (Caripinteria, USA) verwendet. Von dort stammte ebenso das Dako-Verdiinnungsmedium.
Zur Gegenfarbung wurde Hamalaun aus der Apotheke der LMU genutzt. AbschlieBend wurde

zum Eindecken der Schnitte Eukitt der Firma Kindler (Diisseldorf, Deutschland) verwendet.

2.1.3 Antikorper

Antigen Antikorper | Isotyp Firma Peroxidase Farbung
Sialyl Lewis a | KM231 Mouse IgG | Calbiochem 30 Sekunden

Sialyl Lewis x | KM93 Mouse IgM | Calbiochem 2 Minuten

Lewis Y CD174 Mouse IgM | Glycotope GmbH | 4 Minuten

Stathmin-1 D1Y5A Rabbit IgG | Cell Signaling 1 Minute

P16 E6H4 - Ventana Vollautomat
Galectin-3 9C4 Mouse IgG | Vovocastra 2 Minuten

Galectin-7 - Rabbit IgG | Abcam 90 Sekunden

Tabelle 6: Ubersicht verwendeter Antikdrper




2 MATERIAL UND METHODEN 18

2.2 Datengewinnung

Nach Erhalt der Zustimmung durch die Ethikkommission (Nummer 167-14) wurden die Pa-
tientendaten im zytologischen Labor der Frauenklinik GroRBhadern der Universitdt Miinchen
gesammelt. Insgesamt wurden fiir diese Studie 128 archivierte Gewebeproben von an zervika-
ler intraepithelialer Neoplasie Grad I-lll erkrankten Patientinnen ausgewahlt. In diese Studie
eingeschlossen wurden nur Patientinnen, die mindestens zwei histologische Sicherungen einer
zervikalen intraepithelialen Dysplasie vorwiesen. Dabei musste entweder ein Progress oder ein
Regress stattgefunden haben. Ausgeschlossen wurden Patientinnen, die wahrend der Biopsie-
entnahme schwanger oder immunsupprimiert waren. Die Biopsie ist bei allen Patientinnen aus
der Portio entnommen worden.

Die Patientinnen in der Kontrollgruppe wiesen keine dysplastischen Veranderungen auf.

2.3 Patientinnen
2.3.1 Studiengruppen

Die Patientinnen wurden entsprechend ihres Dysplasiegrades in verschiedene Gruppen einge-
teilt. Es gab eine CIN I, eine CIN Il und eine CIN Il Gruppe sowie eine Kontrollgruppe, die
aus Patientinnen ohne Dysplasie bestand. Die CIN Il Gruppe wurde auRerdem zusatzlich in

Progress und Regress unterteilt.

2.3.2 Gesamtkollektiv

Insgesamt untersucht wurden 140 Gewebeproben. 128 davon wiesen eine Dysplasie auf. In
der CIN | Gruppe waren 33 Patientinnen, in der CIN Il Gruppe 58, davon 31 Regresspatien-
tinnen und 27 Patientinnen mit Progress, in der CIN Il Gruppe 37 Patientinnen und in der

Kontrollgruppe 12 Patientinnen.
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2.4 Immunhistochemische Verfahren
2.4.1 Fixation und Einbettung

Um das Gewebe, welches den Patientinnen im Rahmen der Biopsie entnommen wurde, haltbar
zu machen, wurde dieses in 4-prozentigem, neutral-gepufferten Formalin fixiert, um eine Au-
tolyse zu verhindern. Dabei kommt es zu einer Vernetzung der EiweiBmolekiile untereinander.
Ein Formaldehydmolekiil lagert sich an ein Eiweilmolekiil an und es bildet sich ein starres
Gitternetz. Durch diesen Vorgang werden die Proteine kaum denaturiert. Je groRer das Ge-
webe ist, desto langer dauert eine Fixierung. Fiir kleine Gewebe, wie in dieser Studie, reichen
etwa 24 Stunden. Im Anschluss an die Fixation wird das Fixationsmittel mit Leitungswasser
herausgewaschen.

Zur Einbettung der Gewebeproben wird fliissiges Paraffin verwendet. Es lagert sich tiberall an,
wo sich im Gewebe Wasser befindet. Das Wasser wird beim Einbettvorgang entfernt. Dazu
wird ein organisches Losungsmittel, welches eine hohe Affinitat zu Wasser hat, verwendet. Das
Gewebe durchlauft hierzu eine aufsteigende Alkoholreihe sowie am Ende Xylol. Dieses wascht
den letzten Rest des Wassers heraus und dient gleichzeitig als Intermedium. Das Einbettungs-
mittel wird auf 60°C erhitzt und dringt in das Gewebe ein, nach Abkiihlen wandelt es sich in
einen festen Stoff um. Die Vorgange der Fixation und des Einbettens kénnen in einem Auto-
maten durchgefiihrt werden. Das Gewebe kann im Anschluss entnommen und in einen Block

gegossen werden.

2.4.2 Schneiden

Mit Hilfe eines Schlittenmikrotoms werden 2-3 um diinne Schnitte geschnitten und auf speziell
beschichtete Objekttrager aufgezogen. In dieser Studie wurden Superfrost Plus Objekttrager
verwendet. Diese sorgen aufgrund eines besonderen Beschichtungsverfahrens fiir einen besseren

Halt der Schnitte.
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2.5 Immunhistochemische Farbung
2.5.1 Antikorpernachweise

2.5.1.1 Nachweis von Sialyl Lewis a

Zum Nachweis von Sialyl Lewis a wurde der Klon KM231 der Firma Calbiochem verwendet.
Dabei handelt es sich um einen monoklonalen Mouse IgG1l Antikorper. Dieser wurde 1:80 in
PBS verdiinnt und 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Als Detektionssystem wurde
ZytoChem Plus HRP Polymer System (Mouse/Rabbit) der Firma Zytomed verwendet.
Sowohl fiir die Positivkontrolle als auch fiir die Isotypkontrolle wurden Schnitte von Mamma-

karzinomen verwendet.

Sialyl Lewis a

Klon KM231

Firma Calbiochem

Antikorper Monoklonaler Mouse 1gG1
Verdiinnung 1:80

Verdiinnungsmedium | PBS

Inkubationszeit 60 Minuten

Temperatur Raumtemperatur

Detektionssystem ZytoChem Plus HRP Polymer System (Mouse/Rabbit), Zytomed

Positivkontrolle Mammakarzinome

Isotypenkontrolle Mammakarzinome

Tabelle 7: Ubersicht Nachweis Sialyl Lewis a
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2.5.1.2 Nachweis von Sialyl Lewis x

Zur Darstellung von Sialyl Lewis x diente der Klon KM93 der Firma Calbiochem, welcher
ein monoklonaler Mouse IgM Antikdrper ist. Der Antikdrper wurde 1:200 in PBS verdiinnt
und 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Als Detektionssystem wurde Vectastain Elite

Mouse-Kit verwendet. Mammakarzinome dienten als Positiv- und Isotypenkontrollen.

Sialyl Lewis x

Klon KM93

Firma Calbiochem

Antikorper Monoklonaler Mouse IgM
Verdiinnung 1:200

Verdiinnungsmedium | PBS

Inkubationszeit 60 Minuten

Temperatur Raumtemperatur
Detektionssystem Vectastain Elite Mouse-Kit
Positivkontrolle Mammakarzinome
Isotypenkontrolle Mammakarzinome

Tabelle 8: Ubersicht Nachweis Sialyl Lewis x
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2.5.1.3 Nachweis von Sialyl Lewis y

Lewis y wurde mit dem monoklonalem Mouse IgM Antikdrper des Klons CD174 der Firma
Glycotope nachgewiesen. Dieser wurde 1:60 in Dako-Verdiinnungsmedium verdiinnt und 60
Minuten bei Raumtemperatur aufgetragen. Als Detektionssystem diente das Vectastain Elite

Mouse-Kit. Die Positivkontrolle sowie die Isotypenkontrolle wurden an Mammakarzinomen

durchgefiihrt.
Sialyl Lewis y
Klon CD174
Firma Glycotype
Antikorper Monoklonaler Mouse IgM
Verdiinnung 1:60

Verdiinnungsmedium | Dako-Verdiinnungsmedium

Inkubationszeit 60 Minuten

Temperatur Raumtemperatur
Detektionssystem Vectastain Elite Mouse-Kit
Positivkontrolle Mammakarzinome
Isotypenkontrolle Mammakarzinome

Tabelle 9: Ubersicht Nachweis Sialyl Lewis y
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2.5.1.4 Nachweis von Galectin-3

Der Nachweis von Galectin-3 erfolgte mit dem Klon 9C4 der Firma Vovocastra. Dabei handelt
es sich wiederum um einen monoklonalen Mouse IgG Antikorper. Dieser wurde 1:1000 in
PBS verdiinnt und 16 Stunden bei 4°C inkubiert. Erneut wurde als Detektionssystem das
Vectastain Elite Mouse-Kit verwendet. Als Positivkontrolle sowie auch als Isotypenkontrolle

diente Plazenta.

Galectin-3

Klon 9C4

Firma Vovocastra

Antikorper Monoklonaler Mouse IgG
Verdiinnung 1:1000

Verdiinnungsmedium | PBS

Inkubationszeit 16 Stunden

Temperatur 4°C

Detektionssystem Vectastain Elite Mouse-Kit
Positivkontrolle Plazenta

Isotypenkontrolle Plazenta

Tabelle 10: Ubersicht Nachweis Galectin-3
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2.5.1.5 Nachweis von Galectin-7

Fiir die Darstellung von Galectin-7 wurde der polyklonale Rabbit IgG Antikorper der Firma
Abcam verwendet. Dieser wurde 1:700 in PBS verdiinnt und fiir 16 Stunden bei 4°C aufgetra-
gen. Als Detektionssystem diente ZytoChem Plus HRP Polymer System (Mouse/Rabbit). Die
Gewebspositivkontrolle erfolgte an Plazenta, die Isotypenkontrolle ebenso an Plazenta und die

Negativkontrolle an Leber.

Galectin-7

Klon Nicht bekannt

Firma Abcam

Antikorper Polyklonaler Rabbit 1gG
Verdiinnung 1:700

Verdiinnungsmedium | PBS

Inkubationszeit 16 Stunden

Temperatur 4°C

Detektionssystem ZytoChem Plus HRP Polymer System (Mouse/Rabbit)

Positivkontrolle Plazenta
Isotypenkontrolle Plazenta
Negativkontrolle Leber

Tabelle 11: Ubersicht Nachweis Galectin-7
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2.5.1.6 Nachweis von Stathmin (D1Y5A)

Zum Nachweis von Stathmin-1 wurde der monoklonale Rabbit IgG Antikérper der Firma Cell
Signaling genutzt. Bei einer Verdiinnung von 1:500 in PBS wurde dieser fiir 16 Stunden
bei 4°C aufgetragen. Das ZytoChem Plus HRP Polymer System (Mouse/Rabbit) diente als
Detektionssystem. Zur Durchfiihrung der Positivkontrollen sowie der Isotypenkontrolle wurde

Plazenta verwendet.

Stathmin-1

Klon Nicht bekannt

Firma Cell Signaling
Antikérper Monoklonaler Rabbit 1gG
Verdiinnung 1:500

Verdiinnungsmedium | PBS

Inkubationszeit 16 Stunden

Temperatur 4°C

Detektionssystem ZytoChem Plus HRP Polymer System (Mouse/Rabbit)

Positivkontrolle Plazenta

Isotypenkontrolle Plazenta

Tabelle 12: Ubersicht Nachweis Stathmin-1
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2.5.1.7 Nachweis von pl16
Die pl6 Farbung wurde an einem Farbeautomaten des pathologischen Instituts der LMU

Miinchen durchgefiihrt.

2.5.1.8 HE Farbung
Die HE Farbung wurde ebenfalls an einem Firbeautomaten des pathologischen Instituts der

LMU Miinchen durchgefiihrt.

2.5.2 Farbeprotokoll

Zunichst wurden die Schnitte fiir 20 Minuten in Xylol entparaffiniert und im Anschluss in
100%-igem Ethanol dehydriert. Es folgte die Blockierung der endogenen Peroxidase der Schnit-
te durch eine 20-miniitige Inkubation in 3-%-igem H202 in Methanol. Im Anschluss wurden
die Schnitte in 100%-igem Ethanol geschwenkt. Es folgte eine absteigende Alkoholreihe (2 x
100%, 96%, 70%, 50%). Daraufhin wurden die Ethanolreste in Aqua dest. beseitigt.

Bei der Sialyl Lewis a, der Lewis Y sowie der Stathmin-1 Farbung wurde eine hitzeinduzier-
te Antigendemaskierung durchgefiihrt. Dadurch kénnen Antikérper auch an Epitope binden,
welche zuvor durch Aldehydvernetzung maskiert waren. Die Schnitte wurden dafiir in einem
Natrium-Citratpuffer mit dem pH 6,0 fiir 5 Minuten gekocht. Der Puffer wurde aus 21,01 g
0,1 M + 1| Aqua dest. haltiger Citronensdure (Lésung A) und 29,41 g 0,1 M Natrium-Citrat
+ 1| Aqua dest. (Lésung B) hergestellt. Davon wurden 18ml der Lésung A und 82ml der
Losung B zum Kochen gebracht.

Im Anschluss wurden die Schnitte in Aqua dest. gespiilt und 2 x 2 Minuten in PBS gewaschen.
Daraufhin wurde das Blockierungsserum aufgetragen. Dieses sattigt elektrostatische Ladungen
im Gewebe ab und verhindert, dass Immunglobuline sich durch hydrophobe Bindung unspezi-
fisch an Membranen oder Fettgewebe binden.

Fiir die Lewis Y und die Galectin-3 Farbung wurde Blockierungsserum aus dem Vectastain Eli-
te Mouse-Kit verwendet. Hierfiir wurden 3 Tropfen des Normalserums zu 10ml PBS gegeben.

Das Blockierungsserum wurde zum Nachweis von Lewis Y 20 Minuten und zum Nachweis von
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Galectin-3 30 Minuten aufgetragen.

Bei der Sialyl Lewis y, der Galectin-7 sowie der Stathmin-1 Farbung wurde als Blockierungs-
serum Reagent 1 des ZytoChem Plus HRP Polymer Systems (Mouse/Rabbit) verwendet und
fir jeweils 5 Minuten aufgetragen.

Fiir die Sialyl Lewis x Farbung wurde als Blockierungsserum 5-prozentiges Rinderalbumin in
PBS verwendet und fiir 30 Minuten aufgetragen.

Nach Abschiitten des Blockierungsserums wurden im Anschluss die Primarantikorper aufge-
tragen.

Es folgte das Waschen der Schnitte fiir 2 x 2 Minuten in PBS.

Im Anschluss wurde bei der Sialyl Lewis a, der Galectin-7 und der Stathmin-1 Firbung als
Post-Block die Reagenz 2 des ZytoChem Plus HRP Polymer Systems fiir jeweils 20 Minuten
aufgetragen. Fiir die Sialyl Lewis x Farbung wurde als Sekundarantikorper Goat-anti-Mouse
IlgM (Verdiinnung 1:200 in PBS), fiir die Lewis y Farbung Goat-anti-Mouse IgM (Verdiinnung
1:200 in Dako-Verdiinnungsmedium) und fiir die Galectin-3 Farbung anti-Mouse IgG (3 Trop-
fen Normalserum, 1 Tropfen anti-Mouse IgG und 10 ml steriles PBS) verwendet.

Wiederum wurden die Schnitte 2 x 2 Minuten in PBS gewaschen.

Es folgte die Detektion des gebundenen Primarantikdrpers. Hierfiir eignen sich verschiedene
Nachweisverfahren. Zum Nachweis von Sialyl Lewis a, Galectin-7 sowie Stathmin-1 wurde die
Reagenz 3 des ZytoChem Plus HRP Polymer Systems verwendet und fiir jeweils 30 Minu-
ten aufgetragen. Fiir die iibrigen Farbungen wurde der ABC-Komplex verwendet und fiir 30
Minuten aufgetragen. Das Prinzip dieser Methode basiert auf der Affinitdt von Avidin zu Bio-
tin. Das Tetramer Avidin besitzt vier Bindungsstellen fiir Biotin. Um unspezifische Reaktionen
von Avidin zu vermeiden, wurde aus Streptomyces avidinii gentechnisch Streptavidin herge-
stellt, welches spezifischer ist. Fiir die ABC-Methode wurde biotinylierter Briickenantikorper
verwendet, an welchen der ABC-Komplex binden kann. Dieser Komplex kann an drei von vier
Bindungsstellen des Avidins ein Molekiil Biotin binden. An den Komplex ist wiederum eine
Peroxidase gekoppelt, welche nach Zugabe eines Substrats/Chromogenldsung eine chemische

Reaktion startet, woraufhin sich am Ort der Bindung des Primarantikérpers ein Farbnieder-
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schlag bildet [43].

Erneut wurden die Schnitte 2 x 2 Minuten in PBS gewaschen und anschlieBend mit 3,3'-
Diaminobendzidin (10 ml Substratpuffer + 10 Tropfen Chromogen) gefarbt.

Nach der Farbung wurden die Schnitte in Aqua dest. gewaschen und 2 Minuten mit saurem
H3amalaun nach Mayer gegengefarbt. Daraufhin wurden die Schnitte 5 Minuten in Leitungs-
wasser gebldut. In einer aufsteigenden Alkoholreihe wurden die Schnitte entwéassert und danach
in Xylol aufgehellt.

Um die Praparate haltbar zu machen, wurden sie luftdicht in Eukitt eingeschlossen.

{(®)
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{I) (@)  Biotin-Enzymkomplex

v Bruckenantikarper,
x biotinyliert
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®
Primarantikorper 35 1 x (_._,)*( »
/ \ 4 = g w.x.
Bictinyliertes  (Strept-) (Strept-) Avidin-
_— Enzym Avidin Blatin-

Abbildung 2: Strept-Avidin-Biotin-Komplex [43]

2.6 Auswertung

Alle Schnitte wurden an einem Zeiss Photomikroskop (Axiophot, Axiocam, Zeiss, Jena, Deutsch-
land) ausgewertet. Zur Auswertung wurde der semiquantitative Score nach Remmele und
Stegner, der Immunoreactive-Score (IRS-Score), verwendet. Dabei werden die Intensitat der
Farbung und der prozentuale Anteil der Farbung beriicksichtigt. Die Intensitat ist eingeteilt
in keine Farbung (= 0), schwache Farbung (= 1), moderate Farbung (= 2) und starke Far-
bung (= 3). Der prozentuale Anteil wird eingeteilt in keine Farbung (= 0), < 10% der Zellen
gefarbt (= 1), 10-50% der Zellen gefarbt (= 2), 51-80% der Zellen gefarbt (= 3) und >

80% der Zellen gefirbt (= 4). Die Werte der Intensitit sowie des prozentualen Anteils der
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Farbung werden miteinander multipliziert. Daraus ergibt sich der IRS-Score. Mit Ausnahme
der p16 Farbung wurden alle Firbungen nach diesem Score ausgewertet. Die pl6 Farbung
wurde nach positiv und negativ ausgewertet. Positiv gewertet wurden dabei nur blocktypartig

positiv gefarbte Schnitte.

2.7 Statistische Analyse

Die statistische Analyse wurde mit dem Programm IBM SPSS Statistics 22.0 (PASW Statistic,
SPSS Inc., IBM, Chicago, IL) durchgefiihrt. Zur Analyse der Tumormarkerexpression wurde
der nicht-parametrische Kruskal-Wallis-Test verwendet. Die Abhangigkeit der einzelnen Marker
untereinander wurde mit der nicht-parametrischen Spearman-Korrelation berechnet. Dabei

wurden alle Ergebnisse < 0,05 als statistisch signifikant gewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Dysplasiegrade
3.1.1 pl6 Farbung

In der p16 Farbung konnte ein signifikanter Anstieg der positiv gewerteten Falle entsprechend
ihres Dysplasiegrades festgestellt werden. So zeigte sich in der CIN Il Gruppe ein Anteil an
positiven Farbungen von 77%, in der CIN Il Gruppe von 45% und in der CIN | Gruppe von 21%.
In der Kontrollgruppe waren keine positiv gefarbten Schnitte nachweisbar. Der Anteil an positiv
gefarbten Fallen war signifikant héher in der CIN 11l Gruppe im Vergleich zur CIN 1l Gruppe
(p < 0,001). Auch die CIN Il Gruppe zeigte im Vergleich zur CIN | Gruppe einen signifikant
hoheren Anteil an p16 positiven Schnitten. Beziiglich der Progress und Regressgruppen konnte

kein signifikanter Unterschied ermittelt werden.
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Abbildung 3: Firbeergebnisse pl6
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Abbildung 4: Firbeergebnisse p16 Mittelwerte

3.1.2 Stathmin-1

In der Auswertung der Stathmin-1 Firbung zeigte sich eine moderate Intensitdt der Kernfar-
bung in der CIN Il Gruppe mit dem Mittelwert 1,5. Die Intensitdt der Farbung war dabei
signifikant starker in der CIN IIl Gruppe als in der CIN Il Gruppe (p = 0,010). Die Farbeinten-
sitdten der anderen Gruppen erwiesen sich allesamt schwach bis moderat. Es zeigte sich kein
signifikanter Unterschied zwischen CIN Il und CIN I.

Auch der IRS-Score der Kernfarbung war signifikant héher in der CIN 1l Gruppe als in der
CIN 1l Gruppe (p = 0,007). Die IRS-Scores der CIN | Gruppe sowie der Kontrollgruppe waren

ebenfalls deutlich niedriger als in der CIN Il Gruppe.
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Abbildung 5: Farbeergebnisse Stathmin-1 Kern IRS
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Abbildung 6: Firbeergebnisse Stathmin-1 Kern IRS Mittelwerte
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Abbildung 7: Farbeergebnisse Stathmin-1 Kern Intensitat
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Abbildung 8: Farbeergebnisse Stathmin-1 Kern Intensitat Mittelwerte

3.1.3 Sialyl Lewis a

Sowohl in der Kontrollgruppe, als auch in der CIN | und der CIN Il Gruppe zeigte sich ein
disseminiertes Farbeverhalten. So konnte eine Farbung in allen Teilen des Epithels nachgewie-
sen werden. In der CIN Il Gruppe zeigte sich vor allem der apikale Teil des Epithels gefarbt,

wohingegen die basalen Schichten kaum eine Expression von Sialyl Lewis a aufwiesen.
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Abbildung 9: Farbeergebnisse Sialyl Lewis a

3.1.4 Sialyl Lewis x

Die Intensitat der Membranfarbung war schwach ausgepragt in der CIN Il Gruppe, die Intensi-
taten der CIN 11, der CIN | und der Kontrollgruppe hingegen waren moderat und zeigten keinen
signifikanten Unterschied. Dabei war die Intensitdt der Membranfarbung der CIN Il Gruppe
signifikant schwacher als in der CIN 1l Gruppe (p < 0,001). Ebenso verhielt es sich auch mit
dem IRS-Score. Dieser war signifikant geringer in der CIN Il Gruppe als in der CIN Il Gruppe
(p = 0,001). Auch die IRS-Scores der CIN | sowie der Kontrollgruppe waren deutlich hoher
als in der CIN 11l Gruppe. Zwischen der CIN | und der CIN Il waren weder bei der Intensitat
der Membranfarbung, noch beim IRS Score der Membranfirbung signifikante Unterschiede

festzustellen.
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Abbildung 10: Farbeergebnisse Sialyl Lewis x Membran IRS
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Abbildung 11: Farbeergebnisse Sialyl Lewis x Membran IRS Mittelwerte
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Abbildung 12: Farbeergebnisse Sialyl Lewis x Membran Intensitat
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Abbildung 13: Farbeergebnisse Sialyl Lewis x Membran Intensitdt Mittelwerte

3.1.5 Lewisy

Zur Auswertung der Lewis y Farbung wurden wiederum die Zytosol-, die Membran- sowie

die Kernfarbung differenziert ausgewertet. Weder beziiglich der Intensitdt der Farbung noch

beziiglich des IRS Scores konnten signifikante Unterschiede beobachtet werden. Vielmehr zeigte

sich in allen CIN Gruppen ein dhnliches Farbeverhalten.
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3.1.6 Galectin-3

Bei der Auswertung der Galectin Farbung wurde ebenfalls zwischen verschiedenen Komparti-
menten unterschieden. Es wurden Zytosol-, Kern- und Membranfarbung getrennt ausgewertet.
Beziiglich der Membranfarbung konnten keine signifikanten Ergebnisse festgestellt werden. Die
Intensitdt der Zytosolfarbung hingegen war signifikant starker in der CIN 11l Gruppe, als in der
CIN II Gruppe (p < 0,001). Die Intensitdten der Zytosolfarbung der anderen Gruppen waren
ebenfalls deutlich abgeschwachter im Vergleich zur CIN Ill Gruppe. Zwischen der CIN | und
der CIN Il konnte kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden. Ebenfalls signifikant
starker in der CIN 11l Gruppe als in der CIN Il Gruppe war die Intensitdt der Kernfarbung (p =
0,009). Der Mittelwert der CIN Il Gruppe lag bei 1,35, der Mittelwert der CIN Il Gruppe bei
1,09. Die Mittelwerte der anderen Gruppen zeigten einen dhnlichen Mittelwert wie die CIN [lI
Gruppe. So war auch ein signifikanter Unterschied der Kernintensitat zwischen der CIN Il und
der CIN | Gruppe festzustellen. Dabei war die Intensitat der CIN | Gruppe signifikant starker

als in der CIN Il Gruppe (p = 0,014).
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Abbildung 14: Farbeergebnisse Galectin-3 Zytosol Intensitat
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Abbildung 15: Farbeergebnisse Galectin-3 Zytosol Intensitat Mittelwerte
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Abbildung 16: Farbeergebnisse Galectin-3 Kern Intensitat

38



3 ERGEBNISSE 39
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Abbildung 17: Farbeergebnisse Galectin-3 Kern Intensitat Mittelwerte
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Abbildung 18: Farbeergebnisse Galectin-3 Kern IRS Mittelwerte

3.1.7 Galectin-7

Der Nachweis von Galectin-7 zeigte einen signifikant abgeschwachten IRS-Score der Zytosol-
farbung in der CIN Il Gruppe im Vergleich zur CIN II Gruppe (p < 0,001). Die IRS-Scores
sowohl der CIN | als auch der Kontrollgruppe waren 3hnlich des IRS-Scores der CIN Il Gruppe

moderat und zeigten untereinander keinen signifikanten Unterschied.
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Auch in der Farbeintensitat der Zytosolfarbung zeigte sich eine signifikant geringere Intensi-
tat in der CIN Il Gruppe als in der CIN Il Gruppe (p = 0,029). Die Intensitdten der CIN |
und der Kontrollgruppe waren ebenfalls deutlich starker ausgepragt. Wiederum konnte kein

signifikanter Unterschied zwischen der CIN | und der CIN Il Gruppe nachgewiesen werden.
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Abbildung 19: Farbeergebnisse Galectin-7 Zytosol IRS

IRS Score Galectin-7 Zytosol IRS

12

10

p = 0,004

2 4,10
3,21 3,31 252

KG CIN|I CINI CIN Il

Abbildung 20: Farbeergebnisse Galectin-7 Zytosol IRS Mittelwerte
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Abbildung 21: Farbeergebnisse Galectin-7 Kern IRS
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Abbildung 22: Farbeergebnisse Galectin-7 Kern IRS Mittelwerte
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Abbildung 23: Farbeergebnisse Galectin-7 Kern Intensitat

| , Galectin-7 Kern Intensitat
ntensity

3

25

p =0,029
15

1,60 1,48 1,40
0,5 1,06

KG CIN|I CINII CIN Il

Abbildung 24: Farbeergebnisse Galectin-7 Kern Intensitat Mittelwerte

3.2 Ergebnisse der Progress- und Regressgruppe

Die Patientinnen der CIN Il Gruppe wurden unterteilt in eine Progress- und eine Regressgruppe,
um Marker zur Vorhersage eines Progresses oder Regresses zu bestimmen. Alle Patientinnen
hatten mindestens eine Vergleichsbiopsie im Verlauf. Um sicherzugehen, dass die CIN Il Fal-

le tatsachlich eine CIN Il vorwiesen, wurden diese von einem zweiten Pathologen verblindet
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reevaluiert, da die Diagnose einer CIN Il stark untersucherabhangig ist.

3.2.1 Sialyl Lewis a

Bei der Auswertung der Progress- und Regressgruppe der Patientinnen mit CIN Il wurde
zwischen verschiedenen Kompartimenten unterschieden. Dabei wurden die Zytosolfarbung, die
Membranfarbung und die Kernfarbung differenziert betrachtet.

Der IRS-Score der Sialyl Lewis a Zytosolfarbung wies dabei einen signifikant geringeren Score
bei Patientinnen mit Regress als bei Patientinnen mit Progress (p = 0,044) auf. Des Weiteren
waren einige Trends ohne Erreichen einer Signifikanz zu erkennen. Sowohl| der IRS-Score als
auch die Intensitat der Sialyl Lewis a Kernfarbung zeigten einen Trend, geringer bzw. weniger
intensiv bei Patientinnen mit Regress als bei Patientinnen mit Progress ausgepragt zu sein.

Ebenso verhielt es sich mit der Intensitdt der Sialyl Lewis a Zytosolfarbung.
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Abbildung 25: Farbeergebnisse Sialyl Lewis a Zytosol IRS
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Abbildung 26: Farbeergebnisse Sialyl Lewis a Zytosol Intensitat
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Abbildung 27: Farbeergebnisse Sialyl Lewis a Kern Intensitat
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28: Farbeergebnisse Sialyl Lewis a Kern Intensitdt (zur Verdeutlichung angepasste
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Abbildung 29: Farbeergebnisse Sialyl Lewis a Kern IRS
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Abbildung 30: Farbeergebnisse Sialyl Lewis a Kern IRS (zur Verdeutlichung angepasste Skala)

3.2.2 Lewisy

Auch bei der Lewis y Farbung wies die Regressgruppe einen deutlich niedrigeren IRS-Score auf

als die Progressgruppe (p = 0,077).
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Abbildung 31: Farbeergebnisse Sialyl Lewis y IRS
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3.2.3 Galectin-3

Auch bei der Galectin-3 Farbung wurde zwischen einzelnen Kompartimenten unterschieden.
Differenziert betrachtet wurden hier die Zytosol-, die Membran- sowie die Kernfirbung. Bei
der Galectin-3 Farbung waren erneut Trends zu erkennen. So wiesen Patientinnen der Regress-
gruppe einen geringeren IRS-Score der Zytosolfarbung sowie eine schwichere Intensitat in der

Kernfarbung im Vergleich zu Patientinnen mit Progress auf.

IRS Score Galectin-3 Zytosol IRS
12

10

p = 0,090

2 3,42 2,97

Progress CIN Il Regress CIN Il

Abbildung 32: Farbeergebnisse Galectin-3 Zytosol IRS
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Abbildung 33: Farbeergebnisse Galectin-3 Kern Intensitat

3.3 Korrelationsanalyse

Um eine Koexpression oder negative Korrelation der einzelnen Farbungen nachzuweisen, wurde
eine Korrelationsanalyse durchgefiihrt.

Dabei war eine positive Korrelation der Galectin-3 Zytosolfarbung und der p16 Farbung festzu-
stellen (Spearman correlation coefficient r = 0,222; p = 0,015). Des Weiteren zeigte sich eine
positive Korrelation zwischen der Intensitdt der Galectin-3 Kernfarbung und der Intensitat der
Stathmin-1 Farbung (Spearman correlation coefficient r = 0,356; p < 0,001). Im Gegensatz
dazu fanden wir eine negative Korrelation zwischen dem Galectin-7 IRS-Score und der p16
Farbung (Spearman correlation coefficient r = -0,0194; p = 0,034).

Dariiber hinaus war sowohl zwischen der Intensitdt der Stathmin-1 Farbung und dem Nach-
weis von p16 (Spearman correlation coefficient r = 0,0215; p = 0,005) sowie dem Stathmin-1
IRS-Score und der pl6 Farbung (Spearman correlation coefficient r = 0,254; p = 0,005) eine

positive Korrelation festzustellen.
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4 Diskussion

Die Einteilung der zervikalen intraepithelialen Neoplasie sowie deren Behandlungsméglichkeiten
unterlagen in den letzten Jahren zahlreichen Veranderungen und Aktualisierungen. Heutzutage
wird in Deutschland iiberwiegend das dreiteilige System der CIN -1l verwendet, wohingegen
im angloamerikanischen Sprachraum entsprechend der Bethesda-Klassifikation lediglich zwi-
schen LSIL und HSIL unterschieden wird.

Alle CIN Lé&sionen haben eine gewisse Tendenz zur spontanen Regression, wobei diese umso
niedriger wird, je hoher der Dysplasiegrad ist. Parallel dazu steigt die Wahrscheinlichkeit des
Progresses. Dementsprechend stellt die CIN Il laut nationalen und internationalen Empfeh-
lungen eine Indikation zur Operation dar. Die CIN Il wird aufgrund der mit einer Konisation
assoziierten Friihgeburtlichkeit zunehmend konservativ behandelt, insbesondere, wenn es sich
um eine junge Patientin mit noch nicht abgeschlossener Familienplanung handelt.

Um die Wahrscheinlichkeit eines Progresses bzw. Regresses besser einschitzen zu konnen,
wurde in dieser Studie die Expression von p16, Galectin-3, Galectin-7, Sialyl Lewis a, Sialyl
Lewis x, Lewis y und Stathmin-1 an Zervixdysplasien aller Stufen sowie an gesundem Gewebe
untersucht.

In allen Farbungen, mit Ausnahme von Lewis vy, zeigten sich signifikante Unterschiede zwi-
schen der CIN Il und der CIN Ill. Zusatzlich zeigten sich nur in der pl6 und der Galectin-3

Kernfarbung signifikante Unterschiede zwischen der CIN | und der CIN II.

4.1 pl6 Farbung

Die pl6 Farbung diente in dieser Studie als Kontrollfarbung, da bereits in zahlreichen Studien
gezeigt wurde, dass pl6 ein geeigneter Marker zur Einteilung von Dysplasien der Zervix ist
[44] [45]. Dariiber hinaus scheint p16 auch mit dem Grad der Dysplasie zu korrelieren [46] [47]
[48].

p16 ist ein Cyclin abhangiger Kinase-Inhibitor (CDK-Inhibitor), der den Zellzyklus an der G1-S

Kontrollstelle verlangsamt, indem es CDK-4 und CDK-6 inhibiert. Diese wiederum inaktivieren
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durch Phosphorylierung das pRB. Bei einer Infektion mit dem humanen Papillomavirus kommt
es durch das E7 Protein des Virus zu einer Inaktivierung des pRB und zu einer gesteigerten
Freisetzung von E2F Transkriptionsfaktoren. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression von
pl6 abhangig ist von der Aktivitdt des pRB. Bei HPV Infektionen kommt es aufgrund eines
negativen Feedbackmechanismus durch die Inaktivierung des pRB zu einer Uberexpression des
p16 [49].

Eine Expression von pl6 zeigt sich meist als Antwort auf eine Infektion von Wirtszellen und
normalerweise nicht in gesunden Zellen. Die Aufgabe von p16 als Regulierer der Zellproliferation
geht bei einer HPV-Infektion verloren und Zellen kénnen trotz einer hohen Expression von p16
proliferieren [44].

Auch in dieser Studie konnte ein signifikanter Unterschied aller Dysplasiestufen gezeigt werden.

Dariiber hinaus korrelierte auch die Expression von pl6 mit dem Grad der Dysplasie.

4.2 Stathmin-1 Farbung

Die Intensitdt der Expression von Stathmin-1 im Kern erwies sich als signifikant starker in der
CIN 11l Gruppe als in der CIN Il Gruppe. Sowohl in der CIN Il als auch in der CIN I- sowie
in der Kontrollgruppe war die Intensitdt schwach ausgepragt. Ebenso verhielt es sich mit dem
IRS Score der Kernfarbung. Dieser war in der CIN Il Gruppe signifikant héher als in der CIN I
Gruppe. Zwischen der CIN | und der CIN Il Farbung konnten keine signifikanten Unterschiede
festgestellt werden.

Stathmin-1, auch bekannt als Onkoprotein 18, ist ein Phosphoprotein des Zytosols, welches
ubiquitdr vorhanden ist und eine wichtige Rolle bei der Regulation von Mitose und Interphase
Mikrotubuli spielt. Dabei agiert es als Destabilisator von Mikrotubuli. Mikrotubuli bestehen
aus o~ und B-Tubulindimeren und bilden mit weiteren Filamenten das Zellskelett. Stathmin-1
sorgt fiir eine Depolymerisation der Mikrotubuli oder es destabilisiert Mikrotubuli, indem es
freie af3-Tubuli Heterodimere in einen Komplex iiberfiihrt, der diese von einer Polymerisation
und somit dem Wachsen von Mikrotubuli abhalt. Eine wichtige Rolle bei der Expression von

Stathmin-1 scheinen Transkriptionsfaktoren der Familie E2F zu spielen. Eine vom pRB vermit-
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telte Inhibierung von E2F fiihrt zur Downregulation. Eine wichtige Rolle kommt Stathmin-1
auch bei der Zellteilung zu. Es wird wahrend der Prophase der Mitose durch Phosphorylierung
durch CDK1 inhibiert, wodurch sich der Spindelapparat korrekt ausbilden kann. Eine Uber-
expression oder zu geringe Expression von Stathmin-1 fiihrt somit zu Stérungen der Mitose.
Dariiber hinaus ist Stathmin-1 Ziel der Apoptose Signalkaskade der ASK1-p28 (Apoptosis
signal-regulating kinase 1) und der JNK Kinase. Weiterhin ist Stathmin-1 fiir die Migration
der Zellen wichtig [50].

Es zeigte sich in vielen Studien, dass eine Vielzahl von Karzinomen eine Uberexpression von
Stathmin-1 aufweisen. Dazu z&hlen unter anderem Osteosarkome, Brustkrebs, Ovarialtumore,
Lungenkarzinome, akute Leukdmien sowie Zervixkarzinome. Eine Uberexpression von Stathmin-
1 scheint dariiber hinaus mit einem schlechteren Outcome einherzugehen [51].

Eine Expression von Stathmin-1 bei zervikaler intraepithelialer Neoplasie wurde bisher ledig-
lich in einer Studie beschrieben. In dieser zeigte sich ein Anstieg der Stathmin-1 Expression
abhangig vom Dysplasiegrad. Dies konnte in der vorliegenden Arbeit nicht bestdtigt werden,

jedoch zeigte sich ein signifikanter Anstieg der Expression von der CIN Il zur CIN Il [52].

4.3 Galectin-3 und Galectin-7 Farbung

Neben der Expression von p16 und Stathmin-1 wurde in der vorliegenden Arbeit auch die Ex-
pression von Galectin-3 und Galectin-7 untersucht.

Galectine sind eine eigene Untergruppe von Lectinen. Lectine sind Proteine, die spezielle Koh-
lehydratstrukturen binden und so bestimmte Glykokonjugate erkennen kdnnen.

Galectine wiederum zeichnen sich durch spezifische Eigenschaften aus. Zum einen durch cha-
rakteristische Aminosduresequenzen, zum anderen durch ihre Bindungsspezifitat von Galactosidase-
Zuckern [53].

Bisher sind 15 Galectine bekannt, die unterteilt werden kdnnen in Galectine mit einer Bindungs-
stelle fiir Kohlehydrate und in Galectine mit zwei Bindungsstellen. Galectine kommen sowohl

im Intra- als auch im Extrazellularraum vor. lhre Expression variiert dabei wahrend der Zelldif-
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ferenzierung und der Entwicklung von Organismen und Gewebe. Im Extrazelluldrraum binden
Galectine an Glykoproteine der extrazelluldren Matrix, wie beispielsweise Laminin, Fibronectin
und Elastin. Dariiber hinaus kdnnen sie an Glykokonjugate der Zelloberfliche binden und durch
Querverbindungen (crosslinks) transmembranare Signalkaskaden triggern. So spielen sie eine
wichtige Rolle bei Vorgdngen wie Mitose, Apoptose und im Zellzyklus. Intrazelluldr pendeln
Galectine zwischen Kern und Zytoplasma und sind auch hier an wichtigen Zellprozessen be-
teiligt. Dazu zdhlen pre-mRNA splicing, Zellwachstum, erneut Apoptose und der Zellzyklus,

wobei die Mechanismen dafiir nicht geklart sind [54].

Galectin-3 ist eines der am besten untersuchten Galectine. In vielen Studien zeigte sich eine
Uberexpression des Proteins in verschiedensten Arten von Karzinomen. lhm kommt dabei eine
wichtige Funktion bei vielen biologischen Prozessen zu. Galectin-3 ist somit unter anderem
an der Regulation des Tumorwachstums, Tumorinvasion, Angiogenese und der Verhinderung
von Apoptose beteiligt. Gleichzeitig ist es dadurch aber auch ein mogliches Ziel fiir Tumorthe-
rapien und ein diagnostischer Marker [55] - [59]. Eine Uberexpression von Galectin-3 wies in
einigen Studien dariiber hinaus auf ein aggressiveres Tumorverhalten hin [60] [61] [62]. Beim
Zervixkarzinom zeigte sich eine schlechtere Uberlebensrate und ein hoheres Risiko fiir Lymph-
knotenmetastasierung bei Uberexpression von Galectin-3 [63].

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich beziiglich der Expression von Galectin-3 eine signifikant
starkere Intensitat der Zytosolfarbung in der CIN Il Gruppe als in der CIN Il Gruppe. Zwischen
der CIN | und der CIN Il Gruppe war kein signifikanter Unterschied erkennbar. Auch die Inten-
sitat der Kernfarbung war signifikant starker in der CIN Il Gruppe als in der CIN Il Gruppe,
jedoch zeigte sich auch zwischen der CIN | und der CIN Il ein signifikanter Unterschied, wobei
die Intensitat der Kernfarbung in der CIN | signifikant starker ausgepragt war als in der CIN I

Gruppe.

Galectin-7 z&dhlt zu den bisher weniger gut untersuchten Galectinen. Im Gegensatz zu anderen
Galectinen, kommt Galectin-7 hauptsachlich in Epithelzellen vor und wird kaum in anderen

Zellen, wie Muskel- oder Nervenzellen exprimiert. Es scheint somit ein Marker fiir die Differen-
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zierung von Epithel zu sein. Es zeigte sich, dass eine Expression von Galectin-7 beispielsweise
bei Brustkrebs epithelialen Ursprungs nur bei aggressiveren Unterarten auftrat. Man fand je-
doch auch, dass Zellen mit nur einer geringen bzw. kaum messbaren Expression von Galectin-7
ein gesteigertes Risiko fiir Lungen- und Knochenmetastasen sowie fiir groRere osteolytische
Lasionen aufwiesen.

Beim Ovarialkarzinom korrelierte die Expression von Galectin-7 mit einem schlechteren Ge-
samtiiberleben. AuRerdem war es in high-grade Tumoren und Metastasen vermehrt exprimiert
[64].

Galectin-7 kann in bestimmten Tumorarten das Wachstum und die Entwicklung von Tumoren
stimulieren, wohingegen es in anderen Tumorarten das Wachstum negativ beeinflusst. Es wird
also vermutet, dass Galectin-7 abhangig von der Tumorart als dualer Regulator das Wachstum
sowohl positiv als auch negativ beeinflussen kann [65] [66].

In der vorliegenden Arbeit war beim Nachweis von Galectin-7 ein signifikant abgeschwachter
IRS-Score in der CIN Il Gruppe sowohl in der Zytosol- als auch in der Kernfarbung im Ver-
gleich zur CIN Il Gruppe festzustellen. Auch die Intensitat der CIN Il Gruppe der Kernfarbung
war signifikant schwacher als in der CIN |l Gruppe. Zwischen der CIN | und der CIN Il Gruppe
konnte beziiglich der Galectin-7 Farbung kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden.
Dies entspricht auch den Ergebnissen einiger Studien, in denen bei Zervixkarzinomen sowie

hoheren Dysplasiegraden eine geringere Expression von Galectin-7 festzustellen war [65] [66].

4.4 Sialyl Lewis a, Sialyl Lewis x und Lewis y Farbung

Weiterhin wurde in der vorliegenden Arbeit die Expression von Sialyl Lewis a und Sialyl Lewis
x untersucht.

Sialyl Lewis Antigenen kommt eine entscheidende Rolle als Liganden auf Tumorzellen zu. Sie
konnen mit E-Selectin interagieren, auch bekannt als CD62 antigen like familiy member E.
Dies wiederum ist ein Adhasionsmolekiil, welches durch Zytokine aktiviert wird und somit an
Entziindungsreaktionen beteiligt ist [67].

Sialyl Lewis a sowie Sialyl Lewis x sind Kohlehydratketten, die als Liganden an verschiedenen
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Zellen auftreten kénnen. Dazu zdhlen Lymphozyten, Neutrophile, Monozyten sowie bereits
erwdhnt Tumorzellen. Das Anheften und Rollen am Endothel durch diese Liganden ist ein
entscheidender Schritt zur Entstehung von Metastasen. Dariiber hinaus dienen sie auch als
diagnostische und prognostische Tumormarker. Weiterhin sind Sialyl Lewis a sowie Sialyl Le-
wis x auf einer Vielzahl von Glykoproteinen von Zelloberflachen, wie beispielsweise Muzinen,
zu finden. Zur Synthese von Sialyl Lewis a und Sialyl Lewis x werden Glykosyltransferasen
bendtigt, wobei es vier Gruppen zu unterscheiden gilt: 33GalT, $4GalT, ST3Gal und FucT.
Jedes dieser Enzyme besitzt wiederum Isoenzyme. Eines davon ist beispielsweise das Isoenzym
B3GalT-I, welches an der Synthese von Sialyl Lewis a und Sialyl Lewis x auf Mucin-1 beim
Prostata- und Kolonkarzinom beteiligt ist [68].

Obwohl bekannt ist, dass Sialyl Lewis a, Sialyl Lewis x und Lewis y an der Adh&sion von Tumor-
zellen an Endothel beteiligt sind, blieb der genaue Mechanismus bisher unklar. Es zeigten sich
signifikante Unterschiede der Expression der Antikdrper bei verschiedenen Dysplasiestadien der
Zervix beziehungsweise bei Zervixkarzinomen im Vergleich zu normalem Gewebe [69]. Auch in
dieser Studie waren signifikante Unterschiede in der Expression der Antikdrper festzustellen.
Die Intensitat der Membranfarbung der Sialyl Lewis x Farbung war jedoch signifikant schwa-
cher ausgepragt in der CIN 11l Gruppe als in der CIN Il Gruppe. Ebenso war auch der IRS Score
der Membranfarbung signifikant niedriger in der CIN Il als in der CIN Il Gruppe. Wiederum
konnten zwischen der CIN | und der CIN Il Gruppe keine signifikanten Unterschiede nachge-
wiesen werden.

Beziiglich der Sialyl Lewis a Farbung zeigte sich in der CIN 11l Gruppe hauptsachlich der apikale
Teil des Epithels gefarbt, wohingegen in den anderen Gruppen das gesamte Epithel disseminiert

gefarbt war.

Lewis y ist ein den Blutgruppen dhnliches Molekiil bestehend aus difukolysierten Kohlehydra-
ten gebunden an Proteine oder Lipide, wie beispielsweise CA125 und MUC1. Fucose ist ein
Monosaccharid und eine essentielle Zuckerart, wichtig fiir Zell-Zell-Kommunikation. Lewis y
wird nicht auf Erythrozyten exprimiert und kommt sowohl bei Blutgruppe Lewis a als auch

Lewis b vor. Es zeigte sich, dass eine Uberexpression von Lewis y bei verschiedenen Tumoren
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epithelialen Ursprungs zu finden ist. Zu nennen sind dabei unter anderem Ovarial-, Brust-,
Lungen-, Kolon- und Prostatakarzinome. In gesundem Gewebe l3sst sich eine nur geringe Ex-
pression feststellen [70].

Dariiber hinaus steht die Expression von Lewis y in Zusammenhang von Apoptose in normalen
Zellen und von programmiertem Zelltod in Tumorzellen [71]. Ihm scheint dabei eine wichtige
Rolle als Onkogen zuzukommen, wobei seiner Oligosaccharidstruktur eine wichtige Rolle bei
Entziindungsreaktionen zukommt [72].

In der vorliegenden Arbeit konnten beziiglich der Expression von Lewis y keine signifikanten
Unterschiede zwischen den verschiedenen Dysplasiestufen festgestellt werden. Dies entspricht

den Ergebnissen bereits durchgefiihrter Studien [70].

4.5 Progress- und Regressgruppe

Neben den signifikanten Unterschieden zwischen der CIN Il und der CIN Il Gruppe wurden
auch signifikante Unterschiede zwischen der Progress- und der Regressgruppe festgestellt.
Untersucht wurden dabei Gewebeproben von Patientinnen, die ausgehend von einer CIN Il

entweder einen Progress oder einen Regress aufwiesen.

Ein signifikant hoherer IRS-Score war bei der Progressgruppe im Vergleich zur Regressgruppe
bei der Sialyl Lewis a Zytosolfarbung zu erkennen. Dariiber hinaus zeigten sich einige Trends
bei der Sialyl Lewis a Farbung, unter anderem bei der Intensitdt der Zytosolfarbung sowie der
Intensitdt und dem IRS-Score der Kernfarbung.

Ebenso verhielt es sich mit der Lewis y Farbung. Auch hier war ein Trend mit hdherem IRS-
Score in der Progressgruppe zu erkennen.

Weitere Trends zeigten sich bei der Galectin-3 Farbung beim IRS Score der Zytosolfarbung

und der Intensitat der Kernfarbung.
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5 Zusammenfassung

Hintergrund und Fragestellung

Das Zervixkarzinom ist die dritthdufigste Krebsdiagnose sowie die vierthaufigste Todesursache
bei Frauen weltweit. Vorstufe des Plattenepithelkarzinoms der Zervix uteri ist die zervikale in-
traepitheliale Neoplasie (CIN), bei der drei Auspragungsgrade unterschieden werden: die leichte
(CIN 1), mittelgradige (CIN Il) und schwere Dysplasie (CIN II1). Verglichen mit dem invasi-
ven Zervixkarzinom ist das Auftreten von Pridkanzerosen der Zervix uteri weitaus hdher. Es
wird geschatzt, dass jahrlich etwa 100.000 Frauen in Deutschland an hochgradigen Dysplasien
(CIN II/CIN [Il) erkranken. Voraussetzung fiir die Entstehung der iiberwiegenden Mehrheit
an Zervixkarzinomen ist eine persistierende Infektion mit HPV (humane Papillomaviren) der
sogenannten high risk Gruppe.

Liegt nach histologischer Sicherung eine CIN vor, hingt das weitere Prozedere vom Auspra-
gungsgrad der Dysplasie ab. Bei einer CIN Il wird auBerhalb einer Schwangerschaft die Indi-
kation zur Konisation gestellt. Kann histologisch ein CIN | gesichert werden, ist aufgrund der
statistisch hohen Regressionswahrscheinlichkeit keine Therapie indiziert und es erfolgt lediglich
die regelmiaRige Kontrolle. Liegt eine CIN Il vor, hdngt die weitere Therapieentscheidung (Ko-
nisation versus Kontrolle) von Zusatzfaktoren, wie dem Nachweis von high-risk HPV-Typen,
Dauer der Befundpersistenz, Alter, Familienplanung und Compliance der Patientin ab. Ziel
der vorliegenden Arbeit war es, Marker zur Vorhersage von Progression und Regression zu
identifizieren, um dadurch direkte Riickschliisse auf das weitere klinische Vorgehen ziehen zu

konnen.

Methoden

Zunachst wurden Patientinnen identifiziert, die sich aufgrund eines auffalligen Abstrichs im
Sinne eines Pap IIID, Pap IVa oder Pap IVb mindestens zweimal in der gynikologischen
Sprechstunde vorgestellt haben und die ausgehend von einer CIN I entweder einen Progress
oder Regress aufwiesen. Aulerdem musste in beiden Fillen eine histologische Sicherung durch-

geflihrt worden sein. Diese Patientinnen wurden entsprechend der vorliegenden Histologie in
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drei Gruppen geteilt (Regressionsgruppe und Progressionsgruppe sowie eine Kontrollgruppe).
Die bereits routinemalBig angefertigten pathologischen Gewebeschnitte der Biopsiepraparate
der eingeschlossenen Studienpatientinnen wurden erneut analysiert. Bei Vorliegen von dys-
plastischen Verdnderungen wurden die archivierten Blocke zur Anfertigung weiterer Schnitte
angefordert. Die Durchfiihrung der immunhistochemischen Farbungen fiir p16, Stathmin-1 so-
wie die HE Farbung erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Pathologischen Institut der LMU
Miinchen. Die immunhistochemischen Farbungen von Galectin-3, Galectin-7, Sialyl Lewis A
und X sowie Lewis Y wurden nach den Protokollen der Frauenklinik der LMU durchgefiihrt.

Im Anschluss daran wurden die Farbungen mikroskopisch ausgewertet.

Ergebnisse

Es zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen der CIN Il und der CIN Il Gruppe bei der
pl6 Farbung. Bei der Stathmin-1 Farbung waren signifikante Unterschiede bei der Kernfar-
bung sowohl beziiglich der Intensitat und des IRS-Scores festzustellen. Ebenso ein Unterschied
war bei der Sialyl Lewis x Membranfarbung zu erkennen. Dariiber hinaus zeigten sich bei der
Galectin-3 und Galectin-7 Farbung signifikante Unterschiede zwischen der CIN | und der CIN
Il Gruppe. Bei der Sialyl Lewis a Farbung war ein signifikant anderes Expressionsmuster der
Farbung bei der CIN Il Gruppe als bei der CIN Il Gruppe feststellbar.

Signifikante Unterschiede beziiglich der Progress- und Regressgruppe zeigten sich bei der Sialyl-
Lewis a. Bei der Galectin-3 Farbung und der Lewis y Farbung waren deutliche Trends zu er-

kennen.

Schlussfolgerung

Bei nahezu allen Farbungen waren signifikante Unterschiede zwischen der CIN Il und der CIN
[l Gruppe festzustellen, jedoch aber nicht zwischen der CIN | und der CIN Il Gruppe. Es
zeigte sich also, dass die CIN Il beziiglich des Farbeverhaltens der CIN | gleicht und nicht der
CIN III. Dies unterstiitzt die dreistufige Einteilung der zervikalen intraepithelialen Neoplasie im
Gegensatz zur zweistufigen Bethesda Einteilung.

Als prognostischer Marker zur Vorhersage eines potentiellen Regresses oder Progresses scheint
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dariiber hinaus Sialyl Lewis a geeignet zu sein.
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Anhang

Positivkontrollen

Abbildung 35: Positivkontrolle fiir die Sialyl Lewis x Farbung: Brustgewebe
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Abbildung 37: Positivkontrolle fiir die Stathmin-1 Farbung: Plazenta
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Abbildung 38: Positivkontrolle fiir die Galectin-3 Farbung: Kolon

Abbildung 39: Positivkontrolle fiir die Galectin-7 Farbung: Plazenta
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Fotos der Farbung p 16
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(c) p16 Farbung CIN 11 (d) p16 Farbung CIN IlI

Abbildung 40: Farbungen p16
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Fotos der Firbung Stathmin-1
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(c) Stathmin-1 Farbung CIN 11 (d) Stathmin-1 Farbung CIN I

Abbildung 41: Farbungen Stathmin-1
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Fotos der Farbung Sialyl Lewis a

(c) Sialyl Lewis a Farbung CIN Il (d) Sialyl Lewis a Farbung CIN IlI

Abbildung 42: Farbungen Sialyl Lewis a
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Fotos der Farbung Sialyl Lewis x
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(c) Sialyl Lewis x Férbung CIN I (d) Sialyl Lewis x Farbung CIN IlI

Abbildung 43: Farbungen Sialyl Lewis x
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Fotos der Farbung Galectin-3
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(c) Galectin-3 Farbung CIN Il (Zytosol) (d) Galectin-3 Farbung CIN Il (Zytosol)

Abbildung 44: Firbungen Galectin-3 (Zytosol)
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(c) Galectin-3 Farbung CIN Il (Kern) (d) Galectin-3 Farbung CIN Il (Kern)

Abbildung 45: Farbungen Galectin-3 (Kern)
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Fotos der Farbung Galectin-7

(b) Galectin-7 Farbung CIN |
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(c) Galectin-7 Farbung CIN I (d) Galectin-7 Farbung CIN 111

Abbildung 46: Farbungen Galectin-7
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