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1 Zusammenfassung

Die zervikale intraepitheliale Neoplasie (CIN) ist die Vorlauferlasion des HPV-
induzierten Zervixkarzinoms. Sie tritt besonders bei jungen Frauen im

gebarfahigen Alter auf (Paraskevaidis et al., 1992).

Wird histologisch eine CIN bestétigt, hangt das weitere Prozedere vom Ausmalf}
der Lasion ab: Bei einer CIN | folgen aufgrund des extrem geringen
Progressionsrisikos  zu  fortgeschritteneren  Dysplasiegraden  lediglich
regelmalRige Kontrollen; bei einer CIN Il wird die Lasion auf3erhalb der
Schwangerschaft operativ entfernt (Leitlinienprogramm Onkologie, 2022). Die
LAST-Nomenklatur (Lower Anogenital Squamous Terminology Project) stuft die
CIN II als ,hochgradige squamose intraepitheliale Lasion“ ein. Dies hat die
operative Versorgung der CIN Il in den meisten Landern zur Folge (Darragh et
al., 2012; Hsieh et al., 2019). Die CIN lI-L&sionen stellen sich hinsichtlich ihres
prognostischen Verhaltens sehr heterogen dar, sodass die Indikation zur
Operation, insbesondere bei Frauen im gebarfahigen Alter, hier zurtickhaltender
gestellt werden sollte (Tainio et al., 2018; Wilkinson et al., 2015). Zur
Entscheidung fur oder gegen ein operatives Vorgehen werden daher weitere
Faktoren wie Kinderwunsch oder der HPV-Status (Humane Papillomaviren)

herangezogen (Vattai et al., 2021).

Von entscheidendem Vorteil wéare es, immunhistologische Marker zu evaluieren,
die den Verlauf einer CIN Il vorhersagen konnen. So konnten bei jenen
Patientinnen, die eine relevante Regressionschance aufweisen, eine
Ubertherapie mit den einhergehenden Operationsrisiken, wie die
Frihgeburtlichkeit, verhindert werden (Athanasiou et al., 2019). Zeigen die
Marker ein hohes Progressionsrisiko an, konnte die Indikation zur operativen

Therapie gestitzt werden (Vattai et al., 2021)

In der vorliegenden Arbeit wurden die folgenden potentiellen Biomarker
untersucht: FoxP3 als Marker flr regulatorische T-Zellen (Tregs) (Rudensky,
2011), CCL22 als Treg-rekrutierendes Chemokin (Wang et al., 2019), PPARYy als
Transkriptionsfaktor und M2-Polarisationsmarker fir Makrophagen (Kolben et al.,
2017), RIG-I als Pattern Recognition Rezeptor (Xu et al., 2018) sowie SIRT-1 als
in den Zellzyklus eingreifende Deacetylase (Zhang und Kraus, 2010).



Dariber hinaus wurden die CCL22-sezernierenden Zellen mittels
Doppelimmunfluoreszenz charakterisiert und abschlieBend die Interaktion

zwischen den CCL22-sezernierenden Zellen und den Tregs untersucht.

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Patientinnen mit
progredientem Krankheitsverlauf eine signifikant hdohere Infiltrationsdichte
FoxP3-positiver Tregs sowie eine hohere CCL22-Expression im Epithel
aufwiesen. Die CCL22-sezernierenden Zellen konnten Uberwiegend als
CD68/PPARYy-positive Makrophagen identifiziert werden. Makrophagen und
Tregs waren vorwiegend in denselben dysplasienahen Geweberegionen
(ko)lokalisiert. RIG-I- und SIRT-1 wiesen jeweils einen Trend zu hdheren

Expressionsraten in fortgeschritteneren Dysplasiegraden auf (Vattai et al., 2021).

Zusammenfassend erganzen die vorliegenden Ergebnisse die - in diversen
Tumorentitaten bereits beschriebene - negativ prognostische Rolle der Tregs
insbesondere im Hinblick auf Regression und Progression der CIN (Adurthi et al.,
2008). Die Ergebnisse stitzen zudem die Annahme, dass CCL22, welches die
Tregs zur spezifischen Einwanderung in die Lasion anlockt, Uberwiegend von
M2-polarisierten CD68-positiven Makrophagen sezerniert wird. Dariber hinaus
werden Hinweise gewonnen, dass auch RIG-1 und SIRT-1 mit der Progression
der CIN assoziiert sein kdnnten. Die in dieser Arbeit vorliegenden Ergebnisse
legen nahe, dass sowohl FoxP3 als auch CCL22 als prognostische Marker in der
CIN Il herangezogen werden konnten. Ferner stellen beide Antigene potenzielle
Angriffspunkte fur medikamentdse Therapien dar (Vattai et al., 2021).



2 Einleitung

2.1 Uberblick

Nach Brust-, Lungen- und Darmkrebs ist das Zervixkarzinom mit einer
geschatzten Inzidenz von 570.000 Fallen pro Jahr die vierthaufigste
Krebserkrankung von Frauen weltweit (Bray et al., 2018; World Health
Organization, 2022). Die Inzidenz des invasiven Zervixkarzinoms ist aufgrund der
Primar- und Sekundarpravention (vgl. Kapitel 2.2; 2.3) stark ricklaufig (Drolet et
al., 2019; Lei et al., 2020; Nauth, 2002; Schiffman und Wentzensen, 2013).

Etwa 80 Prozent der Zervixkarzinome entwickeln sich aus dem Plattenepithel;
die direkte Vorstufe des invasiven Karzinoms ist die zervikale intraepitheliale
Neoplasie (CIN), von welcher typischerweise Frauen im gebarfahigen Alter
betroffen sind (Paraskevaidis et al., 1992). Bei der CIN werden, abhangig davon,
welche Schichten des Epithels in die dysplastische Veranderungen involviert
sind, folgende Schweregrade unterschieden: leichte Dysplasie (CIN ), mittlere
(CIN II) und schwere Dysplasie (CIN IlI).

Mit einer Inzidenz von 1,2/1000 (CIN I) bzw. 0,8/1000 und 0,7/1000 (CIN 1l und
CIN 1ll) kommen die Karzinomvorstufen weitaus h&ufiger vor als das invasive
Karzinom. Unter den 20-24-jahrigen Frauen betrégt die Inzidenz der CIN | sogar
5,1/1.000; die hochste Inzidenz fur CIN Il und CIN 1l fanden sich mit 3,8 bzw.
4,1/1.000 unter den 25-29-Jahrigen (Insinga et al., 2004; Nauth, 2002).

Im Jahr 2014 wurde eine weitere Nomenklatur eingefuhrt, welche an die US-
amerikanische zytologische ,Bethesda-Klassifikation“ angelehnt ist: Die LAST-
Nomenklatur differenziert zwischen ,low grade squamous intraepithelial lesion®
(LSIL, entspricht CIN 1) und ,high grade squamous intraepithelial lesion® (HSIL,
entspricht CIN 1l und 1) (Kurman et al., 2014). Die verschiedenen

Klassifikationsmodelle sind in Tabelle 1 gegenibergestellt.



Histologie: Histologie: Zytologie: Zytologie:
CIN- LAST- Papanicolau- | Bethesda-
Nomenklatur | Nomenklatur | klassifikation Klassifikation
Negativ I NLM
Squamose Atypie Il ASC-US
Milde Dysplasie CIN | LSIL 1] LSIL
Moderate CIN I HSIL \Y HSIL
Dysplasie
Schwere CIN 1 HSIL Vv HSIL
Dysplasie/carcinoma
in situ
Karzinom

Tabelle 1: Histologie und Zytologie der prakanzerdsen Vorstufen des Zervixkarzinoms (In Anlehnung an
Schiffman und Wentzsen, 2013).

Grundsatzlich ist anzumerken, dass jede CIN ein statistisches Risiko der
Entartung mit sich bringt. Wahrend sich eine CIN I in 10 % und eine CIN Il bereits
in 20 % der Félle in eine CIN Il umwandeln, entwickeln sich mindestens 12 %
einer CIN Il in ein invasives Karzinom (Arends et al., 1998). Andererseits liegen
besonders bei CIN | und CIN Il Chancen zur Regression vor. Je nach
Studiendesign und Unterscheidungskriterien zwischen “Regression und
,Persistenz” liegt bei einer CIN |l die Regressionschance zwischen 40 und 90 %
(Silver et al., 2018). So beschreiben Tainio et al., dass sich die Gruppe der CIN
[I-Patientinnen nach zwei Jahren wie folgt entwickelt hat: 50 % der CIN II-
Patientinnen weisen eine Regression auf, 32 % zeigen keine Verénderung und
18 % der CIN ll-Patientinnen entwickelten eine Progression der Dysplasie (Tainio
et al., 2018). Es gilt, jene Patientinnen mit einer relevanten Regressionschance
vor einer Ubertherapie und den damit einhergehenden Risiken wie
Frihgeburtlichkeit (Athanasiou et al., 2019; Kolben et al., 2017) zu bewahren (vgl.
Kapitel 2.4).

2.2 HPV-Infektion als wesentlicher Risikofaktor

Als Hauptursache fur die Entstehung zervikaler intraepithelialer Neoplasien
wurde die persistierende Infektion mit Humanen Papillomaviren (HPV), welche

der Gruppe der unbehullten DNA-Viren angehdren, identifiziert (Schiffman und



Wentzensen, 2013; Walboomers et al., 1999). HP-Viren werden hauptsachlich
sexuell Gbertragen (Workowski und Bolan, 2015). Unterschieden wird zwischen
den HP-Viren der sogenannten ,low-risk Gruppe® (vor allem HPV 6 und 11) und
der sogenannten ,high-risk Gruppe®“ (vor allem HPV 16 und 18). Die low-risk
Gruppe ist fur etwa 90 % der auftretenden Genitalwarzen, Condylomata
acuminata, verantwortlich (Bosch und de Sanjose, 2003). Die HP-Viren der high-
risk Gruppe beglnstigen die Entstehung dysplastischer Zellveranderungen
(Arends et al., 1998; Ramachandran, 2017; Walboomers et al., 1999). Die
meisten Frauen - etwa 80 % - infizieren sich im Laufe ihres Lebens mindestens
einmal mit HPV. Die Infektion bleibt jedoch in den Uberwiegenden Féllen
symptomlos und die Viren werden innerhalb von ein bis zwei Jahren aus den
betroffenen Haut- und Schleimhautarealen eliminiert (Workowski und Bolan,
2015).

Bleibt die Besiedlung mit HPV hingegen bestehen, wird das Auftreten
dysplastischer Zellveranderungen begunstigt: Das Onkoprotein E6 deaktiviert
ATP- und ubiquitinabhangig das Tumorsupressorgen p53, wodurch
Apoptosevorgange gehemmt werden (Arends et al., 1998; Gupta et al., 2003;
Scheffner et al., 1990). Zudem aktiviert E6 den Transkriptionsfaktor TRIP-Brl1,
der den Komplex aus den Transkriptionsfaktoren E2F1 und DP1 verstéarkt (Gupta
et al., 2003). Das Onkoprotein E7 bindet wiederum das Tumorsupressorgen Rb
(Retinoblastom) und sorgt fur die Dissoziation dessen vom Protein E2F, wodurch
Rb seine Funktion als Kontrollpunkt im Zellzyklus vor dem Eintritt in die S-Phase
verliert (Boyer et al., 1996; Chellappan et al., 1992). Auch p16INK4a, welches als
HPV-Marker bekannt ist (Klaes et al., 2002), vgl. Kapitel 2.3 und Kapitel 7, tragt
Uber Zyklin-abhangige Kinasen (CDK) zur gesteigerten Zellproliferation bei
(Arends et al., 1998; Boyer et al., 1996; Chellappan et al., 1992; Gupta et al.,
2003). Die Wirkmechanismen der viralen Onkoproteine E6 und E7 sind in
Abbildung 1 schematisch dargestellt. Derzeit liegen in Deutschland zwei géngige
Impfstoffe gegen HPV vor, Cervarix® und Gardasil®9: Cervarix® ist ein
bivalenter Impfstoff gegen die Hochrisikotypen HPV 16 und HPV 18; wahrend
Gardasil®9 einen neunvalenten Impfstoff darstellt, der zusatzlich gegen funf
weitere high-risk Typen sowie gegen die low-risk Typen 6 und 11 schitzt
(Deutsches Krebsforschungszentrum, 2021). Es gilt, dass die Impfstoffe ihre

Wirkung nur dann ganzlich entfalten, wenn es noch nicht zu einer persistierenden



Infektion der jeweiligen HPV-Typen gekommen ist (Mufioz et al., 2009), weshalb
die Impfung vor dem ersten Geschlechtsverkehr im Alter zwischen 9 und 14
Jahren empfohlen wird (Robert Koch Institut, 2018). Der konsequente Gebrauch

von Kondomen verringert das Risiko einer HPV-Ubertragung, stellt jedoch keinen

ganzlich zuverlassigen Schutz dar (Winer et al., 2006).
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Abbildung 1: Onkoproteine E6/E7 der Humanen Papillomaviren (Quelle: Eigene Darstellung)

Das Onkoprotein E6 hemmt ATP-/ubiquitinabhangig p53, wodurch in der Folge weniger Zellapoptose
eingeleitet wird. E7 hemmt die Funktion des Tumorsupressorgens Rb, welches bestimmte
Transkriptionsfaktoren wie E2F1/DP1 nicht mehr regulieren kann.

Neben der persistierenden HPV-Infektion gibt es weitere Risikofaktoren, welche

die Progression zervikaler Dysplasien fordern (Castellsagué et al., 2002):

1. Risikofaktoren fuir den Erwerb einer HPV-Infektion
2. Risikofaktoren fir das Entstehen einer LSIL auf dem Grund einer HPV-
Infektion

3. Risikofaktoren fir die Progression der LSIL zur HSIL.

Zu Ersterem zahlt das Alter beim ersten Geschlechtsverkehr, die Anzahl der
Sexualpartner sowie Kondomgebrauch, Beschneidung des Mannes und
allgemeine Intimhygiene (Castellsagué et al., 2002). Entscheidend fur die
Entstehung einer LSIL auf der Grundlage einer HPV-Infektion sind der HPV-
Genotyp und die Viruslast sowie die Konstitution des eigenen Immunsystems
(Castellsagué et al., 2002). Risikofaktoren, welche das Voranschreiten der
Zellatypien von einer LSIL zu einer HSIL begunstigen, sind das Rauchen oder
der langjahrige Gebrauch oraler Kontrazeptiva (Appleby et al., 2006; Luhn et al.,



2013; Smith et al., 2003). Auch mehrfache Schwangerschaften sowie

Koinfektionen mit anderen sexuell Ubertragbaren Krankheiten wie Herpes

Simplex Virus 2, Chlamydia trachomatis oder Humane Immundefizienz-Virus
stellen Risikofaktoren dar (Castellsagué et al., 2002). Es wird zudem diskutiert,
ob die Ernahrung der Patientin Einfluss auf die Progression zervikaler Dysplasien
hat; so kobnnte die Zufuhr von Vitaminen wie Vitamin B6 oder Vitamin B12

protektiv wirken (Leitlinienprogramm Onkologie, 2022; Castellsagué et al., 2002).

2.3 Diagnostik

In Deutschland gibt es ein Organisiertes Krebsfriherkennungsprogramm zur
Pravention des Zervixkarzinoms: Bei Patientinnen zwischen 20 und 34 Jahren
erfolgt einmal jahrlich ein zytologischer Abstrich nach Papanicolau (Pap-Abstrich)
zur Fraherkennung intraepithelialer Lasionen; ab einem Alter von 35 Jahren
erfolgt alle drei Jahre eine Kotestung, bestehend aus HPV-Test und Pap-Abstrich
(Leitlinienprogramm Onkologie, 2022). Anhand des Ergebnisses des primaren
Screenings erfolgt das weitere Prozedere (vgl. Leitlinienprogramm Onkologie,
2022):

- Ist das Risiko fur die Entwicklung einer hochgradigen Dysplasie gering
(Pap I-lla), folgen lediglich ggf. regelméRige klinische und zytologische
Kontrollen.

- In grenzwertigen oder unklaren Fallen (Pap llp, IlID, Illp oder IlIx) sind
nach 6 Monaten eine erneute zytologische Untersuchung bzw. ein HPV-
Test angezeigt; gegebenenfalls folgt nach weiteren 3 Monaten eine
Kolposkopie.

- Bei einem Pap Stadium von 1lID2, IVa und aufwarts erfolgt eine
kolposkopische Untersuchung, bei der eine Biopsie zur histologischen
Beurteilung entnommen wird. Es wird der CIN-Grad identifiziert sowie

zwischen LSIL und HSIL unterschieden.

Durch die Screeningprogramme zur Sekundarpravention ist die Inzidenz des
Zervixkarzinoms stark rucklaufig. Allein zwischen 1990 und 2000 sank die
Inzidenz Uber 42 % (Herbert, 2000; Schiffman et al., 2011). Anzumerken ist, dass

bei den zytologischen Screeningverfahren eine geringe



Interobservertbereinstimmung besteht (Klaes et al., 2002; Schmidt, 2016).
Zudem birgt der Einsatz von HPV-Tests im Primarscreening das Risiko einer
Uberversorgung, da junge Frauen haufig eine transiente und nicht
behandlungsdurftige HPV-Besiedlung aufweisen (Workowski und Bolan, 2015).
Aktuell wird intensiv an der Etablierung neuer Biomarker geforscht, um die
Unterscheidung reaktiver und reparativer Verdnderungen zu erleichtern, um
zudem kleine Lasionen besser erkennen zu konnen sowie dariiber hinaus
prognostische Aussagen zu treffen. Fir den Einsatz von Biomarkern im priméren
Screening ist die Datenlage bislang noch nicht ausreichend (Klaes et al., 2002;
Schmidt, 2016).

2.4 Risiken der operativen Therapie

Wird histopathologisch eine CIN bestatigt, hangt das weitere Prozedere vom
Grad der Dysplasie ab: Bei einer CIN | folgen regelméafige Kontrollen im Abstand
von 3-6 Monaten. Das Vorgehen bei CIN [I-Patientinnen kann aufgrund der
statistisch relevanten Chance zur Regression (vgl. Kapitel 1, 2.1) sowohl
chirurgisch als auch konventionell erfolgen. Zur Entscheidungsfindung werden
weitere Parameter wie das Alter der Patientin, Einsehbarkeit und Persistenz der
Lasion sowie ein eventuell vorhandener Kinderwunsch herangezogen (Vattai et
al., 2021). Bei einer CIN lll besteht bei Patientinnen tber 24 Jahren aufRerhalb
der Schwangerschaft in der Regel die Indikation zur Konisation. Diese kann als
vollstandige Schlingenkonisation der Transformationszone (LEEP, Loop
Electrical Excision Procedure / LLETZ, Large Loop Excision of the
Transformation Zone) erfolgen; weitere therapeutische Mdoglichkeiten stellen die
Laserexzision, Laserkonisation, Messerkonisation, Laservaporisation und die
Kryotherapie dar (Kolben et al., 2019).

Neben allgemeinen Operationsrisiken wie Blutung, Infektion, Thrombosen,
Verletzung umliegender Strukturen ist nach einer Operation an der Zervix uteri
besonders auf das Risiko der Frihgeburtlichkeit hinzuweisen (Athanasiou et al.,
2019; Kyrgiou et al.,, 2016). Weitere Operationsrisiken sind ein vorzeitiger
Blasensprung, niedriges Geburtsgewicht, Chorioamnionitis, perinatale Morbiditat
sowie Mortalitdt und Stenosen der Zervix uteri (Arbyn et al., 2008; Kyrgiou et al.,

2016). Je nach gewahltem Behandlungsverfahren sind die Risiken



unterschiedlich stark ausgepragt: Ablative Verfahren sowie kleinere Exzisionen
bringen geringere Wahrscheinlichkeiten fur Frahgeburtlichkeit mit sich als
besonders tiefe (>10-12mm) oder mehrfach durchgefiihrte Konisationen (Kyrgiou
et al., 2016). Dariber hinaus ist anzumerken, dass ohnehin das Bestehen einer
CIN ein gewisses Basisrisiko fur Frihgeburtlichkeit mit sich bringt (Kyrgiou et al.,
2017).

Kolben et al. zeigten, dass die limitierte Exzision, welche lediglich die
dysplastischen Areale entfernt, der herkdmmlichen Large Loop Exzision der
Transformationszone (LLETZ) hinsichtlich der Operationsergebnisse nicht
unterlegen zu sein scheint (Kolben et al., 2019). Die limitierte Exzision stellt somit
einen Ansatz dar, der die schwerwiegenden Operationsrisiken der LEETZ
vermindern kdnnte. Eine weitere Mallnahme, die Haufigkeit der Komplikationen
zu minimieren, stellt natirlich die gezieltere Indikationsstellung fir oder wider ein
operatives Verfahren mithilfe prognostischer Biomarker dar. Auch
medikamentose Therapien konnten eine Alternative zur operativen Therapie
darstellen (Vattai et al., 2021). Die vorliegende Arbeit soll sowohl zur
Identifizierung prognostischer Marker als auch zur Etablierung medikamentdser

Therapien einen Beitrag leisten.

2.5 Immunantwort im Karzinomgeschehen

Viele Tumoren besitzen die Fahigkeit, sich einer spezifischen Immunantwort zu
entziehen und dadurch ihr Wachstum zu beginstigen. Tumoren zeigen haufig
eine reduzierte Expression von Oberflachenantigenen oder sie exprimieren
Autoantigene (De Visser et al.,, 2003). Im Tumormilieu liegen haufig wenig
aktivierte Antigen-prasentierende-Zellen (APC) vor, welche T-Zellen zu Effektor-
oder Gedachtniszellen heranreifen lassen kénnen (Bandola-Simon und Roche,
2019). T-Zellen kdnnen dartber hinaus durch inhibitorische Rezeptoren wie PD-
1 oder CTLA-4 inaktiviert werden (Dyck und Mills, 2017; Peggs et al., 2008).
Tumorzellen sind in der Lage, immunsupprimierende Molekile wie IDO, PGE2
und IL-10 zu sezernieren (Whiteside, 2006). Auch M2-polarisierte Makrophagen,
Fibroblasten und regulatorische T-Zellen kdénnen an der Modifizierung des
Immunsystems zugunsten der Tumorprogression beteiligt sein (Adurthi et al.,
2008; Baitsch, Fuertes-Marraco et al., 2012; Chen et al.,, 2017; Wang et al.,
2019).



2.6 Regulatorische T-Zellen

Regulatorische T-Zellen (Tregs) sind maf3geblich an der Aufrechterhaltung einer
ausbalancierten Immunhomdostase im gesunden Organismus beteiligt. Liegt ein
Defizit an Tregs vor oder sind diese nicht funktionsfahig, kann dies die
Entstehung schwerwiegender Autoimmunerkrankungen zur Folge haben
(Colamatteo et al., 2020; Setoguchi et al., 2005). Im Mausmodell fihrte ein Treg-
Mangel zur sogenannten ,Scurfy mouse®, einem Autoimmunphanotyp (Godfrey
et al.,, 1991). Auch beim Menschen kann eine verringerte Anzahl an Tregs im
Rahmen des IPEX-Syndroms (,immune dysregulation, polyendocrinopathy,
enteropathy, X-linked®) dramatische Autoimmunerkrankungen zur Folge haben
(Park et al., 2020).

Tregs stellen eine Subpopulation CD4-positiver T-Zellen dar, welche bei stabiler
immunsuppressiver Funktion das Oberflachenprotein CD25 aufweist (Setoguchi
et al., 2005; Workman, Szymczak-Workman et al., 2009). Unterschieden werden,
je nach ihrem Entstehungsort, ,natlrliche Tregs“ und ,induzierte Tregs®“. Die
,haturlichen Tregs“ entwickeln sich im Thymus, wéahrend sich die induzierten
Tregs aus naiven T-Zellen mittels Transforming growth factor beta (TGF-3) in der
Peripherie ausbilden (Workman et al., 2009). Die Mechanismen, welche zur
Herunterregulierung des Immunsystems durch Tregs beitragen, sind bereits
vielfaltig analysiert worden: Tregs konnen ihre immunsuppressive Funktion
einerseits Uber direkte Interaktion mit anderen Immunzellen, beispielsweise tUber
den inhibitorischen Rezeptor CTLA-4, LAG3 oder die Fas/Fas-Liganden-Achse,
ausuben, andererseits kann die Immunsuppression indirekt Uber von Tregs
sezernierte Zytokine wie Interleukin-10 (IL-10), TGF-B, Granzym A/B oder
Perforin erfolgen (Adurthi et al., 2008; Jgrgensen et al., 2019; Kojima et al., 2013;
Miyara und Sakaguchi, 2007; Ohue und Nishikawa, 2019; Rudensky, 2011,
Strauss et al., 2009; Walker, 2013; Yano et al., 2019; Yu et al., 2005). Darlber
hinaus kann durch die IL2Ra-Kette des CD25 in der Umgebung vorhandenes IL-
2 gebunden werden, welches in der Folge nicht mehr zur tumorspezifischen T-
Zell-Aktivierung zur Verfigung steht (Adurthi et al., 2008; Workman et al., 2009).
Fur eine stabile Funktion der Tregs ist unter anderem Tumor Necrosis Factor
Receptor 2 (TNFR2), ein Rezeptor fir TNFa, von Bedeutung (Adurthi et al., 2008;
Yang et al., 2018; Teng Zhang et al., 2017).



Forkhead box protein 3 (FoxP3) gilt als spezifischer Marker fiur aktivierte Tregs.
Das Protein spielt eine Schltsselrolle in ihrer immunsuppressiven Funktion (Park
et al., 2020). Daruber hinaus zeigt die FoxP3-Expression, ebenso wie TNFR2,
eine stabile Funktion der Tregs an (Loddenkemper et al., 2009; Rudensky, 2011).
Eine spezifische Migration von Tregs kann uber Zytokine wie beispielsweise
TGF-3 oder IL-10 erfolgen (Workman et al., 2009). Auch Chemokingradienten,
welche von anderen Immunzellen generiert werden, kdnnen Tregs rekrutieren (Li
et al., 2013) (vgl. Kapitel 0). Karzinomzellen kbnnen ebenfalls FoxP3 exprimieren
(Hinz, 2007). In HPV-induzierten Dysplasien wurde eine pl6ink4a-induzierte
FoxP3-Expression beobachtet, welche mit der Persistenz des Virus korrelierte
(Bashaw et al., 2019; Bonin et al., 2019; Zeng et al., 2013). Virale Antigene riefen
die Migration FoxP3-positiver Tregs in der Zervix besonders stark hervor,
verglichen mit anderen Tumorentitaten wie dem Kolonkarzinom (Loddenkemper
et al., 2009).

Eine  hohe Infiltrationsdichte  regulatorischer  T-Zellen kann im
Karzinomgeschehen zu Immuntoleranz und infolgedessen zur Tumorprogression
fuhren (Zeng et al., 2013). Die Assoziation zwischen gesteigerter Treg-Infiltration
und schlechterer Prognose, d.h. gesteigerter Lymphangiogenese, kirzerem
Gesamtuberleben, erhdhter TumorgréRe, vermehrter Stromainvasion sowie
kiirzerem progressionsfreiem Uberleben ist in vielen Tumorentititen gezeigt
worden; so im Magenkarzinom, im kutanen Melanom, im Mammakarzinom, im
Ovarialkarzinom, im Zervixkarzinom und zahlreichen anderen Tumorentitaten
(Adurthi et al., 2008; De Jong & al., 2009; Fu et al., 2019; Galon et al., 2006;
Jang, 2008; Sato et al., 2005; Tang et al., 2017; Zhang et al., 2016; Teng Zhang
et al., 2017; Zhao et al., 2019). Im Mammakarzinom sowie im Prostatakarzinom
wird die prognostische Rolle des FoxP3 kontrovers diskutiert, da das FoxP3-Gen
dort auch als Tumorsuppressor identifiziert wurde (Wang et al., 2010; Zuo et al.,
2007) und eine gesteigerte Expression beispielsweise zu einer verminderten

Angiogenese im Bereich des Karzinoms fuhren kann (Li et al., 2018).

Die Uberwiegende Anzahl an Studien legt jedoch die negative prognostische
Rolle FoxP3-positiver Zellen, besonders FoxP3-positiver Tregs, dar.
Reprasentative Studien aus diversen Tumorentitaten sind in Tabelle 2 aufgelistet.
Einen Uberblick liber die Interaktionen von Tregs mit anderen Immunzellen wie

Makrophagen gibt Abbildung 2.
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Zhao et
al. 2019
SKP2-Suppressor

Fu et al.
2019
Curiel et
al. 2008
Knutson
et al. 2015
Sato et al.
2005

Hinz et al.
2007

Betrachtet wurde das CD8/Treg
bzw. CD4/Treg-Verhéltnis
Betrachtet wurde das CD8/Treg
Verhéaltnis.

Jang et al.
2008
Kojima et
al. 2013
Adurthi et
al. 2008
Zhang et
al. 2017

CIN: Tregs eher in Stroma,
Zervizitis intraepithelial
Untersucht wurden TNFR2+
Tregs



Zervixkarzinom Bonin et

al. 2019

Zervixkarzinom Tang et Positive Korrelation mit VEGF-c-
al. 2017 Expression

Zervixkarzinom Visser et  Tregs im peripheren Blut erhéht
al. 2007

Zervixkarzinom Yang et
al. 2020

Zervixkarzinom Zeng et
al. 2013

Zervixkarzinom Zhao et
al. 2017

Tabelle 2: Studienlage zur FoxP3-Expression im Karzinomgeschehen

*Pos=Im Karzinom weniger FoxP3 vorhanden als im gesunden Gewebe/besserer Outcome bei erhohter
FoxP3-Expression. Neg= Im Karzinom mehr FoxP3 vorhanden als im gesunden Gewebe/schlechterer
Outcome bei erhéhter FoxP3-Expression.

Karzinomzellen

— Immunhomoostase
TN [ CTLAG
[ cD68 | ~— . Schutz vor
/. M2- \ —L IL10 Autoimmunerkrankungen
"~ Makrophagen | .ccl22-/ ccra | Treg lg;irin
D163 | I P Granzym A/B Toleranz von
— / A\ Autoantigenen
- TFNR2 )| CD25
Dendritische Zellen o Immunmodaulation im
TNFa IL-2 Karzinomgeschehen

Abbildung 2: Interaktion von Makrophagen via CCL22 mit Tregs (Quelle: Eigene Darstellung)

Sowohl Karzinomzellen als auch M2-polarisierte Makrophagen und dendritische Zellen kénnen CCL22
sezernieren, welches Uber den Chemokinrezeptor CCR4 Tregs gewebespezifisch anlocken und so zur
gesteigerten Immunsuppression fihren kann. Nahere Informationen sind im Text enthalten (vgl. Kapitel 0 und
2.8).

2.7 CCL22

Chemokine gehoren zur Gruppe der Zytokine wund kdnnen durch
Konzentrationsgradienten andere Immunzellen, welche entsprechende
Chemokinrezeptoren auf ihrer Zelloberflache tragen, gewebespezifisch
anlocken. Das Chemokin CCL22 wurde zunéchst mit dem Namen ,Macrophage-
Derived Cytokine“ (MDC) beschrieben (Yamashita und Kuroda, 2002). Der Name
,CCL22“ steht fur im Chemokin enthaltene Cystein-Aminoséuren, die
untereinander Disulfidbricken ausbilden (Altmeyers Enzyklopadie, 2017).
CCL22 wird hauptsachlich von Makrophagen, dendritischen Zellen und
lymphatischem Gewebe sezerniert bzw. exprimiert (Human Protein Atlas, 2021;
Qun Wang et al., 2019; Yashiro et al., 2019). CCL22 wirkt chemotaktisch auf



natdrliche Killerzellen, dendritische Zellen, Monozyten und T-Lymphozyten
(Godiska et al., 1997; Schaniel et al., 1998; Scheu et al., 2017).

Uber CCR4, einen G-Protein-gekoppelten zellmembranstandigen
Chemokinrezeptor, kann CCL22 regulatorische T-Zellen rekrutieren (Curiel et al.,
2004; Scheu et al., 2017; Zhao et al., 2017). Dies kann physiologisch und fur die
gesunde Immunbalance unabdingbar sein. So kdnnen Tregs beispielsweise in
die Haut migrieren, um dort eine Uberschiel3ende Immunantwort zu verhindern
(Gunther und Pfeiffer, 2007).

Im Karzinomgeschehen ist durch verschiedenartige Stimuli eine gesteigerte
CCL22-Expression und damit eine vermehrte Migration von Tregs moglich. Diese
spezifische Migration stellt einen Mechanismus dar, durch den Tumorzellen eine
spezifische Immunantwort vermindern kénnen (Curiel et al., 2004; Huang et al.,
2019; Li et al., 2013). In Abbildung 2 ist dieser Mechanismus schematisch
dargestellt. Zu den Stimuli, welche die Expression von CCL22 erhdhen kdnnen,
gehoren IL-1, Interferon-y (INFy) und TNFa (Faget et al., 2011; lellem et al.,
2001).

In diversen Tumorentitditen wurde beobachtet, dass eine erhdohte CCL22-
Expression mit einem schlechteren Outcome einhergeht. Dazu gehoren
beispielsweise das Mammakarzinom und das Mundbodenkarzinom (Huang et
al., 2019; Li et al.,, 2013). Im Zervixkarzinom wurde eine positive Korrelation
zwischen erhohter CCL22-Expression und vermehrten
Lymphknotenmetastasen, hohem FIGO-Stadium und verkirzter Uberlebenszeit
beschrieben (Qun Wang et al., 2019; Zhao et al., 2017).

In der CIN und insbesondere in Betrachtung ihrer Regression und Progression
ist die Rolle von CCL22 bislang wenig untersucht. Tabelle 3 gibt einen Uberblick

Uber reprasentative Studien zur CCL22-Expression in verschiedenen

Tumorentitaten.
Gliom Zhou et
al. 2015
Lungenkarzinom Nakanishi
et al.
2006
Mammakarzinom Li et al.

2013



Mundbodenkarzinom Huang et Korrelation mit FoxP3-positiven
al. 2019 Tregs

Ovarialkarzinom Curiel et al.
2004

Vulvére Santegoets

intraepitheliale et al. 2008

Neoplasie

Zervixkarzinom Wang et al. Korrelation mit FoxP3-positiven
2019 Tregs

Zervixkarzinom Zhao et al.
2017

Tabelle 3: Studienlage zur CCL22-Expression im Karzinomgeschehen

*Pos=Im Karzinom weniger CCL22 vorhanden als im gesunden Gewebe/besserer Outcome bei
erhohter CCL22-Expression. Neg= Im Karzinom mehr CCL22 vorhanden als im gesunden
Gewebe/schlechterer Outcome bei erhdhter CCL22-Expression.

2.8 Makrophagen

Cluster Differentiation Protein 68 (CD68) ist ein immunhistochemischer
Makrophagenmarker (Jiang et al., 2016; Kolben et al., 2018). Abhéngig von ihrer
Polarisation ibernehmen Makrophagen in der Immunhomdostase verschiedene
Funktionen: Wahrend M1-polarisierte Makrophagen vorwiegend
proinflammatorisch agieren und so beispielsweise die Immunantwort gegen
Tumoren fordern, haben M2-polarisierte Makrophagen antiinflammatorische
Funktionen wie die Toleranz gegeniuber Autoantigenen oder die Erhaltung einer
Schwangerschaft inne (Fujisaka et al., 2009; Heublein et al., 2013; Kolben et al.,
2018; Slukvin et al., 2004; Stremmel et al., 2018).

M2-polarisierte Makrophagen kénnen durch PPARYy differenziert und aktiviert
werden (Kolben et al., 2018); siehe hierzu auch Kapitel 2.9. Karzinomzellen
kénnen dartber hinaus Moleklle wie 1l-6 oder PGE-2 sezernieren, welche zur
Heranreifung M2-polarisierter Makrophagen beitragen (Heusinkveld et al., 2011,
Kim und Bae, 2016).

Makrophagen, insbesondere jene vom Mz2-Polarisationstyp, konnen zur
Immunsuppression im  Karzinomgeschehen und infolgedessen  zur
Tumorprogression beitragen (Hartwig et al., 2017; Mantovani et al., 2008; Rigo
et al., 2010). So sezernieren M2-Makrophagen wie dendritische Zellen und
Karzinomzellen das Treg-rekrutierende Zytokin CCL22 (Liu et al., 2020; Qun
Wang et al.,, 2019; Yashiro et al.,, 2019), was in Abbildung 2 schematisch

dargestellt ist. Zudem sezernieren M2-Makrophagen IL-10, welches die Treg-



Differenzierung induziert (Bolpetti et al., 2010; Qun Wang et al., 2019). Dartber
hinaus sind M2-polarisierte Makrophagen in der Lage, die Anzahl HPV-
spezifischer T-Zellen zu reduzieren (Bolpetti et al., 2010; Lepique et al., 2009;
Walentowicz-Sadlecka et al., 2013). Das negative prognostische Potenzial von
M2-Makrophagen wurde in vielen Tumorentitaten wie dem Magenkarzinom, dem
hepatozellulare Karzinom und dem Prostatakarzinom beschrieben (Hu et al.,
2015; Jeremiasen et al., 2020; Yao et al., 2018). Auch im Zervixkarzinom sind,
verglichen mit gesundem Gewebe der Zervix, deutlich erhdhte Zahlen M2-
polarisierter Makrophagen zu finden (Li et al., 2017). Chen et al. beschrieben
einen Zusammenhang zwischen hoher Infiltration M2-polarisierter Makrophagen
und schlechterem Outcome wie einem fortgeschritteneren FIGO-Stadium und
vermehrten Lymphknotenmetastasen (Chen et al., 2017). In der CIN wurden
bislang keine erhohten Infiltrationsraten M2-polarisierter Makrophagen
beschrieben. Reprasentative Studien, welche die Rolle M2-polarisierter

Makrophagen in verschiedenen Tumorentitaten beleuchten, sind in Tabelle 4

gelistet.
Gastooesophageales Jeremiasen
Adenokarzinom et al. 2020
Hepatozelluléres Yang etal. Karzinomzellen induzieren die M2-
Karzinom 2018 Polarisation von Makrophagen
Hepatozelluléres Yao et al.
Karzinom 2018
Mammakarzinom Sousa et al. Karzinomzellen induzieren die M2-
2015 Polarisation von Makrophagen
Osophaguskarzinom Hu et al.
2017
Prostatakarzinom Comito et
al. 2014
Prostatakarzinom Hu et al.
2015
Zervixkarzinom Bolpetti et M2-Makrophagen induzieren die
al. 2010 Treg-Differenzierung tber IL-10
Zervixkarzinom Chen et al.
2017
Zervixkarzinom Heusinkveld
etal. 2011
Zervixkarzinom Li et al.
2017

Tabelle 4: Studienlage zur M2-Infiltration im Karzinomgeschehen

*Pos=Positive prognostische Rolle M2-polarisierter Makrophagen. Neg= Negative prognostische Rolle
M2-polarisierter Makrophagen.



2.9 PPARy

Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor y (PPARy) gehoért zur Gruppe
nuklearer Hormonrezeptoren (Gillespie et al., 2011). Liganden fir PPARy sind
beispielsweise Fettsauren und Eicosanoide (Youssef und Badr, 2011). Bei
Aktivierung bilden PPAR im Zellkern ein Heterodimer mit dem
Retinsaurerezeptor RXR, was die Transkription diverser Gene zur Folge hat
(Michalik et al., 2006). Die Heterodimerbildung ist schematisch in Abbildung 3
dargestellt. Bekannt sind PPAR vor allem als Regulatoren fir die 3-Oxidation und
die Ketonkdrpersynthese sowie als Mediator im Glukosemetabolismus (Shao et
al., 2016).

Ligand (z.B.
Eicosanoid)

N\ Zellkern

K Abbildung 3: PPARy als
: Transkriptionsfaktor (Quelle: Eigene
Darstellung)

Bei Aktivierung bilden PPAR im
Zellkern mit RXRa ein Heterodimer,
was die Transkription diverser Gene
induziert.

Transkription

Neben PPARy sind zwei weitere Unterformen der PPAR-Gruppe bekannt,
PPARa und PPARB/- 6. PPARy wird ubiquitar exprimiert und wurde dartber
hinaus in hohen Konzentrationen im Verdauungstrakt, den weiblichen
Geschlechtsorganen und der Plazenta nachgewiesen (Human Protein Atlas,
2021). In zahlreichen Studien wurde die antiinflammatorische Wirkung von
PPARYy beschrieben (Griffiths et al., 2017; Narala et al., 2014). Diese findet in der
Therapie des Diabetes mellitus Typ Il bereits therapeutische Anwendung
(Scheen et al., 2015). Auch im Autoimmungeschehen kdnnen PPARy-Agonisten
zu einer ausbalancierteren Immunmodulation beitragen (Liu et al., 2020). Die
verringerte PPARYy-Expression im  Abortgeschehen spiegelt  die
antiinflammatorische Wirkung der PPARy-Rezeptoren wider (Kolben et al.,
2018).



Neben seiner Funktion im Fett- und Glukosemetabolismus tragt PPARy zur
Differenzierung von unpolarisierten Makrophagen in  M2-polarisierte
Makrophagen bei, weshalb eine PPARy-Expression auf Makrophagen mit dem
ebenfalls antiinflammatorischen M2-Polarisationszustand assoziiert ist (Bouhlel
et al., 2007; Kolben et al., 2018; Li et al., 2011; Tontonoz und Spiegelman, 2008;
Xu et al., 2016). Die Rolle von PPARYy in Karzinomen wurde vielfach untersucht.
Die antiinflammatorischen Eigenschaften lassen zunachst vermuten, dass eine
erhohte PPARy-Expression mit einer verminderten Immunantwort und
infolgedessen mit vermehrtem Tumorwachstum assoziiert ist. Erhohte
Expressionlevels des PPARy-Rezeptors finden sich jedoch nur in wenigen
Tumorentitaten wie beispielsweise dem Blasenkarzinom (Cheng et al., 2019). Die
grol3e Mehrheit der Studienergebnisse legt einen positiven Zusammenhang
zwischen erhoéhter PPARy-Expression und besserer Prognose dar. So wurde
durch Applikation von PPARy-Agonisten ein reduziertes Tumorwachstum
beschrieben (Gionfriddo et al., 2020; Wang et al., 2017; Wuertz et al., 2017).
Reprasentative Studien aus verschiedenen Tumorentitaten finden sich in Tabelle
5. Insbesondere in der CIN ist der prognostische Wert von PPARy noch unklar.

Blasenkarzinom Cheng Sowonhl auf Transkriptions- als auf
etal.  Translationseben
2019
Endometriumkarzinom Huang et
al. 2020
(R. Huang
etal,
2020)
Mammakarzinom Gionfriddo Interaktion mit Makrophagen
et al.
2020
NSCLC Li et PPARYy in myeloiden Zellen
al.
2011
Zervixkarzinom Hyun et PPARYy -Agonisten induzierten
al. 2015 Apoptose
Zervixkarzinom Jung et al.
2005
Zervixkarzinom Wuertz et PPARYy -Agonisten reduzierten
al. 2017 Tumorwachstum

Tabelle 5: Studienlage zur PPARYy -Expression im Karzinomgeschehen

*Pos= Im Karzinom weniger PPARy vorhanden als im gesunden Gewebe/besserer Outcome bei erhbhter
PPARYy -Expression. Neg= Im Karzinom mehr PPARy vorhanden als im gesunden Gewebe/schlechterer
Outcome bei erhéhter PPARYy -Expression.
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RIG I ist ein zytosolischer Pattern Recognition Receptor (PRR), welcher fur die
Erkennung von RNA- und kurzen DNA-Viren zustéandig ist (Dixit und Kagan,
2013). Dazu gehoren das Influenza A und -B Virus, das Hepatitis C Virus,
Respiratorische Synzytial Virus, Herpes Simplex Virus und weitere (Chiu et al.,
2009; Kato et al., 2006; Loo et al., 2008; Saito et al., 2007). Es handelt sich bei
RIG-I um eine ATP-abhangige RNA-Helikase mit einer Repressordomane am C-
Terminus und zwei CARD-Strukturen (caspase activation and recruitment
domains) am N-Terminus (Dixit und Kagan, 2013). Aktiviert wird RIG-I, indem
eine zumeist doppelstrangige RNA (dsRNA) mit einem 5 -Triphosphatende an
die Repressordomane bindet. Daraufhin kénnen die CARDs an die CARD-
Doméane des mitochondrialen antiviralen Signal Proteins (MAVS) binden,
wodurch proinflammatorische Signalkaskaden (z.B. IFN1-Weg, NFKB) eingeleitet
werden (Dixit und Kagan, 2013).

Abgesehen von der Erkennung viraler RNA/DNA hat RIG-I weitere Funktionen
(Xu et al., 2018), wie beispielsweise die Aktivierung und Differenzierung von
Makrophagen (Imaizumi et al., 2007). In wenigen Tumorentitaten wurde RIG-I als
Tumorsuppressor identifiziert, so im Hepatozellularen Karzinom (Xu et al., 2018),
im Kolorektalen Karzinom, im Pankreaskarzinom und der Akuten Myeloischen
Leukdmie (Ellermeier et al., 2013; Ruzicka et al., 2020; Zhu et al., 2017). Die
tumorsupprimierende Funktion resultiert unter anderem aus einer STATI1-
Aktivierung, welche wiederum tber IFN antiproliferativ wirkt (Xu et al., 2018).
RIG-I kann die Apoptose (prd)kanzertdser Zellen Uber die Aktivierung CD8-

positiver T-Zellen induzieren (Zeromski et al., 2019).

In anderen Tumorentitdaten wie beispielsweise dem Ovarialkarzinom ist RIG-I mit
einer schlechteren Prognose assoziiert (Wolf et al., 2020). Im Mammakarzinom
kann eine erhohte RIG-I-Expression das Ansprechen auf medikamentdse
Therapien verschlechtern (Boelens et al., 2014). Als zugrundeliegender
Mechanismus wird vermutet, dass die Erkennung eigener nichtkodierender RNA
hier eine Rolle spielt (Xu et al., 2018). Die verschiedenen Wirkmechanismen bzw.

Funktionen von RIG-I sind in Abbildung 4 graphisch dargestelit.

Fur das Zervixkarzinom sind die folgenden Erkenntnisse tber die Rolle von RIG-

I gewonnen worden: Micro-RNA34a konnte die Expression von RIG-I in vitro


https://en.wikipedia.org/wiki/Influenza_A

hochregulieren, was den Zellzyklus verlangsamte und die Apoptose von
Karzinomzellen unterstitzte (Wang et al.,, 2016). So konnte RIG-I also
tumorsupprimierend agieren. Auch die Aktivierung von RIG-I mittels modifizierter
5'-Triphosphat RNA (ppp-GLS) hatte die Aktivierung proapoptotischer
Signalwege zur Folge (Meng et al., 2014). Mutationen im MAVS-Gen kdnnen eine
hohere Vulnerabilitat fir HPV-induzierte prakanzerése Lasionen zur Folge haben
(Xiao et al., 2019). Zusammenhéange zwischen mutierten PRR-Genen und der
Tumorprogression in der Zervix wurden bereits mehrfach beobachtet (Kutikhin
und Yuzhalin, 2012; Pandey et al., 2009). In HPV-infizierten Zellen lag in einer
Studie von Reiser et al. eine verminderte RIG-I-Expression vor (Reiser et al.,
2011). Zudem reduziert das virale Onkoprotein E6 die Bindung von RIG-I an
MAVS (Chiang et al., 2018). Karim et al. beobachteten in ihrer Studie keine
Beeintrachtigung der RIG-I-Expression durch HPV (Karim et al., 2011). In der
CIN und insbesondere ihrer Regression und Progression ist die Rolle von RIG-I
derzeit noch nicht abschlieRend geklart. Tabelle 6 fasst einschlagige Studien aus

verschiedenen Tumorentitaten zusammen.

Entitat Pos* Neg* Besonderheiten
Akute myeloide Ruzicka Therapeutisches Potenzial von RIG-I-
Leukamie et al. Agonisten
2020
Hepatozellulares Xu et al. RIG-I wirkt protektiv
Karzinom 2018
Mammakarzinom Boelens RIG-I-Aktivierung verschlechtert
et al. Therapieansprechen
2014
Kolorektales Zhu et al.
Karzinom 2017
Ovarialkarzinom Wolf et
al. 2020
Pankreaskarzinom Ellermeier Therapeutisches Potenzial von RIG-I-
et al. Agonisten
2013
Zervixkarzinom Meng et Agonisten steigern Apoptose
al. 2014
Zervixkarzinom Wang et Agonisten steigern Apoptose
al. 2016

Tabelle 6: Studienlage zur RIG-I-Expression im Karzinomgeschehen

* Pos=Im Karzinom weniger RIG-I vorhanden als im gesunden Gewebe/besserer Outcome bei erhdhter
RIG-I-Expression. Neg= Im Karzinom mehr RIG-I vorhanden als im gesunden Gewebe/schlechterer
Outcome bei erhdhter RIG-I-Expression.
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Abbildung 4: RIG-I - Signalkaskaden und Funktionen (Quelle: Eigene Darstellung)

RIG-I aktiviert das Signalprotein MAVS, welches beispielsweise Uber Interferon regulatory factor 3 (IRF3)
zur Etablierung eines antiviralen Milieus beitragt. Weitere diskutierte Wirkungen von RIG-I sind rechts oben
in der Abbildung aufgelistet.

2.11 SIRT-1

Sirtuin-1 (SIRT-1) gehdrt, wie sechs weitere Enzyme, zur Familie der Sirtuine. Es
handelt sich bei SIRT-1 um ein NAD+-abhangiges Enzym, das mehrere
Regulationsproteine durch Deacetylierung oder Komplexbildung modifiziert (Yi
und Luo, 2010). So deacetyliert SIRT-1 beispielsweise Histone, was die
Zuganglichkeit der entsprechenden Gene beeinflusst (Zhang und Kraus, 2010).
Auch Nicht-Histone wie p53 oder PPARy werden durch SIRT-1 dber
Deacetylierung oder Komplexbildung modifiziert (Luo et al.,, 2001). So greift
SIRT-1 durch Modifizierung von Proteinen wie p53, welche unmittelbar Einfluss
auf apoptotische Vorgénge haben, in den Zellzyklus ein. SIRT-1 liegt intrazellular
vor; zumeist im Zellkern, teilweise auch zytoplasmatisch (Bai und Zhang, 2016).
Als naturlicher Antagonist fir SIRT-1 ist der Tumorsuppressor DBC1 (deleted in
breast cancer 1) bekannt (Zhao et al., 2008).

SIRT-1 tragt, ebenso wie PPARy, zur Regulation des Zucker- und
Fettstoffwechsels bei. Durch direkte Bindung an PPARy wird Fett aus den
Adipozyten mobilisiert sowie die Lipolyse verstarkt (Picard et al., 2004). Zudem
wird die Neubildung von Adipozyten gehemmt (Zhou et al., 2016). Diese Effekte
kénnen in der Pravention und der Behandlung des Diabetes Typ Il eingesetzt
werden (Pacifici et al., 2019). SIRT-1 spielt zudem eine protektive Rolle in der

Zellalterung und bei degenerativen Erkrankungen wie Alzheimer (Lee et al.,




2019; Rizzi und Roriz-Cruz, 2018). Das Enzym erhdht die Stabilitat von Zellen:
SIRT-1 kann Uber Deacetylierung von p53 zur Verlangsamung der Apoptose
fuhren (Yi und Luo, 2010) und durch direkte Bindung an FOXO Zellen effektiver
gegen oxidativen Stress schitzen (Hori et al., 2013). Daruber hinaus stabilisiert
SIRT-1 die immunsuppressive Funktion von Tregs (Beier et al., 2011; van
Loosdregt et al., 2011). Abbildung 5 fasst die beschriebenen Interaktionen von

SIRT-1 mit Histonen und Nicht-Histon-Proteinen zusammen.

Je nach Tumorentitat kann SIRT-1 als Tumorsuppressor oder Tumorpromotor
agieren (Alves-Fernandes und Jasiulionis, 2019). Die Funktion des Enzyms als
Tumorsuppressor wird vergleichsweise weniger referiert als die des
Tumorpromotors (Wu et al., 2017); ersteres ist beispielsweise im Kolorektalen
Karzinom der Fall (Sun et al., 2017). Dong Hoon Shin et al. differenzieren
zwischen dem Tumor-umgebenden Stroma und den Karzinomzellen selbst: Sie
stellten in ihrer Studie fest, dass eine hohe SIRT-1-Expression im Stroma Uber
erhohte MMP3-Levels (Matrix-Metalloproteinase 3) zum Tumorwachstum
beitragt, eine hohe SIRT-1-Expression im Tumor selbst jedoch das Wachstum
hemmt (Shin et al., 2016). Die Literatur zeigt Gberwiegend auf, dass eine hohe
SIRT-Expression mit einem erhdhten Malignitatspotential einhergeht (Asaka et
al., 2015; Velez-Perez, Wang et al., 2017; Wu et al., 2017). Im Zervixkarzinom
besteht eine Assoziation zwischen SIRT-1-Uberexpression und einem
schlechteren Outcome (So et al., 2018). Die mikroRNA MiR-29a wurde als
Inhibitor fir SIRT-1 im Zervixkarzinom identifiziert und so ist das Outcome bei
Patientinnen mit hohen MiR-29a-Spiegeln besser als bei niedrigen Spiegeln (Nan
et al., 2019). Der Knock-out von SIRT-1 stoppte die Zellproliferation und
unterstitzte die Apoptose Paclitaxel-resistenter Zellen im Zervixkarzinom (Xia &
Zhou, 2018). Auch in der zervikalen Dysplasie wurden erhdhte Expressionslevel
von SIRT-1 beschrieben (Singh et al., 2015; Velez-Perez et al., 2017). Hierzu
tragt unter anderem das Onkoprotein E7 bei (Allison et al., 2009). SIRT-1
wiederum kann die viralen Onkoproteine E1 und E2 regulieren (Das et al., 2017).
Reprasentative Studien zur Rolle von SIRT-1 in verschiedenen Tumorentitaten

sind in Tabelle 7 aufgelistet.



Entitat Pos* Neg* Besonderheiten

Endometriumkarzinom Asaka
et al.
2015
Hepatozelluléres Wu et
Karzinom al. 2017
Kolonkarzinom Firestein SIRT-1 reduziert
et al. Tumorwachstum
2008
Kolorektales Karzinom Sun et SIRT-1 reduziert Metastasierung
al. 2017
Magenkarzinom Wu et
al. 2017
Prostatakarzinom Huffman
et al.
2007
Zervikale intraepitheliale Singh et
Neoplasie al. 2015
Zervikale intraepitheliale Velez-
Neoplasie/Zervixkarzinom Perez et
al. 2917
Zervixkarzinom Nan et
al. 2019
Zervixkarzinom Ou et al.
2018
Zervixkarzinom So et al.
2018
Zervixkarzinom Xiaund Knockdown von SIRT-1 bewirkte
Zhou eine Wachstumshemmung sowie
2018 gesteigerte Apoptose in

Tumorzellen
Tabelle 7: Studienlage zur SIRT-1-Expression im Karzinomgeschehen

*Pos=Im Karzinom weniger SIRT-1 vorhanden als im gesunden Gewebe/besserer Outcome bei erhohter
SIRT-1-Expression. Neg= Im Karzinom mehr SIRT-1 vorhanden als im gesunden Gewebe/schlechterer
Outcome bei erhéhter SIRT-1-Expression.
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Abbildung 5: Interaktionen von SIRT-1 (Quelle: Eigene Darstellung)

SIRT-1 fUhrt Gber Modifizierung verschiedener Proteine/Histone zur gesteigerten Lipolyse, zu verminderter
Apoptose, zu gesteigertem Schutz vor oxidativem Stress. Naturlicher Inhibitor ist DBC1. Weitere
Informationen sind im Text enthalten.

2.12 Immuntherapie im Zervixkarzinom

Immun-Checkpoints sind Rezeptoren bzw. Liganden, die im gesunden
Organismus T-Zellen und andere Immunzellen so modulieren, dass
uberschieRende Immunreaktionen verhindert werden (Fischer und Heinemann,
2020). Immun-Checkpoints kénnen auch von Tumorzellen genutzt werden, um
sich vor T-Zell-assoziierten Immunangriffen zu schitzen (Darvin et al., 2018;
Fischer und Heinemann, 2020). Um diesen sogenannten Escape-Mechanismus
auszuschalten, werden im Rahmen der Tumortherapie zunehmend mehr
Checkpoint-Inhibitoren eingesetzt. Ein Beispiel hierfur sind PD-(L)1-Inhibitoren,
welche beispielsweise in HNO-Tumoren (HPV-assoziierte
Plattenepithelkarzinome) therapeutisch angewandt werden (Topalian et al.,
2015). Im Zervixkarzinom gibt es bereits eine Reihe an klinischen Studien, die
den Einsatz von Immuncheckpoint-Inhibitoren wie Pembrolizumab oder
Nivolumab prifen: Die Studien KEYNOTE-028 (Phase Ib-Studie) sowie
KEYNOTE-158 (Phase Il) und CheckMate-358 (Phase I/Il) zeigen bei PD-1/PD-
L1-positiven Zervixkarzinomen Ansprechraten zwischen 12,2 und 26,3 % (Chung
et al., 2019; Frenel et al., 2017; Naumann et al., 2019). Der PD-1-Inhibitor



Cemiplimab wurde bereits in einer Phase Il Studie - EMPOWER - Cervical 1 —
getestet, in der Cemiplimab eine signifikante Verbesserung des
Gesamtiuberlebens von Zervixkarzinom Patientinnen zeigte (Tewari et al., 2021).
Die  NCCN Guidelines® empfehlen Pembrolizumab nach Progression
wahrend/nach Chemotherapie bei PD-L1-positiven Zervixkarzinomen, wofur es
in der EU auch bereits eine Zulassung gibt (National Comprehensive Cancer
Network 2020; Colombo, 2021; Europaische Kommission, 2022; Vattai et al.,
2021).

Beim Einsatz von Checkpoint-Inhibitoren gilt es stets, jene Patienten zu
identifizieren, welche in besonderem Maf3e von der Immuntherapie profitieren
konnen. Hierbei ist die Anwendung verschiedener Scores (TPS, CPS) als
Selektionskriterium von grofRer Bedeutung. Der Forschung kommt zur weiteren
Etablierung von Biomarkern ein hoher Stellenwert zu, um Nutzen sowie
potentielle immunassoziierte Nebenwirkungen von Immuntherapien besser

einschatzen zu kdénnen (Fischer und Heinemann, 2020; Vattai et al., 2021).

2.13 Stand der Forschung — weitere Beispiele flr
prognostische Marker

Zahlreiche Studien beleuchten Expressionsunterschiede von Proteinen zwischen
den verschiedenen CIN-Stadien. Es wurden die verschiedenen Gruppen
untereinander verglichen - CIN | mit CIN Il, CIN Il mit CIN lll usw -, um
anschlieBend eine Aussage Uber die Moéglichkeit des Markers als Pradiktor fur

Regression und Progression zu treffen (Velez-Perez et al., 2017).

Ein signifikanter Unterschied in der Markerexpression zwischen Regression und
Progression der Lasion muss sich jedoch nicht zwangslaufig in signifikanten
Unterschieden zwischen den einzelnen CIN-Stadien ohne Bericksichtigung der
Dynamik niederschlagen (Adurthi et al., 2008). Um eine Aussage uber den
prognostischen Wert von Markern zur Progression und Regression der CIN 1l zu
treffen, erscheint es somit auferst sinnvoll, die Follow-Up-Untersuchungen von
CIN 1l Patientinnen zu bertcksichtigen und diese je nach Dynamik ihrer CIN in
eine Gruppe mit Regression und eine Gruppe mit Progression einzuteilen.
Unterschiede in der Markerexpression werden dann zwischen diesen beiden

Gruppen evaluiert. Die Arbeitsgruppe Prof. Dr. med. Kolben der Ludwig-



Maximilians-Universitat Munchen hat diese differenzierte Einteilung des
Kollektives in ,CIN Il mit anschlieBender Regression® und ,CIN Il mit
anschlieBender  Progression®  beispielsweise in  folgenden  Studien

vorgenommen:

1. Prostaglandin E2-Rezeptor 3 (EP3): Bei Patientinnen mit einer CIN I,

welche im Verlauf einen Progress zur CIN Il zeigten, war EP3 signifikant
niedriger exprimiert als bei den Patientinnen mit anschlielender
Regression (Hester et al., 2019).

2. Sialyl Lewis a (sLeA): Bei Patientinnen mit einer CIN Il, welche im Verlauf

einen Progress zur CIN Il zeigten, war sLeA signifikant hoher exprimiert
als bei den Patientinnen mit anschlieRender Regression (Kolben et al.,
2017).

3. Ligand dependent corepressor (LCor): Die nukleare LCor-Expression war

positiv mit der Progression der CIN Il korreliert (Vogelsang et al., 2020).



3 Fragestellung und Zielsetzung

Die Vorlauferlasion des Zervixkarzinoms, die zervikale intraepitheliale Neoplasie
(CIN), ist besonders haufig bei jungen Frauen im gebarfahigen Alter zu
beobachten (Paraskevaidis, 1992). Da sich nicht jede CIN zu einem invasiven
Karzinom entwickelt, sondern vor allem CIN |- und CIN lI-Patientinnen eine
statistisch relevante Chance eines regredienten Krankheitsverlaufs aufweisen
(Tainio et al., 2018), gilt es, jene Patientinnen mit hoher Regressionschance zu
identifizieren, um diese vor einer Ubertherapie zu bewahren. Primares Ziel dieser
Arbeit war es, prognostische Marker zu evaluieren, mithilfe derer in Zukunft eine
fundiertere Entscheidung fiir oder wider eine operative Therapie der CIN Il
getroffen werden kann (Vattai et al., 2021).

FoxP3-positive Tregs kdnnen eine tumorspezifische Immunantwort unterdricken
(Workman et al., 2009). Es sollte untersucht werden, ob Tregs auch in der CIN
vermehrt zu finden sind (1). Des Weiteren sollte evaluiert werden, ob CCL22, ein
Treg-rekrutierendes Chemokin (Qun Wang et al., 2019), in der progredienten CIN
vermehrt exprimiert wird (2). Die Charakterisierung der Zellen, welche eine starke
CCL22-Sezernierung zeigen, stellte ein weiteres Ziel dieser Arbeit dar (4,5,6).
DarUber hinaus sollten die Expressionslevels von PPARy, RIG-I und SIRT-1

untersucht werden (7,8,9). Es wurden folgende Versuche durchgefihrt:

1. Immunhistochemische Analyse der FoxP3-Expression

2. Immunhistochemische Analyse der CCL22-Expression

3. Korrelation der CCL22-Expression mit der Infiltration FoxP3-positiver
Zellen

4. Doppelimmunfluoreszenz mit CCL22 und CD68 als Makrophagenmarker

5. Doppelimmunfluoreszenz mit PPARy als M2-Marker und CD68 als

Makrophagenmarker (Theresa Maria Kolben et al., 2018)

Doppelimmunfluoreszenz mit FoxP3 und CD68 als Makrophagenmarker

Immunhistochemische Analyse der PPARy-Expression

Immunhistochemische Analyse der RIG-I-Expression

© © N O

Immunhistochemische Analyse der SIRT-1-Expression

Neben der Funktion als prognostische Marker kénnten die Antigene als

Angriffspunkte fur medikamentdse Therapien dienen.



4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Chemikalien

Bezeichnung Firma Bestellnummer
0.1M Zitronensaure Merck (Darmstadt, 1.002444.0500
Deutschland)

0.1M Na-Citrat

Merck (Darmstadt,
Deutschland)

1.06448.1000

Aqua destillata

Firma Noll (MUnchen,
Deutschland)

Aquatex

Merck (Darmstadt,
Deutschland)

Blocking Serum

Agilent Technologies
(Santa Clara, CA,
USA)

Polymer Kit

(Burlingame, CA, USA)

DAB+ (3,3Diaminobenzidin; Agilent Technologies K3468
Liquid DAB+ Substrate (Santa Clara, CA,
Chromogen System) USA)
DAKO Verdiunnungsmedium | Agilent Technologies S3022
(Santa Clara, CA,
USA)
Detektionssystem MACH 3 Biocare (Pacheco, CA, | M3M532
Mouse AP Polymer Detection | USA)
Epitope Retrieval Solution Novocastra (Newcastle | RE7116
pH8 upon Tyne, UK)
Ethanol (100 %, 70 %, 50 %) | CLN GmbH
(Langenbach,
Deutschland)
Haematoxylin Gil's Formula | Vector Lab H-3401
(Burlingame, CA, USA)
IMMPRESS Anti-Mouse IgG | Vector Lab MP-7402
Polymer Kit (Burlingame, CA, USA)
ImMmPRESS Anti-Rabbit IgG | Vector Lab MP-7401

Methanol

Sigma Aldrich (St.
Louis, Mississippi,
USA) / Merck
(Darmstadt,
Deutschland)

Mounting medium for
fluorescence mit DAPI

Vector Lab
(Burlingame, CA, USA)

Vectashield H-1200




Roti-Mount Roth (Karlsruhe, HP68.1

Deutschland)

Roticlear Roth (Karlsruhe, A538
Deutschland)

Saures Hamalaun Sigma Aldrich (St.

Louis, Mississippi,
USA) / Merck
(Darmstadt,
Deutschland)

Steriles PBS Thermo Fisher
Scientific (Waltham,
MA, USA)

Target Retrieval Solution Agilent Technologies S1699
(Santa Clara, CA,
USA)

Target Retrieval Solution Agilent Technologies S2369
Citrate pH6 (Santa Clara, CA,
USA)

TRIS-Puffer Sigma Aldrich (St.
Louis, Mississippi,
USA) / Merck

(Darmstadt,

Deutschland)
UltraVision-Protein-Block Thermo Fisher TA-060-PBQ
(Ultra-V-Block) Scientific (Waltham,

MA, USA)
Vector Red Substrate Kit Vector Lab SK-5100

(Burlingame, CA, USA)
ZytoChem Plus HRP Polymer | Zytomed Systems POLHRP-100
Systems (Mouse/Rabbit) GmBH (Berlin,

Deutschland)

Tabelle 8: Auflistung verwendeter Chemikalien

4.1.2 Hergestellte Verdinnungen, Puffer und Losungen

Hergestellte Chemikalie Inhalt

3%iges H202 in Methanol H20:2 6ml 30%iges H202 + 194ml
Methanol

Losung A 21.01g 0.1M Citronenséure in 1 Liter
Aqua dest

Lésung B 29.41g 0.1M Na-Citrat in 1 Liter Aqua
dest

Na-Citratpuffer (pH 6.0) 18ml Losung A + 82 ml Losung B +
900ml Aqua dest

Tabelle 9: Auflistung selbst hergestellter Mixturen aus Chemikalien aus Tabelle 1



4.1.3 Gerate und Verbrauchsmaterial

Gerat

Firma

Abzug

SR Medizintechnik GmbH (Munchen,
Deutschland)

Beschichtete Objekttrager
(SuperFrost Plus)

Thermo Scientific (Waltham, MA,
USA)

Brutschrank

IGLER (Munchen, Deutschland)

Deckglaser Menzel

Thermo Scientific (Waltham, MA,
USA)

Einbettungsautomat Citadel 2000

Thermo Scientific, Waltham, USA

Eisfach -20°C

Robert Bosch GmbH (Stuttgart,
Deutschland)

Formalin

Thermo Scientific, Waltham, USA

Kamera - Immunhistochemie
(Flexacam C1)

Leica Microsystems (Wetzlar,
Deutschland)

Kahlplatte

Leica Microsystems (Wetzlar,
Deutschland)

Kihlschrank -4°

Robert Bosch GmbH (Stuttgart,
Deutschland)

Kihlschrank -70°C

Thermo Scientific (Waltham, MA,
USA)

Mikroskop — Immunfluoreszenz

Axiophot, Zeiss (Oberkochen,
Deutschland)

Mikroskop - Immunhistochemie

Leitz (Wetzlar, Deutschland)

Pipetten

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Pipettenspitzen

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Schlittenmikrotom

Leica Microsystems (Wetzlar,
Deutschland)

Schnellkochtopf

Fissler (Idar-Oberstein, Deutschland)

Vortex ,mini spin”

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Waage (AE 100)

Mettler Toledo (Columbus, OH, USA)

Zentrifuge (Heraeus Biofuge Stratos
Centrifuge)

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
MA, USA)

Tabelle 10: Auflistung verwendeter Gerate und Materialien

4.1.4 Softwares

Software

Firma

Microsoft Power Point 2021

Microsoft Corporation, Redmond,
USA

Software-Immunfluoreszenz

AxioVision 4.8.1 Image Capture for
Fluorescent Dyes

SPSS 26

PASW Statistic, SPSS Inc., IBM, IL,
USA

Tabelle 11: Auflistung verwendeter Softwares




4.1.5 Priméarantikorper fur die Immunhistochemie

Antikorper Spezies Firma Kongen- Verdinnung DAB+
Isotyp tration
Rabbit IgG, | Peprotech | 1mg/ml _ .
CCL22 polyklonal | 500-P107 1:400 1 Minute
Rabbit IgG, Abcam 1mg/ml _ 30
PPARY polyklonal ab59256 1:100 Sekunden
1mg/mi 20
Minuten
Mouse IgG Abcam (Vector
FoxP3 monoclonal 1:60
236A/ET ab20034 Red
Substrate
Kit)
LSBio 1mg/mi
RIG-I Mouse IgG LS- 1:100 3 Minuten
C344928
. Sigma 0,2mg/ml
SIRT-1 Ril?blgc:gj Aldrich 1:250 | 3 Minuten
poly HPA006295
Tabelle 12: Auflistung verwendeter Primarantikorper fur die Immunhistochemie
4.1.6 Antikorper und Fluorochrome fir die Immunfluoreszenz
_ Spezies : Konzentration | Verdinnung
Antikdrper Isotyp Firma i1 DAKO
Rabbit IgG, Peprotech 1 mg/mi
L22 1:4
cc polyklonal 500-P107 00
Mouse IgG, Sigma Aldrich 0,1 mg/ml _
CD68 (1) monoklonal AMADb90874 1:500
Rabbit IgG, Sigma Aldrich 0,5 mg/ml _
CD68 (2) polyklonal HPA048982 1:1000
Mouse
19G1, Invitrogen 0,5 mg/ml ]
FoxP3 monoklonal, 14-4777-82 1:50
236A/E7
Goat-Anti-
Mouse
Alexa Goat IgG Dianova
Fluor 488 |-\ kional 115-545-062 1,5 mg/ml 1:100
Goat-anti-
mouse
(wie Cy 2)*




Goat-Anti- ,
. Goat IgG, Dianova ]
RADDIL | oykional | 111-165-144 1.5 mg/ml 1500
Cy3*
Rabbit IgG, Abcam 1 mg/ml
PPAR 1
Y | polykional ab59256 500

Tabelle 13: Auflistung verwendeter Antikorper fur die Doppelimmunfluoreszenz

*Sekundarantikorper

4.2 Patientinnenkollektiv

Zunachst wurden 169 Patientinnen, die sich wegen eines auffalligen Pap-
Abstriches im Sinne einer Pap llID, IVa oder IVb zwischen 2002 und 2019
mindestens zweimal in der Dysplasiesprechstunde der Klinik und Poliklinik fur
Gynakologie und Geburtshilfe der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen
vorgestellt hatten, identifiziert. Bei allen Patientinnen wurde mindestens zweimal
eine histologische Sicherung durchgefihrt, die von gynékologischen Pathologen
bezlglich des CIN-Grades beurteilt wurde. Entsprechend der vorliegenden
Histologie wurden die Patientinnen folgenden Gruppen zugeteilt: 37 Patientinnen
mit CIN I, 47 Patientinnen mit CIN Il und histologisch gesicherter Regression, 49
Patientinnen mit CIN Il und gesicherter Progression, 36 Patientinnen mit CIN Il
(Vattai et al., 2021).

Etwaige anamnestische Zusatzdaten wie Alter, Follow-Up-Untersuchungen,
HPV-Status, Vorerkrankungen, Voroperationen, Medikamenteneinnahme oder
zum Zeitpunkt der Biopsie bestehende Schwangerschaft wurden der
Patientenakte entnommen. Das mittlere Follow-Up-Intervall betrug 5 Monate mit
einer Spannweite von 1-27 Monaten. Das mittlere Alter der Patientinnen betrug
31 Jahre mit einer Spannweite von 18-58 Jahren. Als Regression der Dysplasie
wurde eine Dynamik von CIN 1l zu CIN | oder unauffalligem Befund definiert. Als
Progression wurde eine Dynamik von einer CIN 1l zu einer CIN Il oder zu einem
Carcinoma in situ definiert. Alle Patientinnen wurden bei Erstvorstellung in der
Klinik HPV-positiv getestet (Hybrid capture 2, Quiagen) (Vattai et al., 2021).

Nach ausfuhrlicher Aufklarung aller Patientinnen wurde ein schriftliches
Einverstandnis eingeholt. Alle Verfahren entsprachen den ethischen Standards
des institutionellen Forschungsausschusses sowie der Helsinki-Erklarung von

1964 und ihren spateren Anderungen oder vergleichbaren ethischen Standards



(Vattai et al., 2021). Das Studiendesign wurde von der 6rtlichen Ethikkommission
der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen genehmigt (Referenznummer: 167-
14).

4.3 Aufbereitung der Paraffinschnitte

Die routinemalRig entnommenen Gewebeproben der CIN-Patientinnen wurden in
4%igem Formalin fur 24h bei Raumtemperatur fixiert. Es erfolgte die Passage
einer aufsteigenden Alkoholreine zur Dehydrierung des Gewebes mit
anschlieBender Gabe der Schnitte in Xylol sowie in 60°C warmes flussiges
Paraffin. Die hergestellten Gewebeblocke wurden auf einer Kihlplatte abgekuihilt,
um danach mit einem Mikrotom Schnitte einer Dicke von 1um anzufertigen.
Schlief3lich wurden die Schnitte auf Objekttragern aufgezogen und fur 20 Minuten
bei 60°C inkubiert. Die ungefarbten Gewebeschnitte des Patientinnenkollektivs
wurden vom Pathologischen Institut der LMU zur Verfigung gestellt (Vattai et al.,
2021).

4.4 |Immunhistochemie

FoxP3, RIG-1 sowie SIRT-1: Die formalinfixierten und in Paraffin eingebetteten

Gewebeschnitte wurden zunachst fur 30 Minuten in Roticlear entparaffiniert und
mittels einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert. Es folgte eine
Hitzevorbehandlung der Schnitte in der Mikrowelle bei 750 Watt fur 2x15 Minuten
(Target Retrieval Solution (FoxP3); Epitope Retrieval Solution (RIG-I); Target
Retrieval Solution Citrate pH6 (SIRT-1). AnschlieRend wurden die Schnitte in
TRIS-Puffer (pH 7,5) gespult. Die Blockierung der endogenen Peroxidasen
erfolgte fur 10 Minuten in 7,5%igem H202, bevor zwei weitere Waschschritte in
Leitungswasser sowie in TRIS-Puffer folgten. AnschlieRend wurden mittels
Blocking Serum elektrostatische Ladungen, die zu unspezifischen Anfarbungen
fuhren konnten, im Gewebe abgesattigt. Danach wurden die Schnitte fur eine
Stunde bei Raumtemperatur mit dem jeweiligen Primé&rantikorper (siehe Tabelle
12) inkubiert. Es erfolgte erneut ein Waschvorgang in TRIS-Puffer. Folgende
Detektionskits wurden verwendet: MACH 3 Mouse AP Polymer Detection
(FoxP3); ImmPRESS Anti-Mouse IgG Polymer Kit (RIG-I); ImMmPRESS Anti-
Rabbit IgG Polymer Kit (SIRT-1). Anschlie3end folgte die Substratfarbung mit



DAB+ Substrate Chromogen System bzw. Vector Red Substrate Kit (FoxP3). Die
hierfir gultigen Zeitangaben finden sich in Tabelle 12. Die Reaktion wurde durch
die Zugabe von destilliertem Wasser gestoppt. Schlie3lich wurden die Schnitte
10 Sekunden lang mit Haematoxylin Gill's Formula gegengefarbt und fir 5
Minuten in Leitungswasser geblaut. Es erfolgte eine Dehydrierung mittels
aufsteigender Alkoholreihe. Zuletzt wurden die Schnitte mit Aquatex eingedeckt.
Proben von Lymphknotengewebe (FoxP3 und SIRT-1) bzw. von
Pankreaskarzinomgewebe (RIG-I) wurden zur Positiv- und Negativkontrolle
(ohne Primarantikdrper) verwendet (Vattai et al., 2021).

CCL22 und PPARy: Die formalinfixierten und in Paraffin eingebetteten

Gewebeschnitte wurden zunachst fir 20 Minuten in Roticlear entparaffiniert. Es
folgte die Blockierung der endogenen Peroxidasen durch eine 20-mindtige
Inkubation in 3 %igem H202 in Methanol. Die Schnitte wurden nun mittels einer
absteigenden Alkoholreihe (100 %, 75 %, 50 %, destilliertes Wasser) rehydriert,
bevor sie fur 6 Minuten im Schnellkochtopf (Natriumcitratpuffer pH 6: 18ml
Losung A, 82 ml Loésung B) gekocht wurden, um die Antigene zu demaskieren.
Die Schnitte wurden danach in destilliertem Wasser gespult und zweimal in PBS
(pH=7,4) gewaschen. AnschlieBend wurden fir 5 Minuten mittels Reagenz 1
(ZytoChemPlus HRP Polymer System) elektrostatische Ladungen, die zu
unspezifischen Anfarbungen fuhren konnten, im Gewebe abgeséttigt. Danach
wurden die Schnitte fir 16 Stunden bei 4°C mit dem jeweiligen Primarantikdrper
(siehe Tabelle 12) inkubiert. Es erfolgte erneut ein Waschvorgang in PBS;
danach wurden die Schnitte mit einem Post Block (Reagent 2, 20 Minuten), sowie
dem HRP-Polymer (Reagent 3, 30 Minuten) inkubiert, bevor sie erneut in PBS
gewaschen wurden. AnschlieBend folgte die Substratfarbung mit DAB+
Substrate Chromogen System. Die hierfur gultigen Zeitangaben finden sich in
Tabelle 12. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von destilliertem Wasser
gestoppt. SchlieBlich wurden die Schnitte 2 Minuten lang mit Haemalaun
gegengefarbt und flir 5 Minuten in Leitungswasser geblaut. Es erfolgte eine
Dehydrierung mittels aufsteigender Alkoholreihe. Zuletzt wurden die Schnitte mit
RotiMount eingedeckt. Proben von Plazentagewebe (CCL22) bzw.
Vaginalepithel (PPARy) wurden =zur Positiv- und Negativkontrolle (ohne

Primérantikdrper) verwendet (Vattai et al., 2021).



4.5 Doppelimmunfluoreszenz

Mithilfe von Doppelimmunfluoreszenzfarbungen konnen zwei Antigene
gleichzeitig sichtbar gemacht werden, indem mit Fluorochrom-gekoppelte
Sekundarantikdrper spezifisch an zwei verschiedene Primarantikorper
unterschiedlicher Spezies binden. Zur Visualisierung und Charakterisierung der
CCL22-exprimierenden Zellen wurden Doppelimmunfluoreszenzen wie folgt
durchgefuhrt:

Die Schnitte wurden durch eine 20-minitige Inkubation in Roticlear entparaffiniert
und anschlielBend durch eine absteigende Alkoholreihe rehydratisiert, in einem
Natriumcitratpuffer (pH = 6,0, bestehend aus 18ml Lésung A und 82 ml Losung
B) 5 Minuten lang zur Antigendemaskierung gekocht und zweimal in PBS
gewaschen. Eine Blockierungslosung, der Ultra-Vision-Block, wurde fur 5
Minuten  hinzugefigt, um die unspezifischen Bindungsstellen des
Primarantikdrpers zu blockieren. Die Schnitte wurden tUber Nacht (16 h) bei 4 °C
entweder mit

a) CD68 (1.) und CCL22;

b) CD68 (1.) und PPAR; oder

c) CD68 (2.) und FoxP3 inkubiert (siehe Tabelle 13).

Nach einem weiteren Waschschritt in PBS wurden die Sekundarantikérper
(polyklonal Cy-2- und polyklonal Cy-3-konjugierte Antikorper, siehe Tabelle 13)
fur 30 Minuten bei Raumtemperatur hinzugefiigt. Sowohl Primar- als auch
Sekundarantikdrper wurden in DAKO Verdinnungsmedium nach Schema (siehe
Tabelle 13) verdiinnt. Die luftgetrockneten Proben wurden mit Mounting medium
for fluorescence mit DAPI eingedeckt (Vattai et al., 2021).

4.6 Auswertung

Immunhistochemie: Die Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung

wurden zweimal von unabhangigen Beobachtern unter Verwendung eines Leitz-
Mikroskops (Wetzlar, Deutschland; Typ 307-148.001 514686) analysiert. Die
Quantifizierung der Antigenexpression erfolgte anhand des semiquantitativen
immunreaktiven Scores (IRS) von Remmele und Stegner, welcher zwei
Parameter beriicksichtigt: Erstens die Farbintensitat (Staging Intensity = Sl), die

Werte zwischen 0 = keine Farbereaktion, Uber 1 = schwache Farbereaktion und



2 = malige Farbereaktion bis 3 = starke Farbereaktion annehmen kann. Darlber
hinaus berlcksichtigt der IRS den Prozentsatz der Zellen, die das gesuchte
Antigen exprimieren. Der Prozentsatz positiver Zellen kann Werte zwischen 0 =
keine positiven Zellen, 1 = <10 % positive Zellen, Uber 2 = 10-50 % positive Zellen
und 3 = 51-80 % positive Zellen bis 4 = >80 % positive Zellen annehmen. Der
IRS-Score errechnet sich aus dem Produkt der beiden genannten Parameter.
Dies fuhrt zu einer Skala von 0-1 (keine Expression) bis 12 (sehr hohe
Expression) (Remmele und Stegner, 1987). Daruber hinaus wurden bei
entsprechenden Fragestellungen (vgl. Kapitel 5) die Anzahl der Antigen-positiven
Zellen in einer 10x-VergroRerung in drei verschiedenen Gesichtsfeldern pro
Schnitt gezahlt und die Mittelwerte berechnet. Fotos wurden mit der Flexacam

C1-Kamera von Leica aufgenommen (Vattai et al., 2021).

Doppelimmunfluoreszenz: Die Doppelimmunfluoreszenz wurde mit dem

Axioskop-Fluoreszenzphotomikroskop  analysiert. Dies gibt mit einer
Quecksilberlampe Lichtspektren bestimmter Wellenlangen ab, welche die
verschiedenen Fluorochrome jeweils zur Fluoreszenz in ihrer charakteristischen
Farbe anregen.

Pro Schnitt wurden 5 Gesichtsfelder ausgezéahlt (20x Linse, 40x Linse) und
anschlielend die Verhaltnisse zwischen Einfach- und Doppelantigenexpression
berechnet. Fotos wurden mit dem Axiocam-Kamerasystem aufgenommen (Vattai
et al., 2021).

4.7 Statistische Analyse

Die statistische Analyse wurde mit SPSS 26 durchgefuhrt. Unter Verwendung
des nichtparametrischen Kruskal-Wallis-Rang-Summen-Tests und des Mann-
Whitney-U-Tests wurden die Expressionen der immunhistochemisch
analysierten Marker zwischen den verschiedenen Gruppen verglichen. Um die
Korrelation zwischen der CCL22-Expression und der FoxP3-Expression sowie
die Korrelation zwischen FoxP3-positiven Zellen im Epithel und im Stroma zu
analysieren, wurde die Rangkorrelation nach Spearman durchgefihrt. P-Werte <
0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen. Die Grafiken wurden mit SPSS
26 und Microsoft Power Point 2021 entworfen (Vattai et al., 2021).



5 Ergebnisse

5.1 Dysplasiegehalt und Auswertbarkeit der Schnitte

Urspriinglich  wurden 169 Patientinnen rekrutiert und in die Studie
eingeschlossen. Auf den 169 histologischen Praparaten war in 20 Fallen kein
Epithel oder keine Dysplasie vorhanden; der Verlust an auswertbaren Fallen war
gleichmafig auf die verschiedenen Gruppen aufgeteilt. Tabelle 14 fasst die

Anzahl der Studienteilnehmer in den verschiedenen Gruppen zusammen.

Dysplasiegrad N=Urspringlich N=Verlust N=Auswertbare
Schnitte

CIN | 37 8 29

CIN 1l mit 47 1 46

Regression

CIN 1l mit 49 7 42

Progression

CIN Il 26 4 32

169 20 149

Tabelle 14: Ubersicht (iber die Zusammensetzung des untersuchten Patientinnenkollektives.

5.2 FoxP3-positive Zellen (Tregs) (vgl. Vattai et al., 2021)

In zahlreichen Tumorentitaten konnte bereits gezeigt werden, dass eine hohe
Infiltrationsrate FoxP3-positiver Tregs mit einem schlechteren Outcome
assoziiert ist (Fu et al., 2019). In der nachfolgenden immunhistochemischen
Untersuchung sollte die Infiltrationsdichte FoxP3-positiver Zellen in der
zervikalen Dysplasie genauer beschrieben werden. Des Weiteren sollte evaluiert
werden, ob die Anzahl FoxP3-positiver Zellen in CIN Il mit anschlieRender
Progression signifikant héher ist als in den regredienten Fallen. Wenn nicht

anders angegeben, beziehen sich die Zellzahlen auf eine 10x-Vergrof3erung.

5.2.1 FoxP3-positive Zellen in der zervikalen Dysplasie

FoxP3 wurde ausschlie3lich nuklear exprimiert. Positiv angefarbte Zellen waren
hauptsachlich im Dysplasie-umgebenden Stroma lokalisiert. Es war auffallig,
dass die FoxP3-positiven Zellen in unmittelbarer Nahe jener Epithelabschnitte
lokalisiert waren, welche die am weitesten fortgeschrittenen Zellatypien
aufwiesen. Insgesamt wiesen 122 Schnitte eine FoxP3-Expression auf, was
einen Anteil von 83 % der Schnitte ausmacht. 25 Schnitte waren FoxP3-negativ.

Dies entspricht 17 % der Proben. Der errechnete Mittelwert der FoxP3-positiven



Zellen pro Gesichtsfeld belief sich auf 17,04 (Standardabweichung 14,79). Die
Spannweite betrug 0 bis 76 positive Zellen pro Gesichtsfeld. Dartiber hinaus
konnte in der knappen Halfte der Schnitte (44,2 %) eine Infiltration FoxP3-
positiver Zellen im dysplastischen Epithel festgestellt werden. Der Mittelwert der
FoxP3-positiven Zellen pro Gesichtsfeld belief sich hierbei auf 1,82
(Standardabweichung 3,63).

5.2.2 FoxP3-Expression in CIN I-1lI

Die Anzahl FoxP3-positiver Zellen nahm mit héheren Dysplasiegraden zu, wie
Abbildung 6 zeigt. Wahrend bei CIN I-Patientinnen der Mittelwert 6,06 Zellen pro
Gesichtsfeld (Standardabweichung 6,89) betrug, wurden 17,92 Zellen pro
Gesichtsfeld in der CIN Il (Standardabweichung 12,52) und 23,75 Zellen in der
CIN lll (Standardabweichung 19,69) nachgewiesen. Die p-Werte beliefen sich auf
<0,001 fur CIN I vs. CIN Il und 0,227 far CIN Il vs. CIN lll (Mann-Whitney-U-Test).
In Abbildung 7 sind reprasentative Bildaufnahmen der immunhistochemischen

FoxP3-Farbung aller CIN-Grade sowie Positiv- und Negativkontrolle gezeigt.
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Abbildung 6: Anzahl FoxP3-positiver Zellen in den Dysplasiegraden CIN I-IlI.

Dargestellt sind Boxplots zur Anzahl FoxP3-positiver Zellen in den verschiedenen Dysplasiegraden. Die
Auswertung basierte auf immunhistochemisch geféarbten Gewebeschnitten der Zervix (Vgl. Vattai et al.,
2021).
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5.2.3 FoxP3-Expression in Regression und Progression der CIN I

Um Aussagen daruber treffen zu kénnen, ob Unterschiede hinsichtlich der
FoxP3-Expression in Regression und Progression der CIN Il vorliegen, wurde die
Gruppe der CIN lI-Patientinnen in zwei Untergruppen aufgeteilt; Patientinnen mit
histologisch gesicherter Regression und Patientinnen mit histologisch gesicherter
Progression der Dysplasie. Die FoxP3-Expression in den beiden Gruppen stellt
Abbildung 8 in Form von Boxplots dar. Bei Patientinnen mit regredientem
Krankheitsverlauf betrug der Mittelwert 13,9 Zellen pro Gesichtsfeld
(Standardabweichung 8,44), wahrend fur CIN lI-Patientinnen mit progredientem
Krankheitsverlauf ein Mittelwert von 22,21 (Standardabweichung 14,69)
errechnet wurde. Dies ist ein signifikant héherer Wert als in der Gruppe der
regredienten Krankheitsverlaufe (Mann-Whitney-U-Test, p=0,003).
Exemplarische Aufnahmen fir die FoxP3-Farbung in Regression und
Progression der CIN Il sind in Abbildung 9 gezeigt.
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Abbildung 9: Anzahl FoxP3-positiver Zellen in Regression und Progression der CIN II.

Dargestellt sind Boxplots zur Anzahl FoxP3-positiver Zellen in CIN Il mit anschlieRender Regression und in
CIN II mit anschlieBender Progression. Die Auswertung basierte auf immunhistochemisch gefarbten
Gewebeschnitten der Zervix. (Vgl. Vattai et al., 2021).

Abbildung 8: FoxP3-positive, Epithel-infiltrierende Zellen in Regression und Progression der CIN Il
(Beispielaufnahmen)

Dargestellt sind immunhistochemisch gefarbte Gewebeschnitte einer a) CIN Il mit anschlieRender Regression
und b) CIN II mit anschlieRender Progression. FoxP3 rot (Vector Red Substrate), Zellkerne blau (Hamalaun).
Die Pfeile markieren beispielhaft FoxP3-positive Zellen (Vgl. Vattai et al., 2021).

5.2.4 FoxP3-positive Zellen im dysplastischen Epithel

In 44,2 %, d.h. in 65 Fallen, konnte eine Infiltration FoxP3-positiver Zellen im
dysplastischen Epithel festgestellt werden (in 21 % der CIN |, in 49 % der CIN 1l
mit regredientem Verlauf, in 79 % der CIN Il mit progredientem Verlauf und in 73
% der CIN IlI-Schnitte). Die Anzahl dieser eingewanderten Zellen war mit einem
Mittelwert von 1,82 Zellen pro Gesichtsfeld sehr gering. Es war jedoch zu
beobachten, dass es hierbei einen signifikanten Unterschied zwischen der
Regressions- und der Progressionsgruppe gab: Fir erstere wurde ein Mittelwert

40



von 1,51 Zellen pro Gesichtsfeld berechnet (Standardabweichung 2,22); in
letzterer Gruppe fanden sich mehr als doppelt so viele FoxP3-positive Zellen im
Epithel; hier waren es im Mittel 3,38 Zellen pro Gesichtsfeld
(Standardabweichung 4,45). Der Mann-Whitney-U-Test ergab fur den
Unterschied zwischen den Gruppen einen p-Wert von 0,022. Abbildung 10
verdeutlicht die vorliegenden Ergebnisse in Form von Boxplots. Beispielhafte

Aufnahmen sind in Abbildung 9 gezeigt.

Die Spearman-Analyse ergab, dass die Rate der FoxP3-positiven Zellen im
Epithel positiv mit der Gesamtanzahl der FoxP3-positiven Zellen korreliert ist
(Spearman’s Rho 0,675; p<0,01).
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Abbildung 10: Anzahl FoxP3-positiver Zellen im Epithel in Regression und Progression der CIN 1.

Dargestellt sind Boxplots zur Anzahl FoxP3-positiver Zellen im Epithel in CIN Il mit anschlieBender
Regression und CIN Il mit anschlieRender Progression. Die Auswertung basierte auf immunhistochemisch
gefarbten Gewebeschnitten der Zervix (Vgl. Vattai et al., 2021).

5.3 CCL22 (vgl. Vattai et al., 2023)

CCL22 gilt als entscheidendes Chemokin, dass Tregs zur Einwanderung anlockt
(Curiel et al., 2004). In verschiedenen Tumorentitaten wurde bereits gezeigt,
dass eine erhohte CCL22-Expression mit einem schlechteren Outcome
assoziiert ist (Li et al., 2013). Um die Expression von CCL22 in den

verschiedenen CIN-Graden genauer darzustellen, wurde eine



immunhistochemische Analyse durchgefuihrt. Hierbei war zwischen einer
Farbung im dysplastischen Epithel selbst und einzelnen stark CCL22-positiven
Zellen im Stroma zu differenzieren. Wenn nicht anders angegeben, beziehen sich

die ermittelten Zellzahlen auf eine 10x-Vergré3erung.

5.3.1 Epitheliale CCL22-Expression in CIN I-11I

Insgesamt zeigten 134 (88 %) der Schnitte eine CCL22-Expression im
dysplastischen Epithel. 18 Schnitte (12 %) waren CCL22-negativ. Die epitheliale
CCL22-Expression nahm mit Anstieg des Dysplasiegrades zu. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 11 in Form von Boxplots dargestellt. Wéahrend der IRS (vgl.
Kapitel 4.6) fur die CCL22-Expression in CIN | im Mittel 2,69 betrug
(Standardabweichung 2,71), belief sich der IRS in CIN Il auf 6,48
(Standardabweichung 3,79) und in CIN Il auf 6,56 (Standardabweichung 3,43).
Der Mann-Whitney-U-Test zeigte zwischen CIN | und CIN Il einen signifikanten
Unterschied (p<0,001).
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Abbildung 11: Immunreaktiver Score der CCL22-Expression in den Dysplasiegraden CIN I-l11.

Dargestellt sind Boxplots zum Immunreaktiven Score (IRS) CCL22-positiven Epithels in den
verschiedenen Dysplasiegraden. Die Auswertung basierte auf immunhistochemisch geféarbten
Gewebeschnitten der Zervix (Vgl. Vattai et al., 2023).



5.3.2 Epitheliale CCL22-Expression in Regression und Progression der CIN Il
Anschliel3end wurden Unterschiede in der CCL22-Expression zwischen den CIN
[I-Patientinnen mit regredientem Verlauf und jenen mit progredientem Verlauf
analysiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 12 gezeigt. In der Gruppe
regredienter  Krankheitsverlaufe  betrug der IRS im Mittel 5,51
(Standardabweichung  3,53), wahrend er in den progredienten
Krankheitsverlaufen im Durchschnitt 7,59 (Standardabweichung 3,83) betrug.
Der Mann-Whitney-U-Test zeigte hierfur einen signifikanten Unterschied an
(p=0,006).

Zu vermerken ist, dass der mittlere IRS in CIN Il mit Progression mit 7,59 héher
war als der mittlere IRS der CIN IlI-Gruppe, welcher 6,56 betrug.

Abbildung 13 zeigt reprasentative Fotos der epithelialen CCL22-Expression in
allen Gruppen sowie Positiv- und Negativkontrolle.
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Abbildung 12: Immunreaktiver Score der CCL22-Expression in Regression und Progression der CIN Il

Dargestellt sind Boxplots zum Immunreaktiven Score (IRS) CCL22-positiven Epithels in CIN Il mit
anschlieBender Regression und CIN II mit anschlieRender Progression. Die Auswertung basierte auf
immunhistochemisch gefarbten Gewebeschnitten der Zervix (Vgl. Vattai et al., 2023).
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Abbildung 13: CCL22-Expression in CIN I-lll sowie Regression und Progression der CIN I
(Beispielaufnahmen)

Dargestellt sind immunhistochemisch gefarbte Gewebeschnitte einer a) Negativkontrolle (Plazenta), b)
Positivkontrolle (Plazenta), c) CIN 1, d) CIN Il mit anschlieBender Regression, €) CIN Il mit anschlieRender
Progression, f) CIN Ill. CCL22 braun (DAB), Zellkerne blau (Hamalaun) (Vgl. Vattai et al., 2023).

5.3.3 CCL22-positive Zellen in Dysplasie-umgebenden Stroma

In 52 Fallen (34 %) waren im Dysplasie-umgebenden Stroma einzelne stark
CCL22-positive Zellen zu finden. Die Zellen waren rund-oval geformt und wiesen
bei starker VergroRerung ein breites Zytoplasma auf, in welchem sich die CCL22-
Farbung granularer Form zeigte (siehe Abbildung 14).

Abbildung 14: CCL22-positive Zelle im
Dysplasie-umgebenden Stroma.
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5.3.4 CCL22-positive Zellen in Dysplasie-umgebenden Stroma: CIN I-111

Einzelne stark positive CCL22-positive Zellen waren zu finden in

a) 18 % der CIN |
b) 30 % der CIN Il
c) 47 % der CIN Il

Reprasentative Fotos hierfur finden sich in Abbildung 16.

Der Mittelwert der CCL22-positiven Zellen pro Gesichtsfeld in der CIN | betrug
1,46 (Standardabweichung 4,23), in der CIN Il waren es 6,95
(Standardabweichung 14,4) und in der CIN Illl 9,96 Zellen pro Gesichtsfeld
(Standardabweichung 17,25). Der Mann-Whitney-U-Test ergab p-Werte von
0,116 (CIN I vs. CIN II) und 0,061 (CIN Il vs. CIN Ill). Es ist ein Trend zu hoheren
Werten mit Zunahme des Dysplasiegrades zu vermerken (vgl. Abbildung 15).
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Abbildung 15: Anzahl CCL22-positiver Zellen im Dysplasie-umgebenden Stroma CIN I-IlI.

Dargestellt sind Boxplots zur Anzahl CCL22-positiver Zellen in den verschiedenen Dyplasiegraden. Die
Auswertung basierte auf immunhistochemisch gefarbten Gewebeschnitten der Zervix (Vgl. Vattai et al.,
2023).



5.3.5 CCL22-positive Zellen in Dysplasie-umgebenden Stroma: Regression

und Progression der CIN I

26 % der CIN Il mit Regression und 33 % der CIN Il mit Progression zeigten
einzelne stark CCL22-positive Zellen im Dysplasie-umgebenden Stroma. Im
Mittel waren es 13,46 (Standardabweichung 9,09) positive Zellen pro
Gesichtsfeld in den regredienten Fallen und 28,16 (Standardabweichung 21.59)
positive Zellen pro Gesichtsfeld in den progredienten Fallen (vgl. Abbildungen 17
und 18 auf Seite 47). Der Mann-Whitney-U-Test zeigt einen p-Wert von p=0,159
an, wenn alle Falle berticksichtigt wurden. Wurden jene Falle berilicksichtigt, bei
welchen positive Zellen im Stroma vorlagen, zeigen sich deutlich signifikante
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen, was Abbildung 17 verdeutlicht. Der
ermittelte p-Wert betragt 0,019. Exemplarische Aufnahmen fur einzelne stark
CCL22-positive Zellen sind in Abbildung 16 gezeigt.
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Abbildung 16: CCL22-positive, stroma-infiltrierende Zellen in CIN I-1ll sowie Regression und Progression der
CIN II (Beispielaufnahmen)

Dargestellt sind immunhistochemisch gefarbte Gewebeschnitte einer a) CIN I, b) CIN Il mit anschlieRender
Regression, c¢) CIN Il mit anschlieRender Progression, d) CIN Ill. CCL22 braun (DAB), Zellkerne blau
(Hamalaun). Die Pfeile deuten beispielhaft auf CCL22-positive Zellen im dysplasienahen Stroma (Vgl. Vattai
et al., 2023).
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Abbildung 17:Anzahl CCL22-positiver Zellen in Regression und Progression der CIN I - 1

Dargestellt sind Boxplots zur Anzahl CCL22-positiver Zellen in CIN Il mit anschlieRender Regression
und CIN Il mit anschlie3ender Progression. Die Auswertung basierte auf immunhistochemisch gefarbten
Gewebeschnitten der Zervix. In dieser Darstellung wurden all jene Schnitte berticksichtigt, auf denen
einzelne CCL22-positive Zellen im Gewebe vorhanden waren (Vgl. Vattai et al., 2023).
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Abbildung 18: Anzahl CCL22-positiver Zellen in Regression und Progression der CIN Il - 2

Dargestellt sind Boxplots zur Anzahl CCL22-positiver Zellen in CIN Il mit anschlieender Regression
und CIN Il mit anschlieRender Progression. Die Auswertung basierte auf immunhistochemisch gefarbten
Gewebeschnitten der Zervix.



5.4 Korrelation CCL22 und FoxP3

Die Korrelation nach Spearman ergab eine signifikante positive Korrelation von
epithelialer CCL22-Expression und Infiltrationsdichte FoxP3-positiver Zellen
(Spearman’s Rho 0,308; p<0,01) (vgl. Vattai et al., 2023).

5.5 PPARy

Mittels Immunhistochemie sollte untersucht werden, wie sich die PPARy-
Expression in den verschiedenen CIN-Stadien verhalt. Es handelt sich hier um

die PPARy-Expression im dysplastischen Epithel.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 19 gezeigt. Es wird hier deutlich, dass die
Expression von CIN | zu CIN Il zunimmt und von CIN Il zu CIN Il abnimmt. In
CIN | betrug der IRS im Mittel 3,05 (Standardabweichung 2,38), in CIN 1l 4,93
(Standardabweichung 3,37) und in CIN Il 3,94 (Standardabweichung 2,84). Die
Unterschiede stellten sich zwischen CIN I und CIN Il als signifikant dar (p=0,017);
die Expressionsabnahme von CIN Il zu CIN Il war mit p=0,140 nicht signifikant.
Mit p=0,463 lag kein signifikanter Unterschied zwischen den CIN II-Patientinnen
mit Regression und jenen mit Progression vor (mittlerer IRS fur erstere Gruppe:
4,69; Standardabweichung 3,38. CIN Il mit Progression: mittlerer IRS 5,21,
Standardabweichung 3,38). Abbildung 20 zeigt exemplarische Aufnahmen der

PPARYy-Expression in CIN I-Ill sowie Positiv- und Negativkontrolle.
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Abbildung 19: Immunreaktiver Score epithelialer PPARy-Exprimierung in CIN I-Ill sowie Regression und
Progression der CIN I

Dargestellt sind Boxplots zum immunreaktiven Score PPARy-positiven Epithels in CIN I-Ill (A) sowie CIN
Il mit anschlieender Regression und CIN Il mit anschlieBender Progression (B). Die Auswertung basierte

auf immunhistochemisch gefarbten Gewebeschnitten der Zervix.
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.~ . Abbildung 20: PPARy-Expression in CIN I-Ill
(Beispielaufnahmen)

it

Dargestellt sind immunhistochemisch gefarbte
Gewebeschnitte  einer  a) Negativkontrolle
W (Vaginalepithel), b) Positivkontrolle
e i W B asind (Vaginalepithel), c) CIN I, d) CIN I, e) CIN IIl.
e R [ HE £ PPARy braun (DAB), Zellkerne blau (Hamalaun).

5.6 RIG-I

Das Expressionsmuster des Pattern Recognition Receptors RIG-I sollte mittels
immunhistochemischer Analyse in der zervikalen Dysplasie und insbesondere

ihrer Regression und Progression evaluiert werden.

Festzustellen war, dass RIG-I insgesamt eine sehr starke zytosolische
Expression zeigte. Mit Fortschreiten der Dysplasie nahm die RIG-I-Expression zu
(vgl. Abbildung 21). Der mittlere IRS fur CIN | betrug 4,0 (Standardabweichung
2,92), fur CIN Il war es 4,87 (Standardabweichung 2,67) und fir CIN Il 5,18
(Standardabweichung 2,35). Es ergaben sich p-Werte von p=0,084 fiir CIN |
versus CIN Il und p=0,402 fur CIN Il versus CIN lIll. Die Unterschiede zwischen
den Gruppen waren somit nicht signifikant. Auch zwischen Regression und
Progression der CIN Il konnte hinsichtlich der RIG-I-Expression kein signifikanter
Unterschied festgestellt werden. In den regredienten Fallen betrug der Mittelwert
fur den IRS 4,93 (Standardabweichung 2,58), wahrend er sich bei den
progredienten Fallen auf 4,8 belief (Standardabweichung 2,77). Die Ergebnisse



fur den Vergleich zwischen Regression und Progression sind in Abbildung 21
dargestellt. Exemplarische Aufnahmen aller CIN-Grade finden sich in Abbildung

22.
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Abbildung 21: Immunreaktiver Score epithelialer RIG-I-Exprimierung in CIN I-lll sowie Regression und

Progression der CIN Il

Dargestellt sind Boxplots zum immunreaktiven Score RIG-I-positiven Epithels in CIN I-11l (A) sowie CIN Il mit
anschlieBender Regression und CIN Il mit anschlieBender Progression (B). Die Auswertung basierte auf

immunhistochemisch gefarbten Gewebeschnitten der Zervix.
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Abbildung 22: RIG-I-Expression in CIN I-lll

(Beispielaufnahmen)

Dargestellt sind immunhistochemisch gefarbte
Gewebeschnitte  einer a)  Negativkontrolle
(Pankreaskarzinom), b) Positivkontrolle
(Pankreaskarzinom), c) CIN I, d) CIN II, ) CIN 1lI.
RIG-I braun (DAB), Zellkerne blau (Hamalaun).

5.7 SIRT-1

In der folgenden immunhistochemischen Untersuchung sollte die Expression der
Deacetylase SIRT-1 (Zhang & Kraus, 2010) in der zervikalen Dysplasie analysiert
und die verschiedenen Gruppen miteinander verglichen werden.

SIRT-1 wurde im Epithel exprimiert. Insgesamt wiesen 93 % der Schnitte eine
nukledre SIRT-1-Expression auf. Dartiber hinaus zeigten 19 % der Schnitte eine

schwache zytoplasmatische Expression.

Es zeigte sich eine Expressionszunahme mit Ansteigen des Dysplasiegrades. In
der CIN | betrug der mittlere IRS 5,39 (Standardabweichung 3,13), in CIN Il 6,14
(Standardabweichung 3,00) und in CIN 1ll 7,39 (Standardabweichung 3,06). Die
p-Werte beliefen sich auf 0,3 fur CIN | verglichen mit CIN Il und 0,066 fir CIN 1l
verglichen mit CIN 11l und waren somit nicht signifikant. Von CIN Il mit Regression
zu CIN II mit Progression war ebenfalls eine nicht-signifikante Zunahme der
SIRT-1-Expression zu beobachten (p=0,262). Der mittlere IRS in den
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regredienten Fallen betrug 5,70 (Standardabweichung 2,70); in den
progredienten Fallen belief er sich auf 6,63 (Standardabweichung 3,28). Die
Ergebnisse sind in Abbildung 23 in Form von Boxplots dargestellt. Abbildung 24
zeigt exemplarische Aufnahmen der SIRT-1-Expression in den verschiedenen

CIN-Graden sowie Positiv- und Negativkontrolle.
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Abbildung 23: Immunreaktiver Score epithelialer SIRT-1-Exprimierung in CIN I-1ll sowie Regression und
Progression der CIN I

Dargestellt sind Boxplots zum immunreaktiven Score SIRT-1-positiven Epithels in CIN I-1ll (A) sowie CIN
Il mit anschlieRender Regression und CIN Il mit anschlieRender Progression (B). Die Auswertung basierte
auf immunhistochemisch gefarbten Gewebeschnitten der Zervix.
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Abbildung 24: SIRT-1-Expression in CIN I-1ll sowie in Regression und Progression der CIN 11
(Beispielaufnahmen)

Dargestellt sind immunhistochemisch  gefarbte = Gewebeschnitte einer a) Negativkontrolle
(Lymphknotengewebe), b) Positivkontrolle (Lymphknotengewebe), c) CIN I, d) CIN Il mit anschlieBender
Regression, e) CIN Il mit anschlieBender Progression, f) CIN lll. SIRT-1 braun (DAB), Zellkerne blau
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5.8 Doppelimmunfluoreszenz (vgl. Vattai et al., 2023)

In der immunhistochemischen Untersuchung stellten sich die im Dysplasie-
umgebenden Stroma lokalisierten CCL22-positiven Zellen als relativ grol3e (ca.
20 ym), runde bis ovale Zellen mit unauffalligem Kern-Plasma-Verhaltnis dar. Die
Morphologie und die Lokalisation lassen vermuten, dass es sich in diesem Fall
um Makrophagen handeln kodnnte, da diese neben dendritischen Zellen
verantwortlich fur die CCL22-Produktion sind (Yashiro et al., 2019).

Im Folgenden wurden drei verschiedene Doppelimmunfluoreszenzen mit dem
Ziel, die CCL22-sezernierenden Zellen genauer zu charakterisieren,
durchgefuhrt. In der Doppelimmunfluoreszenz koénnen zwei verschiedene
Antigene gleichzeitig sichtbar gemacht werden. Hierbei wird sich die
fluoreszierende Wirkung Fluorochrom-gekoppelter Sekundarantikérper zunutze

gemacht.

5.8.1 CD68 und CCL22

Zunachst sollte verifiziert werden, ob es sich bei den CCL22-positiven Zellen
tatsachlich um Makrophagen handelt. Hierzu wurde eine
Doppelimmunfluoreszenz mit CD68 und CCL22 durchgefuhrt. CD68 ist ein
charakteristisches Oberflachenmolekil von Makrophagen und als allgemeiner
Makrophagenmarker bekannt (Jiang et al., 2016). Der an Anti-CD68 bindende
Sekundarantikdrper war an Cy-2 gekoppelt, welches in der Konfokalmikroskopie
grun fluoresziert. CCL22 wurde durch den an Cy-3 gekoppelten
Sekundarantikdrper detektiert, was eine rote Fluoreszenz zur Folge hat. Zur
besseren Orientierung im Gewebe wurden die Zellkerne mit DAPI (blaue
Fluoreszenz) sichtbar gemacht. Das dysplastische Epithel zeigte in der
Doppelimmunfluoreszenz analog zur Immunhistochemie eine CCL22-
Expression. CD68- sowie CCL22-positive Zellen waren im Dysplasie-

umgebenden Stroma zu finden.

In 78 Gesichtsfeldern (40x-VergréRerung) auf 13 Schnitten konnten insgesamt
433 CD68-positive Zellen sowie 411 CCL22-positive Zellen detektiert werden. 84
% der CDG68-positiven Zellen exprimierten auch CCL22. Zudem konnte
festgestellt werden, dass dieser prozentuale Anteil (CCL22+CD68+ im Verhéltnis
zu allen CD68+ Zellen) in den niedrigeren Dysplasiegraden (CIN | oder CIN Il mit

Regression) niedriger war als in den fortgeschritteneren Dysplasiegraden (CIN 1



mit Progression und CIN Ill). In den fortgeschritteneren Graden waren es im
Schnitt 94 % der CD68-positiven Zellen, welche auch CCL22 exprimierten,
wahrend in den niedrigeren Dysplasiegraden nur 80 % der CD68-positiven Zellen

auch CCL22 exprimierten. 88 % der CCL22-positiven Zellen waren CD68-positiv.

Exemplarische Aufnahmen der Doppelimmunfluoreszenz sind in Abbildung 25
gezeigt. Die Aufnahmen stammen vom Gewebeschnitt einer Patientin mit dem

Dysplasiegrad CIN II.

Zusammenfassend stellten sich die meisten CCL22-positiven Zellen als CD68-
positive Makrophagen dar (88 %). Andersherum betrachtet exprimierten die
meisten CD68-positiven Makrophagen CCL22 (84 %). Tabelle 15 stellt die

absoluten bzw. relativen Zahlen der identifizierten Zellen dar.

CD68+ CCL22+ CD68+CCL22+/ CCI22+ | CCL22+CD68+/ CD68+
433 411 88 % 84 %

Tabelle 15: Ergebnisse der Doppelimmunfluoreszenz CD68/CCL22

Abbildung 25:
Doppelimmunfluoreszenz
CD68/CCL22
(Beispielaufnahme)

Dargestellt sind Aufnahmen
einer

Doppelimmunfluoreszenz mit
anti-CD68 (griin) und anti-
CCL22 (rot). Zellkerne
(Blau/DAPI). Merge (gelb).
Links oben: DAPI und CD68,
rechts oben: DAPI und
CCL22, unten: DAPI, CCL22
und CD68. Der Pfeil deutet
auf eine CD68-positive Zelle;
der Stern markiert eine
CD68- und CCL22-positive
Zelle (Vgl. Vattai et al., 2023).



5.8.2 CD68 und PPARy

PPARY ist als Transkriptionsfaktor bekannt, welcher unpolarisierte Makrophagen
in antiinflammatorische M2-polarisierte Makrophagen differenzieren lasst
(Bouhlel et al., 2007). In der vorliegenden Arbeit sollte Gberpruft werden, ob die
im Dysplasie-umgebenden Stroma lokalisierten Makrophagen eine solche M2-
Polarisation aufweisen. Hierzu wurde CD68 erneut mit einem Cy-2-gekoppelten,
grun fluoreszierenden Sekundarantikdrper detektiert. PPARy wurde mit dem Cy-
3-gekoppelten rot fluoreszierenden Sekundarantikorper sichtbar gemacht. Die
Zellkerne wurden zur besseren Orientierung im Gewebe spezifisch mit DAPI blau

fluoreszierend markiert.

Unter einer 40x-VergroéRerung konnten 181 CD68-positive Zellen auf insgesamt
36 Gesichtsfeldern gezahlt werden. 154 Zellen wiesen eine besonders starke

PPARYy-Expression auf.

Alle nicht weiter spezifizierten Zellen in der dysplasienahen Umgebung zeigten

eine schwache PPARy-Expression.

129 der 181 CD68-positiven Zellen zeigten eine starke PPARy-Expression. Dies
entspricht 71,2 %. 25 Zellen waren PPARYy-, aber nicht CD68-positiv. Tabelle 16

stellt die absoluten bzw. relativen Zahlen der identifizierten Zellen dar.

Exemplarische Aufnahmen der CD68/PPARy-Doppelimmunfluoreszenz sind in
Abbildung 26 gezeigt. Die Fotos stammen von Gewebeschnitten einer Patientin

mit dem Dysplasiegrad CIN II.

CD68+ PPARy+ | CD68+PPARy+ PPARy | PPARy+CD68+/ CD68
181 154 84 % 71 %

Tabelle 16: Ergebnisse der Doppelimmunfluoreszenz CD68/PPARy




Abbildung 26:
Doppelimmunfluoreszenz
CD68/PPARYy
(Beispielaufnahme).

Dargestellt sind Aufnahmen
einer
Doppelimmunfluoreszenz mit
anti-CD68 (griin) und anti-
PPARy  (rot). Zellkerne
(Blau/DAPI). Merge (gelb).
Links oben: DAPI und CDG68,
rechts oben: DAPI und
PPARYy, unten: DAPI, PPARy
und CD68. Der Stern
markiert eine CD68- sowie
PPARYy-positive Zelle (Vgl.
Vattai et al., 2023).

5.8.3 CD68 und FoxP3

In der folgenden Doppelimmunfluoreszenz sollte die Interaktion zwischen

Makrophagen und Tregs genauer analysiert werden.

Eine direkte Kolokalisation beider Zellarten in der Doppelimmunfluoreszenz
konnte Hinweise auf eine parakrine Stimulation liefern. CD68 wurde mittels Cy-
3-gekoppeltem Sekundarantikérper (rote Fluoreszenz) und FoxP3 mittels Cy-2-

gekoppeltem Antikérper (griine Fluoreszenz) detektiert.

Es konnten insgesamt 260 CD68-positive Zellen und 253 FoxP3-positive Zellen
auf 63 Gesichtsfeldern mit einer 20x-Vergrof3erung dargestellt werden. Ein
Ansteigen der Infiltrationsdichte FoxP3-positiver T-Zellen konnte hier analog zur

immunhistochemischen Untersuchung (vgl. Kapitel 5.2.2) beobachtet werden.

In 89 % der Gesichtsfelder waren CD68-positive Zellen und FoxP3-positive
Zellen in denselben Dysplasie-umgebenden Regionen lokalisiert. In 12 % der

Félle war eine direkte Kolokalisation von CD68-positiven und FoxP3-positiven



Zellen feststellbar. Tabelle 17 stellt die absoluten bzw. relativen Zahlen der

identifizierten Zellen dar.

Exemplarische Aufnahmen der CD68/FoxP3-Doppelimmunfluoreszenz sind in
Abbildung 27 gezeigt. Die Fotos stammen von Gewebeschnitten einer Patientin

mit dem Dysplasiegrad CIN II.

CD68+ FoxP3+ Lokalisation in denselben | Kolokalisation
dysplasienahen Regionen
260 253 89 % 12 %

Tabelle 17: Ergebnisse der Doppelimmunfluoreszenz CD68/FoxP3

Abbildung 27: Doppelimmunfluoreszenz CD68/FoxP3 (Beispielaufnahme)

Dargestellt sind Aufnahmen einer Doppelimmunfluoreszenz mit anti-CD68 (rot) und FoxP3 (griin). Zellkerne
(Blau/DAPI). Merge (gelb). Links oben: DAPI und CD68, rechts oben: DAPI und FoxP3, links unten: DAPI,
FoxP3 und CD68, rechts unten: FoxP3 und CD68. Pfeil und Stern deuten auf zwei benachbarte CD68 bzw.
FoxP3-positive Zellen (Vgl. Vattai et al., 2023).



5.9 Zusammenfassung der Ergebnisse

. Die Anzahl FoxP3-positiver Zellen war in den progredienten CIN II-

Fallen im Vergleich zu den regredienten Féllen signifikant erhoht. Dies galt

sowohl fur FoxP3-positive Zellen im Stroma als auch im Epithel. Von CIN

| Gber CIN 1l zu CIN Il stieg die FoxP3-Expression ebenfalls an, der

Unterschied zwischen CIN | und CIN II war signifikant.

. Die epitheliale CCL22-Expression war in der CIN Il Progression

signifikant héher als in der Regression der CIN 1l. Von CIN | tiber CIN Il zu

CIN Il stieg die CCL22-Expression ebenfalls an, der Unterschied

zwischen CIN | und CIN Il war signifikant.

. Die Infiltrationsdichte CCL22-positiver Zellen im Dysplasie-

umgebenden Stroma nahm von CIN | Uber CIN Il zu CIN Il zu. Die

Unterschiede zwischen CIN Il mit Regression und CIN Il mit Progression

waren signifikant, wenn alle Falle, auf denen CCL22-positive Zellen im

Stroma zu finden waren, bertcksichtigt wurden.

. Die Anzahl FoxP3-postiver Zellen korrelierte mit der epithelialen CCL22-

Expression.

. PPARy zeigte von CIN | zu CIN Il eine signifikante Erhohung der

Expression, von CIN Il zu CIN Il eine Reduktion, die nicht signifikant war.

. Die RIG-I-Expression war stark ausgepragt. Sie zeigte von CIN | tiber CIN

Il zu CIN 1l einen Trend zu héheren Expressionsleveln. Die Unterschiede

zwischen den verschiedenen Gruppen waren nicht signifikant.

. Die SIRT-1-Expression zeigte einen Trend zu hoheren Werten mit

Zunahme des Dysplasiegrades. Im Vergleich zu den regredienten Fallen

waren in der CIN Il Progression erhohte SIRT-1-Expressionlevels zu

finden. Die Unterschiede waren nicht signifikant.

. Doppelimmunfluoreszenzen

a. Insgesamt exprimierten 84 % der CD68-positiven Makrophagen
CCL22. In der CIN I und CIN II mit Regression waren es 80 %; in
CIN 1l mit Progression und CIN 1l 95 bzw. 93 % der Makrophagen,
welche CCL22 exprimierten.

b. 8 % der CCL22-positiven Zellen waren CD68-positive
Makrophagen.



. 71,2 % der CD68-positiven Makrophagen waren PPARYy-positiv.

. Die FoxP3-Expression stieg in der Immunfluoreszenz - analog zu
den Ergebnissen der Immunhistochemie - mit fortschreitender
Dysplasie an.

. In 89 % der Falle waren CD68-positive und FoxP3-positive Zellen
in denselben Dysplasie-umgebenden Regionen lokalisiert.

In 12 % der Falle lagen direkte Kolokalisationen beider Zelltypen

vor.



6 Diskussion

6.1 FoxP3-positive T-regs in der CIN

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Anzahl der sich im
dysplastisch  veréanderten Gewebe befindlichen Tregs mit hoheren
Dysplasiegraden zunimmt. Diese Beobachtung steht im Einklang mit
Untersuchungen aus der Literatur (Kojima et al., 2013; Zeng et al., 2013; Teng
Zhang et al., 2017). Dartber hinaus konnten in der vorliegenden Arbeit bei CIN
[I-Patientinnen mit Progression signifikant mehr FoxP3-positive Tregs identifiziert
werden als bei CIN Il-Patientinnen mit regredienten Krankheitsverlaufen. Es
besteht eine positive Korrelation zwischen der Anzahl FoxP3-positiver Zellen im
dysplastischen Epithel und der Gesamtzahl FoxP3-positiver Zellen (Epithel und
dysplasienahes Stroma) (Vattai et al., 2021).

In der Literatur wurde eine Korrelation zwischen Viruslast und Treg-Infiltration
beschrieben, da das Onkoprotein E7 zur Differenzierung der T-Zellen in einen
regulatorischen Phanotyp beitragt (Bashaw et al., 2019; Bonin et al., 2019).
Visser et al. beobachteten bei Patientinnen mit Zervixdysplasie neben einer lokal
gesteigerten Treg-Infiltration zudem eine vermehrte Anzahl von Tregs im
peripheren Blut (Visser et al., 2007). Wie in der Einleitung dargelegt, stellt die
gesteigerte Infiltration FoxP3-positiver Zellen in den meisten Tumorentitaten
einen negativen Pradiktor dar (Vacchelli et al.,, 2016; Yang et al., 2020). In
wenigen Tumorentititen wie dem Mamma-, dem Prostata- sowie dem
kolorektalen Karzinom werden die prognostische Rolle von FoxP3 kontrovers
diskutiert (Deng et al., 2010; Wu et al, 2019; Zuo et al.,, 2007). Als
Tumorsuppressor hemmt FoxP3 die Onkogene ERB2/HER2 und SKP2, welche
im Mammakarzinom haufig iberexprimiert sind (Li et al., 2018; Wang et al., 2010;
Zuo et al., 2007). Dartber hinaus wurde eine Angiogenesehemmung durch
FoxP3 beobachtet (Li et al., 2018). Im hepatozellularen Karzinom wurde FoxP3
ebenfalls als Tumorsupressorgen identifiziert, welches durch Regulation des
TGF-p/Smad2/3-Signalweg agiert (Shi et al., 2017).

In den meisten Studien, welche die protektive Rolle von FoxP3 aufzeigen, wurde
die Expression nicht in Immunzellen wie Tregs, sondern in den Tumorzellen

selbst beobachtet (Douglass et al., 2014). Der heterogene Eindruck von FoxP3



kbnnte zudem durch eine in verschiedenen Studien bertcksichtige
zytoplasmatische  Anreicherung erklart werden. Diese kann durch
posttranslationale Modifikationen / verschiedenartiges Splicing entstehen;
dadurch wird moglicherweise defektes FoxP3 detektiert (Wang et al., 2010).
Zudem konnen verschiedene Subpopulationen FoxP3-positiver Tregs das
Immunsystem unterschiedlich beeinflussen. Es wird eine CD25-negative
Population FoxP3-positiver Tregs beschrieben, welche eine Immunantwort
steigern kann, indem sie teilweise Funktionen von T-Helfer-Zellen annimmt
(Komatsu et al., 2009).

Insgesamt stimmen die meisten Ergebnisse aus der Literatur mit den in dieser
Arbeit vorliegenden Ergebnissen insoweit Uberein, dass die Infiltrationsdichte
FoxP3-positiver Tregs in dysplastischem Gewebe im Vergleich zu gesundem
Gewebe erhoht ist und dass eine gesteigerte Anzahl FoxP3-positiver Tregs mit
einem schlechteren Outcome vergesellschaftet ist (Bailur et al., 2015; Demir et
al., 2013; Generali et al., 2009; Huang et al., 2017; Kobayashi et al., 2007; Maeda
et al., 2014; Peng et al., 2019; Zhang et al., 2016). Nahere Informationen zu den
zugrundeliegenden Mechanismen der Tregs, die zu einer Immunmodulation

zugunsten des Tumorwachstums fiihren, sind in der Einleitung dargestellit.

Das Potenzial von Tregs als Angriffspunkt fir non-invasive Therapien im Rahmen
von Krebserkrankungen erscheint vielversprechend. So hat eine anti-CD25/anti-
CD4 Applikation bereits zu Tumorregression in Mausen gefuhrt (Loddenkemper
et al., 2009; Onizuka et al., 1999; Yu et al., 2005). Seit einigen Jahren wird
intensiv daran geforscht, spezifischere Angriffspunkte fur die therapeutische
Depletion von Tregs zu finden. Beispiele hierfir sind PD-L1, GITR oder CTLA4.
(Jergensen et al., 2019; Jung et al., 2019; Loddenkemper et al., 2009; Ohue und
Nishikawa, 2019; Yano et al., 2019). Die Blockade von IL-33 fihrt ebenfalls zu
einem Ruckgang des Tumorwachstums, wie eine Studie aus dem Jahr 2020 zeigt

(Hatzioannou et al., 2020).

IL-33 kdnnte moglicherweise einen Ansatzpunkt darstellen, an dem die Tregs im
Tumor gezielt in ihrer Funktionalitat modifiziert werden koénnen, da Tregs im
Tumor und der unmittelbaren Tumorumgebung im Unterschied zu Tregs in
anderen Korperregionen einen besonders hohen Gehalt an diesem Botenstoff
aufweisen (Hatzioannou et al., 2020; Vattai et al., 2021). Einen weiteren Ansatz

stellt die TLR8-vermittelte Modifikation des Glukosemetabolismus in Tregs dar,



welche ebenfalls zu einer Funktionsminderung der Tregs fiihren kann (Xu et al.,
2021). Eine Depletion der Tregs kann einerseits die Immunantwort gegen
Tumoren, andererseits auch die Entstehung von Autoimmunerkrankungen
fordern (siehe Kapitel 0). Da, wie die in dieser Arbeit vorliegenden Daten zeigen,
eine erhohte Infiltrationsdichte regulatorischer T-Zellen in der CIN mit der
Progression der Dysplasie assoziiert ist, scheint die Etablierung zielgerichteter
medikamentdser Therapien sinnvoll zu sein. Die Therapie sollte sich moglichst
spezifisch gegen die sich in der Umgebung der Dysplasie befindlichen Tregs
richten, um mdgliche Nebenwirkungen zu reduzieren (Vattai et al., 2021).

Zusammenfassend konnte in diesem Teil der vorliegenden Arbeit gezeigt
werden, dass in den fortgeschritteneren Dysplasiegraden sowie bei Patientinnen
mit einer Progression der CIN 1l eine erhdhte Zahl FoxP3-positiver Tregs vorliegt.
Es ist daher zu vermuten, dass Tregs eine relevante Rolle in der Karzinogenese
des Zervixkarzinoms spielen kénnen (Vattai et al., 2021). Die Daten legen zudem
nahe, dass die Infiltrationsdichte bzw. die Anzahl der Tregs im und um das
dysplastische Gewebe eine prognostische Aussage zur Regression und
Progression der CIN Il zulasst. Somit kénnte zukinftig zwischen Patientinnen mit
voraussichtlich regredientem und Patientinnen mit potentiell progredientem
Krankheitsverlauf differenziert werden, um erstere vor einer Ubertherapie zu
bewahren (Arbyn et al., 2008; Kolben et al., 2019; Kyrgiou et al., 2016).
Schlief3lich unterstreichen die Ergebnisse das Potenzial regulatorischer T-Zellen
als Angriffspunkt fir medikamentdse Therapien der zervikalen Dysplasie und des

Zervixkarzinoms (Vattai et al., 2021).

6.2 Epitheliale CCL22-Expression/CCL22-Expression in
Stroma-infiltrierenden Immunzellen

Die epitheliale CCL22-Expression war in CIN Il mit anschlieRender Progression
signifikant héher als in CIN Il mit regredientem Krankheitsverlauf. Von CIN | Gber
CIN 1l zu CIN 1l stieg die CCL22-Expression ebenfalls an, der Unterschied war
jedoch nur zwischen CIN | und CIN Il signifikant. Auffallig war, dass sich die
epitheliale CCL22-Expression in CIN II mit anschlie3ender Progression sogar
starker darstellte als in der Gruppe der CIN llI-Patientinnen (Vattai et al., 2023).
Diese Beobachtung unterstreicht den HSIL/CIN lll-dhnlichen Charakter der



progredienten CIN Il (vgl. Kapitel 2.1; 6.7). Analog zur CCL22-Expression im
dysplastischen Epithel zeigt die Infiltrationsdichte CCL22-positiver Zellen im
Dysplasie-umgebenden Stroma von CIN | Gber CIN Il zu CIN IIl eine Erhdéhung
mit Fortschreiten der Dysplasie. Die Unterschiede zwischen den drei Gruppen
waren nicht signifikant. Die Unterschiede zwischen Regression und Progression
der CIN Il waren, sofern nur die Félle mit einzelnen infiltrierenden CCL22-
positiven Zellen bertcksichtigt wurden, signifikant. Sowohl die epitheliale CCL22-
Expression als auch die Infiltrationsdichte CCL22-positiver Zellen im Stroma
lassen einen Zusammenhang zwischen CCL22-Expression und Progression der
Dysplasie vermuten (Vattai et al., 2023).

Die in dieser Arbeit vorliegenden Ergebnisse stehen im Einklang mit
Erkenntnissen aus der Literatur: In gynakologischen Tumorentitdten wie dem
Mammakarzinom oder dem Ovarialkarzinom ist eine erhéhte CCL22-Expression
mit einem schlechteren Outcome assoziiert (Curiel et al., 2004; Li et al., 2013;
Qun Wang et al., 2019; Zhao et al., 2017). Zhao et al. beschrieben, dass im
Zervixkarzinom die mRNA-Levels von CCL22 gegeniuber gesundem Gewebe der
Zervix signifikant erhoht sind (Zhao et al., 2017). Wang et al. konnten eine
gesteigerte CCL22-Expression im Zervixkarzinom mittels immunhistochemischer
Analyse bestatigen (Qun Wang et al., 2019). Fur die CIN liegen in Hinblick auf
die CCL22-Expression bislang nur wenige Daten vor. Es wurde lediglich in der
CIN “verwandten” HPV-induzierten vulvaren intraepithelialen Neoplasie (VIN)

eine gesteigerte CCL22-Expression beobachtet (Santegoets et al., 2008).

In der vorliegenden Arbeit wurde die CCL22-Expression in der CIN, d.h. sowohl
in den einzelnen CIN-Graden als auch in Regression und Progression der CIN I,
analysiert. Es wurden sowohl epitheliale CCL22-Expression als auch die CCL22-
Expression Stroma-infiltrierender Zellen untersucht. Dartber hinaus konnte eine
signifikante  Korrelation der epithelialen CCL22-Expression mit der
Infiltrationsdichte FoxP3-positiver Tregs beobachtet werden, was mit
Ergebnissen aus der Literatur tbereinstimmt (Li et al., 2013; Qun Wang et al.,
2019). Die vorliegende Korrelation lasst sich dadurch erklaren, dass CCL22 ber
den Chemokinrezeptor CCR4 Tregs spezifisch in das dysplastische Gewebe
rekrutiert (Curiel, 2008; Li et al., 2013; Scheu et al., 2017; Zhao et al., 2017) (vgl.
Kapitel 0).



6.3 Doppelimmunfluoreszenzen

6.3.1 CD68 und CCL22

Die Anzahl CDG68-positiver Makrophagen im Tumormilieu stellt in vielen
Tumorentitdten wie dem Prostatakarzinom oder dem Mammakarzinom einen
unabhangigen Faktor dar, der eine schlechtere Prognose im Sinne einer
Metastasierung oder reduziertem Gesamtuberleben anzeigt (Hu et al., 2015;
Jeremiasen et al.,, 2020; Yuan et al., 2014). Auch im Zervixkarzinom wurden
signifikant mehr CDG68-positive Makrophagen identifiziert als im gesunden
Vergleichsgewebe (Davidson et al., 1997). In der in dieser Arbeit durchgefiihrten
Doppelimmunfluoreszenz waren 84 % der CD68-positiven Makrophagen auch
CCL22-positiv. Makrophagen konnten also Uber das Treg-rekrutierende
Chemokin CCL22 zur Tumorprogression beitragen. Dass CCL22 aul3er von
dendritischen Zellen hauptséchlich von Makrophagen sezerniert wird, ist bekannt
(Yashiro et al., 2019). Wang et al. bestatigten fur das Zervixkarzinom mittels
Doppelimmunfluoreszenz, dass CCL22 primar von Makrophagen sezerniert wird
(Qun Wang et al., 2019).

In CIN I und CIN Il mit Regression exprimierten in der vorliegenden Arbeit jeweils
80 % der Makrophagen CCL22; in CIN Il mit Progression sowie CIN Ill waren es
sogar 94 % der CD68-positiven Makrophagen, die CCL22 exprimierten. Eine
erhbhte Rate CCL22-positiver Zellen geht somit mit einem erhdhten
Malignitatspotenzial einher (Vattai et al., 2023). In der CIN wurden CD68-positive
Makrophagen bisher wenig untersucht. Chen et al. analysierten die
Infiltrationsdichte CD68-positiver und CD163-positiver Makrophagen. Dabei
stellten sie fest, dass die Anzahl CD163-positiver Makrophagen von leichter Giber
mittelgradiger zu schwerer Dysplasie nicht starker anstieg als die Anzahl CD68-
positiver Makrophagen (Chen et al., 2017). Da CD163 einen Marker fur M2-
Polarisation in Makrophagen darstellt (Hu et al., 2017), ist zu vermuten, dass es
sich bei den in die CIN einwandernden Makrophagen primar um M2-polarisierte
Makrophagen handelt (vgl. Kapitel 6.3.2) (Vattai et al., 2023).

Immunzellen kénnen durch |6sliche Faktoren zur CCL22-Expression stimuliert
werden, beispielsweise durch IL-1a (Wiedemann 2016). Im Zervixkarzinom
wurde gezeigt, dass Karzinomzellen M2-polarisierte Makrophagen zur CCL22-
Produktion anregen (Qun Wang et al., 2019).



Aus der vorliegenden Doppelimmunfluoreszenz liel3 sich nicht nur ableiten,
welcher Anteil der Makrophagen CCL22 exprimierte, sondern auch, wie hoch der
Anteil der Makrophagen an den CCL22-exprimierenden Zellen insgesamt war.
Dabei stellte sich heraus, dass die grof3e Mehrheit (88 %) der CCL22-positiven
Zellen CD68-positive Makrophagen waren. Um welche Zellen es sich bei den
restlichen 12 % CDG68-negativen/CCL22-positiven Zellen handelt, kénnte in
zukUnftigen Studien analysiert werden. Sowohl die immunhistochemischen
Analysen (vgl. Kapitel 5.3.1) als auch die vorliegende Doppelimmunfluoreszenz
zeigten daruiber hinaus eine CCL22-Expression im dysplastischen Epithel. Es ist
daher zu vermuten, dass nicht nur in das Dysplasie-umgebende Stroma
eingewanderte Immunzellen CCL22 exprimieren kodnnen, sondern auch

dysplastisch veranderte Epithelzellen (Vattai et al., 2023).

Es wurde bereits nachgewiesen, dass Zellen invasiver Karzinome CCL22
exprimieren kénnen (Huang et al., 2019; Li et al., 2013). Die in dieser Arbeit
vorliegenden Daten ergédnzen damit insofern die Vorbefunde, dass auch
prakanzerose Lasionen die Fahigkeit der CCL22-Expression besitzen kénnen
(Vattai et al.,, 2023). Losliche Faktoren koénnen die CCL22-Expression in
Tumorzellen induzieren bzw. stimulieren. Die am meisten untersuchten
Stimulanzien in diesem Zusammenhang sind INFy und TNFa, welche
beispielsweise im Mammakarzinom als Induktoren fir eine CCL22-Expression
identifiziert wurden (Faget et al., 2011; Haubner, 2017). Auch andere l6sliche
Faktoren wie IL-18 konnen im Mammakarzinom die CCL22-Expression
induzieren (Faget et al., 2011; Haubner, 2017). Ob dies auch in der zervikalen
Dysplasie der Fall ist, kdnnte in zukunftigen Studien geklart werden.

6.3.2 CD68 und PPARy

Insgesamt war in der vorliegenden Arbeit ein Grof3teil - 71,2 % - der CD68-
positiven Zellen auch PPARYy-positiv. Da PPARy neben seiner Funktion als
Transkriptionsfaktor (Tontonoz und Spiegelman, 2008) fur die Transformation
unpolarisierter Makrophagen in M2-polarisierte Makrophagen sorgt (Bouhlel et
al., 2007; Kolben et al., 2018), ist anzunehmen, dass es sich bei den CCL22-
sezernierenden Zellen vorwiegend um M2-polarisierte Makrophagen handelt
(Vattai et al., 2023).

Im Einklang mit den vorliegenden Ergebnissen identifizierten Wang et al. die



CCL22-exprimierenden Zellen im Zervixkarzinom ebenfalls hauptsachlich als
M2-polarisierte Makrophagen (Qun Wang et al., 2019). Im Mammakarzinom
identifizierten Haubner et al. die CCL22-sezernierenden Zellen als Makrophagen,
welche groftenteils unpolarisiert und zu einem kleineren Teil M2-polarisiert
waren (Haubner, 2017). Wang et al. nutzten den M2-Polarisationsmarker CD163,
wahrend Haubner zusatzlich CD206 als weiteren M2-Marker (Xu et al., 2020)

hinzuzog.

Bezuglich des in dieser Arbeit verwandten M2-Polarisationsmarkers PPARYy ist
zu vermerken, dass nicht nur PPARYy fir die Differenzierung von Makrophagen
sorgt, sondern dass auch diverse andere Molekile wie IL-6 oder PGE-2 zur
Differenzierung M2-polarisierter Makrophagen beitragen (Heusinkveld et al.,
2011; Kim und Bae, 2016). Es ist also vorstellbar, dass PPARy nur bedingt einen
verlasslichen Indikator flr eine M2-Polarisation darstellt. In der vorliegenden
Arbeit wird jedoch deutlich, dass eine PPARy-Expression auf Makrophagen mit
der Expression von CCL22 und damit mit der Rekrutierung negativ prognostisch
agierender Tregs assoziiert ist.

6.3.3 CD68 und FoxP3

In der vorliegenden Arbeit wurde eine weitere Doppelimmunfluoreszenz
durchgefiihrt, um die Interaktion zwischen CD68-positiven Makrophagen und
FoxP3-positiven Tregs zu analysieren. Die Anzahl infiltrierender Tregs stieg
analog zu den Erkenntnissen aus der Immunhistochemie mit fortschreitender
Dysplasie an (vgl. Kapitel 5.2.2). Die Immunfluoreszenz zeigte in 89 % der Falle
eine Lokalisation CD68-positiver und FoxP3-positiver Zellen in denselben
dysplasienahen Regionen. In 12% der Falle lagen unmittelbare Kolokalisationen
vor, d.h die beiden Zelltypen waren direkt benachbart. Sowohl das
Vorhandensein beider Zellarten in denselben dysplasienahen Geweberegionen
als auch die Kolokalisationen stitzen die These, dass Makrophagen Tregs

gewebespezifisch anlocken kdnnen (Vattai et al., 2023).

Ein zugrundeliegender Mechanismus hierfir ist die chemotaktische Bewegung
der Tregs entlang eines Chemokingradienten (Cremonesi et al., 2018),
beispielsweise Uber das von Makrophagen sezernierte CCL22 (vgl. Kapitel 5.8).
Die direkte Kolokalisation stellt zudem einen Hinweis auf parakrine Stimulation
dar (Vattai et al., 2023).



6.4 Epitheliale PPARy-Expression in der CIN

Wie in Kapitel 6.3.2 beschrieben, stellten sich die Makrophagen in der
Dysplasieumgebung tberwiegend als PPARy-positive Zellen dar. PPARy kdnnte
also Uber das von den Makrophagen sezernierte Treg-rekrutierende Chemokin
CCL22 mit einer schlechteren Prognose assoziiert sein. In diesem Kapitel wird

nun auf die PPARy-Expression im dysplastischen Epithel eingegangen.

PPARYy zeigte von CIN | zu CIN Il eine signifikante Erh6hung der Expression; von
CIN Il zu CIN lll wiederum eine nicht-signifikante Verminderung der PPARYy-
Expression. Zwischen CIN Il mit Regression und CIN Il mit Progression zeigten
sich keine Unterschiede. PPARy hat unter anderem antiinflammatorische
Eigenschaften inne, welche zu einer Immunmodulation zugunsten der
Progression der Dysplasie beitragen kdnnten (Griffiths et al., 2017; Narala et al.,
2014). Auch im Blasenkarzinom wurde der negative prognostische Wert erhohter
PPARYy-Expression beschrieben (Cheng et al., 2019).

Es liegen in der Literatur jedoch deutlich mehr Daten vor, welche die
antiproliferative Wirkung von PPARY hervorheben (vgl. Kapitel 2.9). So wurde im
Zervixkarzinom eine herunterregulierte Expression des Rezeptors beschrieben
(Jung et al., 2005). Zudem hatte in einer in vivo-Studie die Gabe von PPARYy-
Agonisten, sogenannten Thiazolidinedionen, ein verlangsamtes Zellwachstum
der Zervixkarzinomzellen zur Folge (Wuertz et al., 2017). In den verschiedenen
CIN-Graden wurde die PPARy-Expression bislang nicht untersucht.

Festzuhalten ist, dass die PPARy-Expression im Karzinomgeschehen und in
prakanzerésen Lasionen differenzierter betrachtet werden sollte. So kann
zwischen der Expression auf myeloiden Zellen und der Expression im Gewebe
unterschieden werden (vgl. Kapitel 6.3.2). Die in dieser Arbeit vorliegenden
Ergebnisse erlauben einen Einblick in die PPARy-Expression in der CIN. Dass
von CIN | tber CIN Il zu CIN Ill keine eindeutige Dynamik der Expression
beobachtet werden konnte, bildet die vielfaltigen Funktionen des PPARYy-
Rezeptors ab (vgl. Kapitel 2.9), und die Rolle von PPARYy sollte in weiteren

Studien genauer analysiert werden.



6.5 RIG-I Expression in der CIN

Die RIG-I-Expression zeigte einen Trend zu verstarkter Expression mit Zunahme
des Dysplasiegrades. Der Expressionsanstieg war von CIN | zu CIN Il deutlicher
ausgepragt als von CIN 1l zu CIN Ill. Zwischen Regression und Progression der
CIN II war kein Unterschied feststellbar. Die RIG-I-Expression war in der
vorliegenden Arbeit insgesamt sehr stark. Im Gegensatz dazu wird in der Literatur
mehrfach eine Beeintrachtigung der RIG-I-Expression bzw. -Funktion durch HPV
und das Onkoprotein E6 beschrieben (Chiang et al., 2018; Reiser et al., 2011).
Andere Studien wiederum zeigen auf, dass die RIG-I-Expression in HPV-
infizierten Zellen nicht oder nur teilweise beeintrachtigt sei (Karim et al., 2011; Lo
et al., 2020).

Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete starke Expression kdnnte folgende
Grunde haben: RIG-1 konnte erst im Carcinoma in situ oder im invasiven
Zervixkarzinom vermindert exprimiert sein, jedoch noch nicht im prékanzertsen
Stadium (Chiang et al., 2018). Eine andere Erklarung besteht darin, dass RIG-I
in der CIN zwar reichlich vorhanden ist, jedoch beispielsweise Mutationen im
MAVS-Gen vorliegen und somit die Funktionsfahigkeit der durch RIG-I

ausgelosten Kaskaden beeintrachtigt ist (Xiao et al., 2019).

Die in dieser Arbeit beobachtete Expressionszunahme mit hdheren
Dysplasiegraden steht im Einklang mit Erkenntnissen aus dem Ovarial- und dem
Mammakarzinom, in welchen eine hohe RIG-I-Expression mit einem
schlechteren Outcome (Wolf et al., 2020) bzw. einem schlechteren
Therapieansprechen  (Boelens et al., 2014) assoziiert ist. Der
Expressionszunahme steht jedoch entgegen, dass die Etablierung eines
antiviralen Milieus durch RIG-I eher zu einer Erniedrigung der Viruslast und

einem Ruckgang der Dysplasie fihren sollte (Dixit und Kagan, 2013).

Die Beobachtung, dass mit Zunahme der RIG-I-Expression kein Rickgang der
Dysplasie feststellbar war, kdnnte erneut fiir eine beeintrachtigte Funktion von
RIG-1 oder seiner Signalkaskaden in der HPV-induzierten Zervixdysplasie
sprechen (Xiao et al., 2019). In einigen Tumorentitdten wie dem Zervixkarzinom
wurden antiproliferative Effekte des RIG-I-Rezeptors beschrieben (Ellermeier et
al., 2013; Ruzicka et al., 2020; Wang et al., 2016; Xu et al., 2018; Zhu et al.,

2017). Bisher existieren wenige Daten zur Rolle von RIG-I in der CIN. Die in



dieser Arbeit vorliegenden Ergebnisse erlauben einen Einblick in die RIG-I-
Expression in den verschiedenen CIN-Stadien sowie in Regression und

Progression der CIN II.

6.6 SIRT-1-Expression in der CIN

Die SIRT-1-Expression zeigte einen Trend zu hoheren Werten mit Zunahme des
Dysplasiegrades. In den progredienten Fallen lag eine hodhere SIRT-1-
Expression vor als in den regredienten Fallen der CIN Il. Die Unterschiede
zwischen den Gruppen waren nicht signifikant. Die in dieser Arbeit vorliegenden
Ergebnisse stehen im Einklang mit Erkenntnissen aus vorherigen Studien,
welche erhdhte SIRT-1-Expressionslevels im Prostata-, Kolon- oder im
Zervixkarzinom beschrieben (Huffman et al., 2007; Stinkel et al., 2007; Velez-
Perez et al., 2017). Auch im Zervixkarzinom und in der CIN wurde eine erhdhte
SIRT-1-Expression festgestellt (Singh et al., 2015; Velez-Perez et al., 2017). Es
wurde eine Hochregulation des Sirtuins durch das Onkoprotein E7 beschrieben
(Allison et al., 2009). In der vorliegenden Arbeit wurden dartber hinaus

Expressionsunterschiede in Regression und Progression der CIN Il analysiert.

In wenigen Tumorentitaten, beispielsweise dem kolorektalen Karzinom, hat
SIRT-1 antiproliferative Eigenschaften (Firestein et al., 2008). Eine differenzierte
Betrachtung des durch SIRT-1 deacetylierten p53 liefert eine mogliche Erklarung
hierfiir: SIRT-1 hindert p53 an der Translokation in den Zellkern, d.h. es blockiert
zunachst die transkriptions-abhangige Apoptose durch p53. Dadurch akkumuliert
p53 im Zytosol, woraus eine gesteigerte Passage dessen in Mitochondrien
resultiert. Die Mitochondrien induzieren daraufhin via Cytochrom C eine
transkriptionsunabhéangige Apoptose. Diese konnte zu den beschriebenen
antiproliferativen Eigenschaften des Sirtuins in einigen Tumorentitaten fuhren (Yi
und Luo, 2010). Die genannten Mechanismen zur Apoptoseeinleitung durch
SIRT-1 sind in Abbildung 28 graphisch dargestellt.

Die Rolle von SIRT-1 in der zervikalen Dysplasie ist bislang unzureichend geklart.
Um die Erkenntnisse im Hinblick auf die Funktion von SIRT-1 in der zervikalen
Dysplasie zu ergénzen, sollte die Wirkung des Sirtuins auf andere Nicht-Histon-
Proteine wie FoxP3 genauer beleuchtet werden.
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Abbildung 28: Transkriptionsunabhangige Apoptose durch SIRT-1 (Quelle: Eigene Darstellung)

Zwar mindert SIRT-1 die transkriptionsabhangige Apoptose, jedoch kann durch vermehrte Akkumulation
von p53 im Zytosol gesteigert transkriptionsUNabhangige Apoptose stattfinden.

6.7 Diagnostische und therapeutische Relevanz der
vorliegenden Ergebnisse

Wie in Kapitel 2.4 beschrieben, stellt die Entscheidung fir oder gegen eine
operative Therapie im Falle einer CIN Il eine Herausforderung dar, da die CIN Il
— im Gegensatz zu CIN | und CIN Il — sowohl konservativ als auch operativ
versorgt werden kann. Je nach Befundpersistenz, HPV-Status und potentiellem
Kinderwunsch wird entweder ein operatives Verfahren angestrebt oder aber auf
eine Konisation verzichtet und in regelmaligen Abstdnden kontrolliert
(Leitlinienprogramm  Onkologie, 2022). Es ist somit erstrebenswert,
prognostische Marker zu identifizieren, welche die Entscheidungsfindung
hinsichtlich der Therapie maRRgeblich erleichtern kénnten (Vattai et al., 2021).
Bislang wird lediglich der Biomarker pl6/Ki-67 angewendet, welcher in
grenzwertigen oder unklaren Fallen wie Pap llp, IlID oder Illip zur weiteren
Diagnostik als Alternative zum HPV-Test hinzugezogen werden kann
(Leitlinienprogramm Onkologie, 2022).

In der vorliegenden Studie wurden signifikante Unterschiede zwischen
Regression und Progression der CIN Il in Bezug auf die Anzahl der sich im
Gewebe befindlichen Tregs beobachtet. Ebenso war dies der Fall bei der
epithelialen CCL22-Expression. Sollten sich diese Ergebnisse in weiteren

Studien erneut bestatigen, konnten die beiden Marker FoxP3 und CCL22 in der



CIN 1l zur Entscheidung fur oder wider eine operative Therapie herangezogen
werden. Zudem lag in der vorliegenden Arbeit haufig ein deutlicherer Unterschied
zwischen CIN I und CIN Il vor, wohingegen der Unterschied zwischen CIN Il und
CIN Il weniger stark ausgepréagt war. Dies war bei FoxP3, CCL22 und RIG-I der
Fall. Die Beobachtung unterstreicht ein ahnliches biologisches Verhalten von CIN
I und CIN Ill, was die Klassifikation der CIN Il als HSIL stitzt (Vattai et al., 2023).
Da aus zahlreichen Studien hervorgeht, dass im Falle einer CIN Il eine nicht zu
vernachlassigende Regressionschance besteht (vgl. Kapitel 2.1), gilt es, genau
jene Patientinnen zu identifizieren, deren Dysplasie sich zu einer hohen

Wahrscheinlichkeit ohne Therapie zuriickbilden wirde.

6.8 Einschrankungen der Studie

Ein Nachteil der in dieser Arbeit durchgefiihrten Studie besteht darin, dass
lediglich Patientinnen der Dysplasiesprechstunde der Ludwig-Maximilians-
Universitdt Munchen und keiner weiteren Dysplasiezentren in die Studie
eingeschlossen wurden. Des Weiteren handelt es sich um eine retrospektive
Studie, in der die Daten, teils semiquantitativ, mittels Immunhistochemie und
Doppelimmunfluoreszenz erhoben wurden. Es ist zudem anzumerken, dass es
sich bei den in der Immunfluoreszenz untersuchten Schnitten um reprasentative
Schnitte, namlich mindestens jeweils 10 % des Kollektivs, handelt (Vattai et al.,
2021).

Ein Vorteil bestand in der vorliegenden Studie in der Groé3e des Kollektivs.
Insbesondere die Gruppen der Regression und Progression der CIN Il waren hier
deutlich umfangreicher als in anderen vergleichbaren Studien: In der
vorliegenden Studie waren es 47 Patientinnen mit einer CIN Il mit anschliel3ender
Regression und 49 Patientinnen mit einer CIN Il mit anschlieRender Progression;
das sind mehr als doppelt so viele Patientinnen wie beispielsweise in der Studie
von Hester et al, 2019 (hier waren es 22 Patientinnen (CIN Il mit Regression)
bzw. 23 Patientinnen (CIN Il mit Progression).



7 Resumee und Ausblick

Bislang gibt es im klinischen Kontext der CIN keine etablierten Biomarker, welche
zur Einschéatzung des weiteren Verlaufs der Dysplasie herangezogen werden.
Das in diesem Zusammenhang prominenteste Beispiel derzeit ist der Biomarker
pl6/Ki-67, der zur Diagnosestellung nach unklarem Pap-Befund dienen kann

(Leitlinienprogramm Onkologie, 2022).

In dieser Arbeit wurden primar zwei Ziele verfolgt: Zunéachst sollten neue
Erkenntnisse Uber potenzielle prognostische Marker erlangt werden, welche in
der Zukunft bei der Therapiewahl, insbesondere im Falle einer CIN II, helfen
sollen. Des Weiteren sollen die hier gewonnenen Erkenntnisse dazu beitragen,
mogliche Angriffspunkte fir medikamentdse Therapien zu identifizieren. Fokus
dieser Arbeit war die Interaktion CD68-positiver Makrophagen iber das
Chemokin CCL22 mit Tregs, welche in der zervikalen Dysplasie bislang
unzureichend untersucht ist. Darliber hinaus wurden die Expressionslevels von

PPARYy, RIG-I sowie SIRT-1 immunhistochemisch evaluiert.

Die vorliegenden Untersuchungen ergaben, dass sowohl FoxP3 als auch CCL22
in der Progression der Dysplasie gegeniber den regredienten Fallen signifikant
erhoht waren. Die Ergebnisse legen nahe, dass die beiden Antigene als
prognostische Biomarker infrage kommen. Die Doppelimmunfluoreszenzen
unterstitzen die Hypothese, dass durch M2-Makrophagen sezerniertes CCL22
die Tregs spezifisch in das Dysplasie-umgebende Stroma rekrutiert (Vattai et al.,
2023).

Die Ergebnisse sollten in weiteren Studien verifiziert werden, um zuktinftig einen
klinischen Nutzen der Marker zu gewinnen und somit Patientinnen vor einer

Ubertherapie bewahren zu kénnen.

Im Zervixkarzinom werden Immuncheckpoint-Inhibitoren als medikamenttse
Therapieansatze bereits klinisch getestet (vgl. Kapitel 0). Die in der CIN erhéhten
Expressionsraten von FoxP3 und CCL22 sprechen fur das Potenzial

medikamentoser Immuntherapien auch in prkanzerésen Lasionen.
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