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1 Einleitung

1.1 Cervicale intraepitheliale Neoplasie (CIN)

1.1.1 Definition und Einteilung

Die cervicale intraepitheliale Neoplasie (CIN) ist eine Vorstufe des malignen
epithelialen Tumors der Cervix, die durch die Stérung der normalen Epithelarchi-
tektur gekennzeichnet ist. Charakteristisch sind atypische, dysplastische Zellen
und Reifungsanomalien, die das regelrecht geschichtete Plattenepithel verdran-
gen (Hoefler, Kreipe & Moch 2019). Im Gegensatz zum Cervixcarcinom durch-
bricht das dysplastische Epithel dabei nicht die Basalmembran. Eine CIN geht

nicht zwingend in ein Cervixcarcinom uber.

Die CIN wird in drei Grade eingeteilt. Man unterscheidet zwischen einer gering-,
mittel- und hochgradigen Dysplasie (CIN I, 11, IIl). Die hochgradige Dysplasie wird
mit einem Carcinoma in situ gleichgesetzt und weist atypische Zellen in allen
Epithelschichten auf. Analog erfolgt diese Einteilung im Bereich der Vulva (VIN I-
[lI) und der Vagina (VAIN I-11l) (Kellner et al. 2019). Die durch die Weltgesund-
heitsorganisation (WHO) erstellte neue einheitliche Klassifikation der Prakanze-
rosen im anogenitalen Bereich unterscheidet zwischen einer low-grade
squamosen intraepithelialen Lasion (LSIL) und einer high-grade squamdsen in-
traepithelialen Lasion (HSIL). Die LSIL ist einer CIN | gleichzusetzten, wahrend
die HSIL einer CIN Il und Il entspricht (Hoefler, Kreipe & Moch 2019). Aufgrund
der besseren Reproduzierbarkeit eines zweistufigen Systems wird mittlerweile

die Terminologie nach der WHO-Klassifikation bevorzugt.

1.1.2 Epidemiologie

Deutschlandweit erkranken jahrlich rund 300000 Frauen an einer CIN (Kellner et
al. 2019). In der gescreenten Bevolkerung liegt die Pravalenz einer LSIL im Quer-
schnitt bei 5-10 %, wahrend die einer HSIL bei 0,5-1 % liegt (WHO 2020).



In 68 % der pramalignen Lasionen kann eine HPV-Infektion nachgewiesen wer-
den (Anderson et al. 2016). Bei jungen Frauen Anfang 20 ist die HPV-Pravalenz
am groften (WHO 2020). Obwohl die Haufigkeit einer HPV-Infektion mit zuneh-

mendem Lebensalter sinkt, steigt das Risiko einer HSIL.

Eine HSIL manifestiert sich Uberwiegend im vierten Lebensjahrzehnt (Kellner et
al. 2019). Dennoch kann eine HSIL auch bei juingeren Frauen im zweiten Lebens-
jahrzehnt vorkommen (WHO 2020)

1.1.3 Diagnostik

Makroskopisch kénnen die Lasionen der CIN mittels Essigsaure unter kolposko-
pischer Betrachtung sichtbar gemacht werden und erscheinen weilllich (WHO
2020). Der Essigsauretest ist allerdings ungenau und sollte daher durch weitere
Untersuchungen erganzt werden. Klassischerweise wird eine CIN durch Zytolo-
gie oder Histologie nachgewiesen (Riede, Werner & Schaefer 2004). Eine Unter-
suchungsmethode zur Friherkennung einer CIN ist der jahrliche Papanicolaou-
(PAP) Zellabstrich. Die PAP-Befunde werden in funf Stufen eingeteilt, wobei bei
einem PAP-Befund ab Stufe drei eine weitere histopathologische Abklarung indi-
ziert ist. Die Diagnostik ist bei Frauen ab der Menopause erschwert. Dies liegt an
der postmenopausalen Retraktion der Transformationszone von der Ekto- in die
Endocervix. In fast 50 % der Abstrichzytologien bleiben Cervixcarcinome unent-
deckt (Hoefler, Kreipe & Moch 2019). Die Abstrichzytologie ist somit als alleinige

Screeningmethode ungenau.

Nach einer EU-Empfehlung aus dem Jahr 2015 sollte daher ein RNA-basiertes
HPV-Screening, durch das die mRNA viraler Onkoproteine wie E6 und E7 nach-
gewiesen werden kann, der Zytologie vorangestellt werden (European Commis-
sion et al. 2015; WHO 2021).

Die Einteilung der CIN erfolgt nach dem Ausmal} der Dysplasie. Tabelle 1 soll
eine Ubersicht tGiber die moglichen Einteilungen der CIN in Korrelation zu den
histologischen Merkmalen geben.



CIN-Klassifi- CIN | CIN I CINTII
kation

PAP-Korrela- PAP 1lID1 PAP 1liD2 PAP IV
tion

WHO-Klassi- LSIL HSIL

fikation HSIL (CIN 11) HSIL (CIN 1)

Histologische

Merkmale

Atypien (=Hyper-
chromasie, gro-
bes Chromatin,
unregelmaiige
Membranen) in
voller Epithel-
breite

Mitosen auf das
untere Epithel-
drittel beschrankt
Koilozyten mit
deutlich erhalte-
nen Differenzie-
rungsmerkmalen
niedriges N:C-

Verhaltnis

Atypien in voller
Epithelbreite
Mitosen bis in
die oberen zwei
Drittel des
Epithels
Koilozyten
oberflachliche
Zellschichtung
noch gut diffe-
renzierbar
erhohtes N:C

Verhaltnis

e Atypien in voller
Epithelbreite
(kein Reifungs-
unterschied in
den Schichten)

e Mitosen in allen
Epithelschichten

o Koilozyten

e erhdhtes N:C
Verhaltnis (v. a.
in den oberen
Epithelschich-
ten)

e Zytoplasma vari-
iert von zart
dicht bis meta-

plastisch

Tabelle 1: Einteilung der CIN mit histologischen Merkmalen

Die Klassifizierung der Lasionen ist auch fur geubte Patholog:innen schwer. Dies

zeigt sich vor allem bei LSILs und bei moderaten HSILs (CIN II). Die Halfe der

Biopsien, die zunachst als LSIL eingestuft werden, stellen sich bei zweiter Beur-

teilung als gutartige entztndliche Plattenepithelien heraus (WHO 2020). Nicht nur

die Differenzierung zwischen reaktiver Entzindung und LSIL ist schwer, sondern

auch diejenige zwischen LSIL und einer moderaten HSIL (CIN II).




Atypien in oberen Epithelschichten sind bei signifikanter Menge an Zytoplasma
dennoch einer LSIL zuzuordnen, was zu haufigen Fehlern in der Routinepatho-
logie fuhrt (WHO 2020).

Eine immunhistochemische Farbung von p16 ist fir die Diagnostik in den beiden
oben genannten Fallen nicht sinnvoll. Zum einen wird bei vielen LSILs p16 nicht
hochreguliert. Zum anderen kommt es bei der Unterscheidung zwischen einer
LSIL und einer moderaten HSIL zu falsch positiven Ergebnissen, wenn die HSIL
p16 exprimiert. Auf den Mechanismus der Expression von p16 wird in Kapitel
1.4.4 eingegangen. Bereits hier kann vorweggenommen werden, dass p16 Cha-
rakteristika eines Tumorsuppressors aufweist, indem es das Fortschreiten des
Zellzyklus von der G1-Phase in die S-Phase verhindert. Direkte HPV-Tests konn-
ten in den Fallen, bei denen p16 keine weiteren Erkenntnisse fur die Diagnostik

bieten kann, eine Schlisselrolle spielen (WHO 2020).

Bei ausgedehnten HSILs, bei denen eine Beteiligung der drusenartigen Krypten
der Endocervix und gegebenenfalls nekrotische oder keratinisierte Areale er-
kennbar sind, muss differentialdiagnostisch ein Cervixcarcinom ausgeschlossen
werden (WHO 2020).

1.1.4 Prognose

Die Progressionswahrscheinlichkeit einer CIN zu einem invasiven Tumor steigt
mit dem Grad der Lasion. Eine LSIL bildet sich in 90 % der Falle zurick (WHO
2020). Eine Progression ist in 10 % der Falle zu erwarten, von denen weniger als
2 % ein Cervixcarcinom entwickeln (Hoefler, Kreipe & Moch 2019; Kellner et al.
2019). Der Versuch, Biomarker fur die prognostische Progressionswahrschein-
lichkeit einer LSIL zu entwickeln, scheiterte bisher (WHO 2020).

Die Progressionsrate einer HSIL in ein Carcinom ist mit 20-70 % somit wesentlich
hoher als die einer LSIL. Aufgrund ihrer hohen und schnelleren Progression wer-
den héhergradige CIN-Lasionen daher als obligate Préakanzerosen gewertet (Ho-
efler, Kreipe & Moch 2019). HSILs persistieren in 35-70 % der Falle und bilden
sich in 20-40 % zuruck (Hoefler, Kreipe & Moch 2019). Die Ruckbildung einer
HSIL ist vom Alter der Patientinnen, dem HPV-Typ und der Grol3e der Lasion
abhangig.



Dabei ist die Regressionswahrscheinlichkeit bei jungeren Patientinnen, einem
LR-HPV-Typ und einer geringen Lasionsgrofie hoher (WHO 2020). Ohne thera-
peutische Intervention liegt die Wahrscheinlichkeit einer Progression einer HSIL
zu einem Carcinom bei 0,5-1 % jahrlich, was auf einen Zeitraum von 30 Jahren
gerechnet 30 % ergibt (WHO 2020).

Ein Therapieansatz bei einer hochgradigen HSIL ist die Konisation, eine kegel-
formige Entfernung von dysplastischem Gewebe der Cervix uteri. Weitere thera-
peutische Methoden sind die Kryotherapie, Laserablation oder die
elektrochirurgische Loop-Exzision. Das Auftreten eines HSIL-Rezidivs ist mit
1 —2 % sehr gering (Hoefler, Kreipe & Moch 2019). Allerdings spielen Faktoren
wie die Grolde der Lasion, die Vollstandigkeit der Exzision und eine HPV-DNA-

Testung eine entscheidende Rolle bei dieser Prognose (WHO 2020).

1.1.5 Atiologie und Pathogenese

Die am haufigsten sexuell Ubertragene Krankheit ist die durch HPV induzierte SIL
(Dunne & Park 2013). In einer SIL muss definitionsgemal} zwar eine HPV-Infek-
tion vorliegen, jedoch ist diese allein nicht hinreichend, um eine SIL auszul6sen
(Hoefler, Kreipe & Moch 2019; WHO 2020). Weitere Faktoren sind chronische,
mechanische oder chemische Reize sowie rezidivierende Entzindungen (Hoef-
ler, Kreipe & Moch 2019). Dartber hinaus sind genetische und immunsuppres-
sive Faktoren wie eine HIV-Infektion, Promiskuitat und Nikotinabusus

pradisponierend (Kellner et al. 2019).

Die Transformationszone der Cervix uteri, in der das Zylinderepithel der Endocer-
vix in das mehrschichtig unverhornte Plattenepithel der Ektocervix Ubergeht, ist
aufgrund einer gesteigerten Epithelproliferation besonders vulnerabel flr dys-
plastische Veranderungen (WHO 2020; Riede, Werner & Schaefer 2004). Diese
Zone stellt einen leichten Zugangsweg fur Viren, insbesondere HPV, dar (Kellner
et al. 2019). Ausgangspunkt der metaplastischen Umwandlung sind die Basalzel-
len des endocervicalen Drusenepithels beziehungsweise des ektocervicalen
Plattenepithels.



Etabliert sich dort eine HPV-Infektion, heilt diese in der Regel innerhalb von zwei
Jahren folgenlos aus (Schiffman et al. 2016). Bei persistierender Infektion entste-
hen dort rund 90 % der SlLs und der daraus resultierenden Carcinome (Hoefler,
Kreipe & Moch 2019).

Eine LSIL resultiert aus einer produktiven HPV-Infektion in reifenden Zellen, wah-
rend eine HSIL durch eine virusinduzierte Proliferation infizierter Zellen im ge-
samten Epithel entsteht (WHO 2020).

Von den Uber 100 bekannten HPV-Typen unterscheidet man zwischen low-risk-
Typen (LR-Typen) und high-risk-Typen (HR-Typen), die nicht alle mit der glei-

chen Wahrscheinlichkeit zu einer SIL fuhren (Kellner et al. 2019).

HSILs und Carcinome sind selten auf eine Infektion mit LR-HPV zurickzuflhren
(WHO 2020). LR-HPV-Typen rufen Uberwiegend exophytisch wachsende LSILs
(sog. Condylomata acuminata) hervor. Alle LSILs, die von HR-HPV Typen aus-
gehen, haben jedoch das Risiko einer Progression in eine HSIL (WHO 2020).

Verantwortlich fur die maligne Transformation ist die Expression der viralen Pro-
teine E6 und E7 der humanen Papillomaviren (Kellner et al. 2019). Auf den ge-
nauen Mechanismus der beiden Proteine wird in Kapitel 1.4.4 eingegangen.
Letztlich fuhrt die Expression beider Proteine zu einer autonomen Proliferation

und dysplastischen Veranderung der infizierten Zellen.

Das Virusgenom ist bei einer HSIL meist in das zellulare Genom integriert und
kann in zellulare Prozesse eingreifen; es kommt zur klonalen Expansion in allen
Epithelschichten (Kellner et al. 2019; WHO 2020). Frauen, bei denen es zu einer
Persistenz der Virus-DNA im Epithel kommt, haben daher ein erhohtes Risiko,

eine HSIL und ein invasives Carcinom zu entwickeln.



1.2 Adenocarcinoma in situ (AlS)

1.2.1 Definition und Einteilung

Das AIS ist eine Prakanzerose des Adenocarcinoms. Es hat seinen Ursprung im
endocervicalen Drusenepithel. Eine Einteilung des AlS erfolgt im Gegensatz zu
den Lasionen der CIN lediglich in HPV-assoziierte und nicht-HPV-assoziierte AIS
(Hoehn et al. 2021).

1.2.2 Epidemiologie

Die hochste Pravalenz des AlS liegt in der vierten Lebensdekade und ist in den
meisten Fallen mit einer Infektion mit HR-HPV-Typen assoziiert (Cerny & Karlin
2023; Teoh et al. 2020). Im Jahr 2016 wurden der Kassenarztlichen Bundesver-
einigung 637 Frauen mit AIS gemeldet (AWMF 2021).

Prakanzerosen der Cervix uteri betreffen haufiger das Plattenepithel als das Dru-
senepithel. In 50% der Falle wird bei einem AIS gleichzeitig eine plattenepitheli-

ale Prakanzerose diagnostiziert (Hoefler, Kreipe & Moch 2019; Teoh et al. 2020).

1.2.3 Atiologie und Pathogenese

Ursachlich fur ein Adenocarcinoma in situ ist in 80 % der Falle eine Infektion mit
HR-HPV-Typen, die eine glandulare Dysplasie hervorrufen (Cerny & Karlin 2023;
Kellner et al. 2019; Stolnicu & McCluggage 2020).

1.2.4 Diagnostik

Die Diagnosestellung eines AlS ist aufgrund der endocervicalen Lage und einem
klinisch asymptomatischen Bild erschwert (Cerny & Karlin 2023). In der Abstrich-
zytologie sind atypische glandulare Zellen schwieriger identifizierbar als atypi-
sches Epithel einer SIL (Cerny & Karlin 2023).

Mikroskopisch zeigt sich in der Hamatoxylin-Eosin-Farbung dysplastisches Zylin-
derepithel ohne invasives Wachstum. Die Zellen sind vor allem durch eine sau-
lenférmige Architektur mit sich Uberlappenden Zellkernen gekennzeichnet (Kuhn
et al. 2018).



1.2.5 Prognose

Die Therapie richtet sich nach dem Alter der Patientinnen. Sowohl die Konisation
als auch die Hysterektomie sind probate Therapieansatze, wobei vor allem bei
jungeren Patientinnen mit Kinderwunsch eine Konisation praferiert wird. Die Re-
zidivwahrscheinlichkeit eines AlS nach einer Konisation ist gering (Cerny & Karlin
2023). Sind nach pathologischer Untersuchung die Resektionsrander nach wie

vor dysplastisch, muss eine Hysterektomie durchgefuhrt werden.

1.3 Cervixcarcinome

1.3.1 Definition und Einteilung

Carcinome der Cervix uteri werden grofRtenteils in Plattenepithelcarcinome
(PLECA) und Adenocarcinome (AC) aufgeteilt. Plattenepithelcarcinome nehmen
einen Anteil von 70-80 % aller Cervixcarcinome, Adenocarcinome einen Anteil
von circa 10-15 % ein (Beckmann et al. 2021; Hoefler, Kreipe & Moch 2019;
Riede, Werner & Schaefer 2004). Plattenepithelcarcinome sind maligne Tumo-
ren, die von dem Epithel der Haut oder Schleimhaute ausgehen. Adenocarci-
nome sind ebenfalls maligne Tumoren, die jedoch von Drisengewebe
abstammen (Mullangi & Lekkala 2024). Neben Plattenepithel- und Adenocarci-
nomen gibt es eine kleine Gruppe selten vorkommender kleinzelliger neuroendo-
kriner Carcinome, die die restlichen 10-20 % der Cervixcarcinome bilden (Riede,
Werner & Schaefer 2004). Das Microcarcinom ist eine Sonderform der Carci-
nome. Es ist durch eine maximale Stromainvasion von 5 mm unabhangig von der
horizontalen Ausbreitung gekennzeichnet (Hoefler, Kreipe & Moch 2019). Die
kleinzelligen neuroendokrinen Carcinome und das Microcarcinom werden hier
zur Vollstandigkeit erwahnt, werden aber aufgrund ihrer geringen Pravalenz in
dieser Arbeit nicht weiter gesondert aufgefuhrt. In diesem Kapitel werden zu-
nachst die Cervixcarcinome im Allgemeinen beschrieben. Die Unterschiede zwi-
schen Plattenepithelcarcinomen und Adenocarcinomen werden anschlielend

getrennt betrachtet.



Die verschiedenen Tumortypen erhielten von der WHO unterschiedliche ICD-
Codes. Zur Kategorisierung der Carcinome hinsichtlich ihrer Ausdehnung kann
die Fédération Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique (FIGO)-Einteilung,
die nur die pratherapeutischen klinischen Befunde berucksichtigt, herangezogen
werden (Buehling, Lepenies & Witt 2008). Die Ausdehnung eines Carcinoms
kann ebenfalls gemal} der Union Internationale Contre le Cancer (UICC) mittels
der pTNM-Klassifikation in Stadien eingeteilt werden. Sie schlief3t pathohistologi-
sche Befunde nach Exzision ein, wobei , T“ die lokale Tumorausbreitung, ,N“ den
Lymphknotenbefall und ,M“ die Metastasierung beschreibt (Buehling, Lepenies
& Witt 2008). Das Grading beschreibt den Malignitatsgrad eines Tumors und ist

von seiner Differenzierung abhangig.

Die Einteilung erfolgt in vier Graden von G1 (=hoch differenziert) bis G4 (=keine
Differenzierung). Der Malignitatsgrad steigt mit abfallender Differenzierung und

verschlechtert die Prognose (Kellner et al. 2019).



Tabelle 2 gibt eine Ubersicht (iber die pTNM-Einteilung der Cervixcarcinome.

Kategorie Kriterien

pTis Carcinoma in situ = CIN IlI

pT1 Carcinom ist auf die Cervix begrenzt

pT1a Diagnose nur durch Mikroskope

pT1a1 Stromainvasion <3 mm tief, horizontale Ausdehnung <7mm

pT1a2 Stromainvasion >3-5 mm tief, horizontale Ausdehnung <7mm

pT1b Makroinvasiver Tumor, der auf die Cervix beschrankt ist oder
mikroinvasiver Tumor >T1a2

pT1b1 Klinisch sichtbar, Tumor <4 mm in seinem gréf3ten Durchmesser

pT1b2 Klinisch sichtbar, Tumor >4 cm in seinem grof3ten Durchmesser

pT2 Ausbreitung Uber den Uterus hinaus, aber weder zur Becken-
wand noch zum unteren Vaginaldrittel

pT2a Tumorausdehnung in die Scheide, Parametrium frei

pT2a1 Klinisch sichtbar, Tumor <4 mm in seinem gréf3ten Durchmesser

pT2a2 Klinisch sichtbar, Tumor >4 cm in seinem grof3ten Durchmesser

pT2b Parametrium befallen, kein Beckenwandbefall

pT3 Ausbreitung bis zum unteren Vaginaldrittel oder bis zur Becken-
wand, ggf. Hydronephrose

pT3a Unteres Vaginaldrittel befallen, kein Beckenwandbefall

pT3b Beckenwand befallen und / oder Hydronephrose, stumme Niere

pT4 Befall der Harnblasen-/Rektumschleimhaut; Ausdehnung Uber
das kleine Becken hinaus

pN1 Regionale Lymphknoten befallen

pM1 Fernmetastasen

Tabelle 2: pTNM-Klassifikation des Cervixcarcinoms 2020 (Tabelle nach : Horn et al. 2022 ; Kellner et al.

2019)
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1.3.1.1 Plattenepithelcarcinom (PLECA)

Das Plattenepithelcarcinom der Cervix uteri nimmt mit circa 80 % den gréften
prozentualen Anteil der Cervixcarcinome ein (Beckmann et al. 2021). Es geht
aus dem mehrschichtig unverhornten Plattenepithel der Ektocervix hervor und
ist in 95 % der Falle mit einer HPV-Infektion assoziiert (Arafah et al. 2021, WHO
2020). Per definitionem findet sich eine Stromainvasion; ein exophytisches
Wachstum ist moglich (WHO 2020).

1.3.1.2 Adenocarcinom (AC)

Histologisch hat das Adenocarcinom seinen Ursprung im Drisengewebe der En-
docervix (Mullangi & Lekkala 2024). Es werden HPV-assoziierte von HPV-unab-
hangigen Adenocarcinomen (AC) unterschieden (WHO 2020). HPV-bedingte
Adenocarcinome sind wesentlich haufiger als HPV-unabhangige ACs (Kerwin et
al. 2023). Die aktuelle Einteilung richtet sich nach der ,International Endocervical
Adenocarcinoma Classification“ (IECC). Zu den HPV-unabhangigen ACs zahlen
das gastrische, das klarzellige, das mesonephrische, das endometrioide und das
unklassifizierte Adenocarcinom (Horn et al. 2022, Kerwin et al. 2023). Die mit
einer HPV-Infektion assoziierten ACs lassen sich in den sogenannten usual-type
und den muzindsen Typ mit seinen Subtypen unterteilen. Zum usual-type geho-
ren das AC mit villoglandularem oder mikropapillarem Wachstum und der endo-
metrioide Typ (Horn et al. 2022). Zum muzinésen Typ zahlen der intestinale, der
siegelringzellige, der i-SMILE (invasive stratified mucin-producing intraepithelial

lesion) und der nicht klassifizierte Typ (Horn et al. 2022).

1.3.2 Epidemiologie
Gebarmutterhalskrebs hatte 2018 eine weltweite Inzidenz von 569847 (WHO
2020). Im Jahr 2018 betrug die Anzahl der Todesfalle 311365 (WHO 2020). So-

mit ist das Cervixcarcinom der vierthaufigste Tumor bei Frauen (WHO 2020).

Die Pravalenz ist insbesondere in Landern mit niedrigem Einkommen und gerin-
geren Bildungsstandards hoch. Dies ist auf das schlechtere Angebot von Scree-
nings und fehlende HPV-Impfprogramme zurtckzufihren (WHO 2020).

Demgegenuber sinkt die Pravalenz in den Industrielandern.
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Dort konnte die Pravalenz von Cervixcarcinomen in den vergangenen 40 Jah-
ren um die Halfte reduziert werden (Hoefler, Kreipe & Moch 2019). Vorreiter
sind die skandinavischen Lander, Osterreich, die Schweiz und das Vereinigte

Konigreich.

Cervixcarcinome sind somit durch bessere PraventionsmalRnahmen groliten-
teils vermeidbar sind (WHO 2020). In Gber 90 % der Cervixkarzinome kdnnen
HPV-Viren nachgewiesen werden (Walboomers et al. 1999). In lediglich 1 %
der Plattenepithelcarcinome und in weniger als 10% der Adenocarcinome
konnte kein HPV nachgewiesen werden (Hoefler, Kreipe & Moch 2019). Dies
verdeutlicht einen Zusammenhang zwischen einer HPV-Infektion und der Ent-
stehung des Karzinoms (Walboomers et al. 1999). Daraus ergibt sich, dass
HPV-Tests als erganzende MalRnahme bei Vorsorgeuntersuchungen und bei ei-

ner SIL sinnvoll sind (Walboomers et al. 1999).

1.3.2.1 Plattenepithelcarcinom

Die Inzidenz der neu registrierten Falle von Plattenepithelcarcinomen der Cervix
betrug bei Frauen weltweit circa 500000 im Jahr 2018 (WHO 2020). In Deutsch-
land liegt die Inzidenz bei 7000 Frauen (Kellner et al. 2019). Klinisch manifestie-
ren sich die Carcinome zwischen der vierten und fiinften Lebensdekade (Kellner
et al. 2019). Damit ist das PLECA der Cervix uteri der haufigste Genitalkrebs bei
Frauen unter 50 Jahren (Riede, Werner & Schaefer 2004).

1.3.2.2 Adenocarcinom

Das Adenocarcinom der Cervix nimmt mit circa 10 % einen wesentlich geringe-
ren Anteil der Cervixcarcinome ein. Im Durchschnitt liegt das Erkrankungsalter
bei 55 Jahren (Kellner et al. 2019; Cerny & Karlin 2023). Verglichen zum PLECA
etabliert sich das Adenocarcinom folglich etwas spater. Im Gegensatz zu den
plattenepithelialen Tumoren steigt die Inzidenz der Adenocarcinome (Gadducci,
Guerrieri & Cosio 2019).
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1.3.3 Atiologie und Pathogenese

Cervixcarcinome gehen in der Regel aus einer HSIL hervor. Eine Infektion mit
HPV ist essenziell fur die Progression einer HSIL in ein Cervixcarcinom (Hoefler,
Kreipe & Moch 2019). Die HR-HPV-Typen 16 und 18 sind in 70 % aller Cervixcar-
cinome die Ursache fur die Progression (Wild, Weiderpass & Stewart 2020; WHO
2020). Begunstigende Faktoren sind ahnlich der CIN hohe Promiskuitat, Niko-
tinabusus und die Einnahme oraler Kontrazeptiva (Buehling, Lepenies & Witt
2008).

1.3.3.1 Plattenepithelcarcinom

In 87,3 % der Plattenepithelcarcinome der Cervix kbnnen HPV nachgewiesen
werden (Clifford et al. 2003). Der Progression einer HSIL in ein PLECA liegt eine
transformierende Infektion zugrunde. Die Transformation wird dabei durch die
Onkoproteine E6 und E7 hervorgerufen. Die Proteine rufen epigenetische und
genetische Veranderungen hervor, die in einer Zeitspanne von bis zu 30 Jahren

die Progression vorantreiben.

Das Wachstumsverhalten von PLECAs erfolgt aggressiv-infiltrativ (Kellner et al.
2019). Wahrend eine hamatogene Metastasierung spat erfolgt und daher klinisch
vernachlassigbar ist, erfolgt die lymphogene Invasion in die paracervicalen, hy-
pogastrischen und paraaortalen Lymphknoten frih (Kellner et al. 2019; Riede,
Werner & Schaefer 2004).

1.3.3.2 Adenocarcinom

Die Vorlauferlasion des Adenocarcinoms ist das in Kapitel 1.2 beschriebene AIS
(Kellner et al.2019). Das AC wachst wie das PLECA invasiv und auf den gleichen
Ausbreitungswegen (Kellner et al. 2019). Humane Papillomaviren sind auch bei
endocervicalen Adenocarcinomen der haufigste Grund fur die maligne
Transformation (Stolnicu et al. 2018; Kellner et al. 2019). HPV werden in 76,4 %

der Adenocarcinome der Cervix nachgewiesen (Clifford et al. 2003).

Ein geringer Anteil von 15 % der ACs ist unabhangig von einer HPV-Infektion
(Cerny & Karlin 2023). Im fortgeschrittenen Stadium sind klinisch Blutungsstérun-

gen und ein grofle Carcinomausdehnung charakteristisch (Cerny & Karlin 2023).
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Durch die langjahrige Einnahme gestagenhaltiger Kontrazeptiva wird das en-
docervicale Drisenepithel fir HPV leichter zuganglich (Riede, Werner & Schae-
fer 2004). Die Einnahme stellt jedoch einen eher untergeordneten Risikofaktor
dar (Winer et al. 2003).

1.3.4 Diagnostik

Je nach GrofRRe der Tumoren sind diese asymptomatisch oder symptomatisch. Da
das Fruhstadium eines Cervixcarcinoms asymptomatisch verlauft, sollten — wie
fur die CIN — im Rahmen gynakologischer Untersuchungen jahrlich Friherken-
nungsmaflnahmen vorgenommen werden. Die Pravalenz ist zwischen dem 40.
und 50. Lebensjahr am groten (WHO 2021). Deshalb empfahl die WHO ein
Screening ab dem 30. Lebensjahr (WHO 2021). Bei bereits gréReren Tumoren
kommt es haufig zu vaginalen Blutungen, vermehrtem Ausfluss und Schmerzen
(WHO 2020). Durchbricht der Tumor in seinem Wachstumsprozess das Para-
metrium, kann dies zu weiteren Komplikationen fihren. Unter anderem zahlen
dazu eine Obstruktion der Harnleiter mit daraus resultierender Uramie, Hamatu-

rie, Tenesmus und vesikovaginale oder rektovaginale Fisteln (WHO 2020).

Makroskopisch kann zunachst eine visuelle Inspektion mittels Essigsauretest un-
ter kolposkopischer Betrachtung durchgefihrt werden. Der PAP-Test ist eben-
falls eine gangige Screeningmethode. Die unzulangliche Genauigkeit erfordert
jedoch weitere histologische Untersuchungen. Allen voran ist die klassische Ha-
matoxylin-Eosin-Farbung zu nennen, die eine Carcinomdiagnose weitestgehend
sicher ermoglicht und in der pathologischen Routine am weitesten verbreitet ist.
Durch die geschilderte enge Verknlpfung der Cervixcarcinome mit HPV ist es
maoglich, mit Hilfe immunhistochemischer Darstellung einer p16-Expression die

Carcinomherkunft von der Cervix zu sichern.

Die in-situ-Hybridisierung und immunhistochemische Farbungen mit Antikdrpern,
die spezifische Onkoproteine humaner Papillomaviren detektieren, sind Metho-
den, die bisher nur in der Forschung ihre Anwendung finden, jedoch in der Zu-
kunft als Untersuchungsmethode denkbar sind (WHO 2021).
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1.3.4.1 Plattenepithelcarcinom

Makroskopisch sind PLECAs typischerweise unscharf begrenzte und zur Ober-
flache hin erosive, unverhornte Tumoren (Kellner et al. 2019). In fortgeschrittenen
Tumorstadien weisen sie exophytische oder endophytische Wachstumsmuster
auf. Haufig sind zudem fokal nekrotische Bereiche (WHO 2020).

Mikroskopisch zeigen die Plattenepithelcarcinome ein infiltratives ballenartiges
Wachstum. Zwischen den Tumorballen findet sich entweder Bindegewebe, das
durch den Tumor induziert von Fibroblasten gebildet wird, oder ein entzundliches
Stroma. Mitosefiguren mit nuklearen Pleomorphismen sind ebenso diagnostische
Merkmale (WHO 2020).

Eine differenziertere histologische Einteilung erfolgt nach unterschiedlichen
Wachstumsmustern. Dazu gehort das nicht-keratinisierende, das keratinisie-
rende, das basaloide, das papillare, das kondylomatdse und das lymphoepithe-
liom-ahnliche Muster (WHO 2020). Eine Kombination aus nicht-
keratinisierendem und basaloidem Wachstum wird am haufigsten bei HPV-indu-
zierten PLECAs beobachtet (WHO 2020). Kennzeichnend fir diesen Wachs-
tumstyp sind die typischen Wachstumsmuster aus polygonalen
Plattenepithelzellen und unreifen basalen Plattenepithelzellen mit einem hohen
N:C-Verhaltnis. Charakteristisch sind unregelmafige Kernkonturen mit grobem
Chromatin. Darlber hinaus sind interzellulare Bricken oder die Verhornung ein-
zelner Zellen erkennbar (WHO 2020).

Da die meisten PLECAs durch HR-HPV induziert sind und diese HPV-Infektionen
mit einer sowohl nukleéren als auch zytoplasmatischen Uberexpression von p16
in Verbindung gebracht werden, kann in der Diagnostik p16 als Surrogatmarker
fur HPV Verwendung finden (WHO 2020).
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1.3.4.2 Adenocarcinom

ACs wachsen exo- oder endophytisch (Cerny & Karlin 2023). Die verschiedenen
Subtypen weisen unterschiedliche mikroskopische Merkmale auf. Die Heteroge-
nitat der morphologischen Wuchsmuster erschwert die histologische Diagnostik
(Kuhn et al. 2018). Fir ein mit einer HPV-Infektion assoziiertes Adenocarcinom
sind luminale Mitosefiguren und nekrotische Bereiche charakteristisch (Stolnicu
et al. 2018). Eine starke p16-Farbung spricht ebenfalls fur eine Assoziation mit
humanen Papillomaviren (Park 2020). Eine negative p16-Farbung spricht fur ein
HPV-unabhangiges Carcinom (Hodgson et al. 2019; Park 2020).

Die Tabellen 3 und 4 geben eine kurze Ubersicht tiber die histologischen Merk-

male der verschiedenen Typen.

HPV-assoziierte Adenocarcinome

,=Usual Type*“ e grofRe saulenférmige Zellen

e wenig Muzin

¢ viele apoptotische Zellkdrper

¢ luminale mitotische Figuren, die bei geringer Vergrolie-

rung sichtbar sind

Villoglandularer | e exophytische und destruktive Stromainvasion

Typ e lange schlanke Zotten

Mikropapillarer e papillare Auslaufer

Typ e lymphatische Invasion

Muzindser NOS | e viel endocervicales Muzin
Typ

Muzindser intes- | o viele Becherzellen, die an Driisen im Gl-Trakt erinnern

tinaler Typ

i-SMILE-Typ ¢ Nester aus schleimigen Zellen, die sich durch die ge-

samte Tumorbreite ziehen

Tabelle 3: HPV-assoziierte Adenocarcinome (Park 2020)
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HPV-unabhangige Adenocarcinome

Gastrischer Typ | e diffuse, tiefe Invasion der Cervixwand mit Driisen von
verschiedenen Formen und GrolRen
e schaumiges Zytoplasma, pyknotische Zellkerne, keine

Mitosen oder apoptotische Bereiche

Klarzelliger Typ | e klares Zytoplasma

o tubulozystisches Muster

Mesonephrischer | o drisige, papillare und solide Invasion in die Cervixwand

Typ e einheitliche Zellkerne mit offenem Chromatin

Endometrioider | e tief liegender Tumor ohne Schleimhautbeteiligung

Typ e saulenférmige Zellen mit offenem Chromatin

e eosinophiles Zytoplasma mit vielen Lymphozyten

Tabelle 4: HPV-unabhéngige Adenocarcinome (Park 2020)

1.3.5 Prognose

Die Prognose ist abhangig vom Tumorstadium. Lymphknotenmetastasen und die
Beteiligung der Parametrien und der Nachbarstrukturen sind hierfir ausschlag-
gebend. Fasst man die Plattenepithelcarcinome und Adenocarcinome der Cervix
uteri zusammen, betragt die 5-Jahres-Uberlebensrate im Stadium | der UICC-
Einteilung 90 bis 95 % (Hoefler, Kreipe & Moch 2019). Im Stadium 11l sinkt sie auf
30 % (Hoefler, Kreipe & Moch 2019).

1.3.5.1 Plattenepithelcarcinom

Die Prognose eines PLECAs der Cervix ist abhangig von dessen Ausbreitungs-
stadium (Kellner et al. 2019). Die genaueste Beurteilung ist Uber das FIGO-Sta-
dium und die Lymphknotenbeteiligung moglich (WHO 2020). Die
unterschiedlichen histologischen Muster sowie der HPV-Typ spielen bei dem be-
reits etablierten PLECA eine untergeordnete Rolle (WHO 2020).

Die 5-Jahres-Uberlebensrate, mit welcher die Prognose angegeben werden
kann, betragt ohne vorliegende Metastasierung in Nachbarorgane bei Diagnose-
stellung 60 % (Kellner et al. 2019). Ist das PLECA bereits in Nachbarorgane in-
filtriert, sinkt die 5-Jahres-Uberlebensrate auf 10 % (Kellner et al. 2019).
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1.3.5.2 Adenocarcinom

Das Ausbreitungsstadium eines ACs ist wie auch bei den Plattenepithelcarcino-
men relevant fiir dessen Prognose (Kellner et al. 2019). Die 5-Jahres-Uberle-
bensrate des ACs im UICC-Stadium | betragt ahnlich zum PLECA der Cervix 50
bis 65 % (Cerny & Karlin 2023; Hoefler, Kreipe & Moch 2019). Die Prognose bei
nicht HPV-assoziierten Adenocarcinomen ist ungunstiger als bei HPV-assoziier-

ten Adenocarcinomen (Hoehn et al. 2021).

Im Jahr 2021 wurde das sogenannte Silva-System zur prognostischen Evaluation
von HPV-assoziierten Adenocarcinomen eingefuhrt. Die auf histologischen Merk-
malen basierende dreistufige Einteilung gibt Auskunft Uber das Risiko von
Lymphknotenmetastasen und Rezidiven und erlaubt somit eine bessere Ein-

schatzung des Krankheitsverlaufs (Alvarado-Cabrero et al. 2021).

1.4 Humane Papillomaviren

1.4.1 Einteilung der HPV-Typen

Humane Papillomaviren sind unbehillte, zirkulare doppelstrangige DNA-Viren,
die von einem Kapsid umgeben sind (Hoefler, Kreipe & Moch 2019). Die Grole
des Genoms variiert zwischen 5.000 bis 8.000 Basenpaaren (Van Doorslaer et
al. 2018). Das Papillomavirusgenom wird in drei Regionen aufgeteilt: die Long-
Control-Region (LCR), die frGhe E- und die spate L-Region (Yu, Majerciak &
Zheng 2022). Papillomaviren besitzen einen einzigen Replikationsursprung (Ori),
derin der LCR liegt und fir die virale Replikation verantwortlich ist (Yu, Majerciak
& Zheng 2022). Das Genom kodiert auf seinen friihen Regionen flr die Proteine
E1, E2, E4, E5, E6 und E7, die fur die Transkription und Replikation der viralen
DNA verantwortlich sind und die zellulare HomoOostase beeinflussen (Van
Doorslaer et al. 2018). Die Kapsidproteine L1 und L2 werden auf den spaten Re-
gionen des Genoms kodiert (Sotlar 2008). Die LCR kodiert selbst fir keine viralen
Proteine, enthalt jedoch Bindungsstellen fur die Proteine E1 und E2 sowie flr
Transkriptionsfaktoren fur die Initierung der Transkription (Yu, Majerciak &
Zheng 2022).
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Um die Vielzahl der humanen Papillomaviren zu beschreiben, werden diese in
verschiedene Gattungen und Typen eingeteilt. Man unterscheidet zwischen Al-
pha-, Beta-, Gamma-, Mu- und Nu-HPV. Die Alpha-Gattung umfasst die HPV-
Typen, die vorwiegend Schleimhaute und Epithelien der Genitalien infizieren,
wahrend die anderen Genera asymptomatische Infektionen von Epithelien her-
vorrufen (Mattoscio et al. 2021). Die Einteilung der Alpha-HPV-Typen erfolgt an-
hand ihres onkogenen Potenzials in LR-Typen und HR-Typen (Robert Koch
Institut 2018). Zu den HR-HPV werden die Typen 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59 und 66 gezahlt (WHO 2020). Als wahrscheinlich risikobehaftete
Typen (intermediare Typen) gelten die Genotypen 26, 53, 67, 68, 73 und 82
(WHO 2020). HPV-Typen mit einem niedrigen onkogenen Risiko sind die Typen
6, 11,42, 43, 44, 54,61, 70, 71, 72, 74, 81 und 83 (Wild, Weiderpass & Stewart
2020). LR-HPV-Typen kennzeichnen sich klinisch durch benigne Epithelprolife-
rationen zum Beispiel im Sinne von Papillomen und entarten in der Regel selbst
unbehandelt nicht (Muenger et al. 2004). Die viralen Onkoproteine E6 und E7 der
HR-HPV-Typen sind ausschlaggebend fur die maligne Transformation (Egawa et
al. 2015).

1.4.2 Epidemiologie

Eine Infektion mit humanen Papillomaviren ist aktuell die weltweit am haufigsten
sexuell Ubertragene Krankheit (Serrano et al. 2018). Die Pravalenz ist bei jungen
Frauen mit hdufig wechselnden Sexualpartnern am grofdten (Schiffman 1992). In
den drei Jahren nach dem ersten Sexualkontakt zeigte sich eine Inzidenz von
45 % (Woodman et al. 2001). Die unterschiedlichen HPV-Genotypen, verschie-
dene regionale Bedingungen, die Studienpopulation und der anatomische Lokus
der Lasion sind der Grund fur abweichende Zahlen der Inzidenz und Pravalenz
der Infektionen (Kombe Kombe et al. 2021).

HP-Viren verursachen neben Condylomen (Condylomata acuminata) und Papil-
lomen, Prakanzerosen bis hin zu Carcinomen der Anogenitalregion (Hoefler,
Kreipe & Moch 2019; Serrano et al. 2018). In den meisten Fallen ist eine HPV-

Infektion nach zwei Jahren ausgeheilt (Schiffman et al. 2016).
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Es wurde jedoch beobachtet, dass mit zunehmender Dauer der Virusinfektion die
Wahrscheinlichkeit einer spontanen Heilung sinkt (Plummer et al. 2007). Zudem
ist die Wahrscheinlichkeit einer persistierenden Infektion bei einer gleichzeitigen
Infektion mit mehreren HPV-Typen erhoht (Ho et al. 1998).

Bei einer Infektion mit einem HR-HPV-Typ besteht ein 30-fach hoéheres Risiko
einer Entartung hin zu einer HSIL und ein 200-fach hoheres Risiko einer Entar-
tung hin zu einem Cervixcarcinom (Hoefler, Kreipe & Moch 2019). Obwohl Cer-
vixcarcinome nicht zwingend mit einer HPV-Infektion assoziiert sind, wurde in
90 % der Cervixcarcinome HPV nachgewiesen (Kombe Kombe et al. 2021). Da-
bei sind die HPV-Typen 16 und 18 weltweit in 70 % der Falle fur die Pathogenese

von Cervixcarcinomen verantwortlich (Wild, Weiderpass & Stewart 2020).

Weitere Risikofaktoren sind immunologische Faktoren wie eine Koinfektion mit
HIV. Bei infizierten Frauen steigt die Wahrscheinlichkeit der Viruspersistenz mit
fortschreitender Immunsuppression (Pérez-Gonzalez et al. 2022). Daruber hin-
aus wirken sich Mangelernahrung und Rauchen ebenso negativ auf die Virus-

persistenz aus.

1.4.3 Kausale Pathogenese der HPV-Infektion

HP-Viren werden meist Uber kleine Mikrotraumata des Epithels wahrend des Ge-
schlechtsverkehrs Ubertragen. Epitheliale Kampfzonen, wie an der Cervix uteri
zwischen Zylinder- und Plattenepithel, sind aufgrund ihrer hohen proliferativen
Aktivitat Pradilektionsstellen fur HPV-Infektionen. Weitere Zugangswege sind
beispielsweise Haarfollikel, die einen leichten Zugang zur Basalzellschicht bieten
(Doorbar 2007). Infektionen sind nicht nur im Anogenitalbereich, sondern ebenso
Uber orogenitale Sexualpraktiken in den Mund- und Rachenraum mdglich (Robert
Koch Institut 2018). Ein weiterer Ubertragungsweg kann in seltenen Fallen eine
Schmierinfektion ohne penetrativen sexuellen Kontakt sein (Winer et al. 2003).
Die Inkubationszeit einer HPV-Infektion betragt zwei Wochen bis zu acht Mona-
ten (Robert Koch Institut 2018).
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Es wird zwischen einer produktiven und einer nichtproduktiven HPV-Infektion un-
terschieden. Die nichtproduktive HPV-Infektion ist durch das Vorhandensein vi-
raler DNA in Abwesenheit einer differenzierungsabhangigen Virionenproduktion
definiert (Stubenrauch & Laimins 1999). Bei der nichtproduktiven Infektion ver-
bleibt die HPV-DNA episomal mit einer geringen Kopienzahl in den Basalzellen
des Epithels (Sotlar 2008). Dartber hinaus treten keine morphologischen Epithel-
veranderungen auf (Sotlar 2008). Nichtproduktive Infektionen stellen den Grof3-
teil der HPV-Infektionen dar (Sotlar 2008).

Der Grund fiir den Ubergang einer nichtproduktiven in eine produktive Infektion
ist noch nicht abschlieRend geklart. Es wird eine T-Zell-vermittelte Immunschwa-
che vermutet (Sotlar 2008). Bei einer produktiven HPV-Infektion ist die Virusrep-
likation gesteigert und die HPV-DNA Uber die gesamte Epithelbreite nachweisbar
(Sotlar 2008). In diesem Stadium kénnen HPV-typische morphologische Epithel-
veranderungen, wie Epithelhyperplasien, Koilozyten und cervicale intraepitheli-
ale Neoplasien beobachtet werden (Sotlar 2008). Der Schweregrad einer
Dysplasie hangt von der Verteilung der viralen Genprodukte im Epithel und von
der Fahigkeit des Virus ab, den Produktionszyklus vollstandig abzuschlieRen (Mi-
ddleton et al. 2003). Die Vollendung des viralen Lebenszyklus wird bei der pro-
duktiven Infektion durch die Expression der Kapsidproteine L1 und L2 und eine

gesteigerte Expression des E4-Virusproteins moglich (Sotlar 2008).

Die Replikation ist vom Differenzierungsgrad der Wirtszelle abhangig (Mc Bride
2008; Stubenrauch & Laimins 1999). Die initiale Infektion findet ausschliel3lich in
der undifferenzierten, proliferierenden basalen Epithelschicht statt, wahrend die
Virusproduktion ausschliel3lich auf die superfizielle Epithelschicht beschrankt ist
(Pyeon et al. 2009; Sotlar 2008; Wentzensen 2011). Die Voraussetzung fur eine
persistierende HPV-Infektion ist die Infektion der Basalzellen des Epithels (Stu-
benrauch & Laimins 1999; Vinther & Norild 2003; Wentzensen 2011). Nach der
Infektion und Teilung einer Basalzelle, verbleibt eine Tochterzelle in der Ba-
salzellschicht und bildet ein Reservoir fur virale DNA (Stubenrauch & Laimmins
1999).
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Die andere Tochterzelle beginnt sich zu differenzieren und wandert Richtung
Epitheloberflache (Laimins 1996). Die Viren verbleiben wahrend der Differenzie-

rung in den infizierten Zellen (Wentzensen 2011).

Produktiv infizierte Zellen exprimieren die viralen Genprodukte auf inrem Weg hin
zur Epitheloberflache in einer spezifischen Reihenfolge (Doorbar 2007). Dies ist
notwendig, um infektiose Virionen an der Oberflache des Epithels freisetzen zu
konnen (Doorbar 2007). Eine infizierte Wirtszelle exprimiert in den unteren
Epithelschichten vor allem die friihen Virusproteine E1, E2, E6 und E7 (Stuben-
rauch & Laimins 1999; Vande Pol & Klingelhutz 2013). Die Replikationsproteine
E1 und E2 sind nur fur die vorribergehende Replikation von HPV-Genomen no6-
tig, wahrend fur die Aufrechterhaltung einer HPV-Infektion die Onkoproteine E6
und E7 erforderlich sind (Stubenrauch & Laimins 1999). In HPV-16-infizierten La-
sionen, die aktiv Viren produzieren, erfolgt die Expression der Onkoproteine E6
und E7 gleichmallig im gesamten infizierten Epithel, wahrend die Expression der
Kapsidproteine L1 und L2 sowie des E4-Proteins in den suprabasal gelegenen

Zellen deutlich zunimmt (Laimins 1996).

Die Genprodukte L1, L2 und E4 werden - wie bereits beschrieben - vor allem in
den oberen Epithelschichten exprimiert (Przybylski et al. 2023). Die viralen Ge-
nome werden durch die Kapsidproteine L1 und L2 verpackt (Buck, Day & Trus
2013; Doorbar 2007; Van Doorslaer 2018). Das Virusprotein E4 unterstitzt die
Freisetzung der Virionen von der Epitheloberflache, indem es das zellulare Zyto-
skelett zerstort (Doorbar 2007; Yu, Majerciak & Zheng 2022). Mit der Freisetzung
der Virionen ist der virale Replikationszyklus abgeschlossen (Van Doorslaer
2018).
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1.4.4 Mechanismen der malignen Transformation

Humane Papillomaviren gehoren zu den Tumorviren. Das bedeutet, dass sie
nicht nur die Zellen als Wirt nutzen, sondern zusatzlich virale Onkoproteine pro-
duzieren. Zu diesen Onkoproteinen gehoren die bereits genannten Proteine EG
und E7, die direkt in den Zellzyklus eingreifen und zur Zelltransformation und
Tumorgenese beitragen (Basukala & Banks 2021; Schiffman et al. 2016). Durch
alternatives Splei3en produzieren HR-HPV-Typen RNA-Transkripte, um E6 und
E7 zu exprimieren (Yu, Majerciak & Zheng 2022). Es wurde nachgewiesen, dass
Zellen, die durch integrierte HPV-Sequenzen E6 und E7 produzieren, einen er-

heblichen Wachstumsvorteil haben (Muenger et al. 2004).

Die Aktivitat der Onkoproteine E6 und E7 bestimmt die Kanzerogenitat der unter-
schiedlichen HPV-Typen (Schiffman et al. 2016).

1.4.4.1 Onkoprotein E6

Die variablen Genregionen des Onkoproteins E6 unterscheiden sich bei den ver-
schiedenen HPV-Typen und entscheiden Uber die Potenz eines HPV-Typs hin-
sichtlich seiner malignen Transformation. Es wird zwischen LR- und HR-HPV-E6
unterschieden (Basukala & Banks 2021). Die daraus resultierenden Unter-

schiede zwischen LR- und HR-HPV-E6 werden im Weiteren erlautert.

Die wichtigste Rolle aller E6-Proteine ist die Interaktion mit dem Protein p53 (No-
miné et al. 2006). In gesunden Zellen fungiert p53 als Tumorsuppressor, der bei
DNA-Schaden durch die Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM) -Kinase phospho-
ryliert und dadurch aktiviert wird. Wird eine genomisch entartete Zelle erkannt,
wird p53 kurzfristig durch das TP53-Gen hochreguliert und leitet einen Zellzyk-
lusarrest ein (Blum & Mueller-Wieland 2018; Hoefler, Kreipe & Moch 2019).
Dadurch kénnen DNA-Schaden repariert werden oder es kann gegebenenfalls
der programmierte Zelltod Uber das Bax-Gen eingeleitet werden (Blum & Mueller-
Wieland 2018; Hoefler, Kreipe & Moch 2019).

Das Eingreifen des Proteins E6 in diesen physiologischen Ablauf funktioniert wie
folgt: HR-HPV-EG bildet einen Komplex mit der Ubiquitinligase E6AP (Harden &
Munger 2017). Dieser Komplex bindet spezifisch an das Tumorsuppressorprotein
p53 (Scheffner et al. 1993).
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Durch die Bindung von E6AP mit p53 kommt es zu einem Ubiquitin-abhangigen
proteolytischen Abbau von p53 (Scheffner et al. 1993). Dies hat zur Folge, dass
die Zellen weder DNA-Reparaturmechanismen aktivieren noch Apoptose einlei-
ten konnen (Hoefler, Kreipe & Moch 2019). Vom Virus befallene Zellen konnen
ungehindert proliferieren und es kommt zu zunehmender genomischer Instabilitat
(Riede, Werner & Schaefer 2004; Silbernagel & Lang 2020).

LR-HPV-EG6 Proteine binden im Gegensatz zu HR-HPV-E6 mit einer geringeren
Affinitat an E6AP (Doorbar 2007). Dadurch haben LR-HPV-E6 Proteine ein ge-

ringeres onkogenes Potenzial.

Ein weiterer Mechanismus, der zur genomischen Instabilitat fuhrt, ist die Aktivie-
rung der katalytischen Untereinheit der Telomerase-Reverse-Transkriptase
(hTERT) mittels HR-HPV-E6 (Doorbar 2007; Moody & Laimins 2010). Dadurch
werden die Telomerenden durch Hexamere verlangert. Dies hemmt den physio-
logischen Abbau der Telomere und das Einleiten der Apoptose wird verhindert
(Klingelhutz, Foster & McDougall 1996).

Sowohl bei HR-HPV-EG6 als auch LR-HPV-EG6 finden sich an den C-Termini der
Proteine spezifische PDZ-Sequenzen, durch die eine Interaktion mit Proteinen
erfolgen kann und die die zellulare Polaritat kontrollieren (Vats et al. 2021). Die
meisten E6-Typen kdnnen das Protein disc large homolog 1 (DLG1) binden (Vats
et al. 2021). DLG1 wird an Zell-Zell-Kontakten exprimiert und kann das Zell-
wachstum bremsen (Massimi et al. 2003). Die Bindung von DLG1 fordert die on-
kogene Aktivitat, indem sie die Zellwachstumsbremse hemmt und somit zu einer

autonomen Proliferation flihrt (Thomas et al. 2016).

Auffallig ist der Unterschied zwischen LR- und HR-HPV-E6. HR-HPV-Typen ha-
ben eine deutlich héhere Flexibilitat der E6-PDZ-Bindungsdomane (Thomas et
al. 2016). Dies erklart das erhdhte kanzerogene Potenzial von HR-E6 (Thomas
et al. 2016).
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1.4.4.2 Onkoprotein E7

Die wichtigste Interaktion im kanzerogenen Prozess von E7 ist die Interaktion mit
dem Retinoblastomprotein (pRB). Das pRB, das zu den Tumorsuppressoren
zahlt, beeinflusst den Zellzyklus und ist in seinem dephosphorylierten Zustand
aktiv (Buchkovich, Duffy & Harlow 1989). In gesunden Zellen bindet pRB an den
nuklearen Transkriptionsfaktor E2F und inaktiviert diesen dadurch (Silbernagel &
Lang 2020). E2F transkribiert spezifische Gene, die fiir den Ubergang von der
G1-in die S-Phase erforderlich sind (Blum & Mueller-Wieland 2018; Riede, Wer-
ner & Schaefer 2004). Durch die Hemmung der Aktivitat von E2F verweilen die
Zellen in der G1-Phase; pRB fungiert somit als wachstumshemmender Faktor
(Silbernagel & Lang 2020). Die Phosphorylierung und damit die Inaktivierung des
pRB erfolgt Uber einen Komplex aus Cyclin E und der Cyclin-abhangigen Kinase
(CDK) 2, sowie Cyclin D, das an CDK4 und 6 gebunden ist (Silbernagel & Lang
2020). Wird das Rb-Protein durch Cyclin-abhangige Kinasen phosphoryliert, wird

es inaktiviert, bindet nicht mehr E2F und der Zellzyklusarrest ist aufgehoben.

Das Onkoprotein E7 interagiert mit dem pRB auf zwei Arten: Zum einen flhrt die
Bindung zwischen E7 und dem pRB zur Ubiquitin-abhangigen Proteolyse des
Retinoblastomproteins (Blum & Mueller-Wieland 2018; Boyer, Wazer & Band
1996). Zum anderen phosphoryliert E7 das Rb-Protein. Durch beide Mechanis-
men wird die Bindung des Retinoblastomproteins an den Transkriptionsfaktor
E2F gestort (Stiasny et al. 2016).

Uber die Wechselwirkung der Cyclin-abhangigen Kinasen mit dem Re-
tinoblastomprotein ist auch das Protein p16 in die zellularen Prozesse involviert
(Lukas et al. 1995). Physiologisch inhibiert p16 als Folge zellularer Stresssignale
den CyclinD-CDK4/6-Komplex, um die Phosphorylierung des pRB zu verhindern

und so den Zellzyklus zu arretieren (Lukas et al. 1995).

In virusbefallenen Zellen mit E7-Expression wird das pRB jedoch weiterhin durch
E7 phosphoryliert und abgebaut (Blum & Mueller-Wieland 2018; Boyer, Wazer &
Band 1996). Es kommt zu einer Anhaufung von p16 in der infizierten Zelle. Die
erhdhte p16-Konzentration kann mithilfe von Antikérpern als Surrogatmarker fir
E7 nachgewiesen werden (Doorbar 2007).
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Auch im Fall der E7-Proteine ist der Unterschied zwischen HR-HPV-E7 und LR-
HPV-E7 hervorzuheben. Die Bindung der E7-Proteine mit dem pRB erfolgt Uber
ein LXCXE-Bindungsmotiv (Muenger et al. 1989). Die Affinitat eines LR-HPV-E7-
Proteins zu dem Rb-Protein ist wesentlich schwacher und erklart somit das ge-
ringere onkogene Potenzial eines LR-HPV-Typen im Vergleich einem HR-HPV-
Typen (Barbosa et al. 1991; Gage, Meyers & Wettstein 1990).

LR-HPV-E7 und HR-HPV-E7 kdnnen daruber hinaus den Zellzyklus Uber die
Cyclin-abhangigen Kinasen 2 und 6 beeinflussen. CDK 2 und CDK 6 sind Uber
das pRB maBgeblich am Ubergang der G1- in die S-Phase beteiligt. CDK 2 und
CDK 6 werden direkt von dem Protein p21 inhibiert, dessen Expression auf den
Stimulationsreiz von p53 erfolgt (Silbernagel & Lang 2020). P21 fungiert somit
als wachstumshemmender Faktor (Silbernagel & Lang 2020). HR-E7 bindet mit
einer hohen Affinitat an p21, LR-E7 mit einer niedrigeren. Durch die Bindung von
E7 an p21 kann dieses nicht mehr die Cyclin-abhangigen Kinasen binden. Als
Resultat treiben die CDKs den Zellzyklus voran und sorgen fur eine ungehinderte
Proliferation (Funk et al. 1997). Zudem kdénnen E7-Proteine direkt an Cyc-
linA/CDK2 und Cyclin E/CDK2 Komplexe binden und den gleichen Effekt hervor-
rufen (Nguyen & Muenger 2008).

1.5 Nachweismethoden fiur HPV

Bereits etablierte immunhistochemisch zuverlassig nachweisbare Marker zur Be-
stimmung und Einteilung von Dysplasien sind p16 und MIB-1. Durch die sehr
sensitive Farbung der Uberexprimierten Proteine p16 und Ki-67 erlauben sie
Ruckschlisse Uber die Zellproliferation und die damit verbundene Regulierung
des Zellzyklus (Petry et al. 2011).

Weitere molekulare Marker konnen Antikdrper gegen HPV sein, die aktuell nurin
der Forschung angewendet werden. Wie bereits im vorherigen Kapitel geschil-
dert, ist eine HPV-Infektion zwar nicht zwingend ursachlich fir eine CIN oder ein
Cervixcarcinom, allerdings wird in 90 % der Cervixcarcinome HPV nachgewiesen
(Kombe Kombe et al. 2021).
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Daher kdnnen Gensequenzen humaner Papillomaviren als molekulare Biomar-
ker verwendet werden (Lordick, Krauss & Jager 2008). Die verschiedenen HPV-
Typen unterscheiden sich in bestimmten DNA-Sequenzen. Jedoch finden sich in
einigen Sequenzen Homologien, die eine typunabhangige HPV-ldentifizierung
mdglich machen und bei PCR-Analysen genutzt werden (Resnick et al. 1990;
Sotlar 2008).

1.5.1 Immunhistologie

1.5.1.1 Technik

Die Immunhistologie beruht auf dem Prinzip der Antigen-Antikérper-Reaktion
(Hussaini, Seo & Rich 2023). Um das gesuchte Protein sichtbar zu machen, wird
zunachst ein primarer Antikorper verwendet, der spezifisch an ein Epitop des An-
tigens bindet (Hoefler, Kreipe & Moch 2019).

Fir die eigentliche Farbung unterscheidet man die direkte und die indirekte Me-
thode. Bei der direkten Methode ist an den primaren AK ein Markermolekul ge-
koppelt. Markermolekille kénnen Enzyme (beispielsweise Peroxidase oder
alkalische Phosphatase) oder Fluorchrome sein. Nach der AG-AK-Reaktion wird
der Farbstoff hinzugegeben, der an das Enzym bindet und so das gesuchte Pro-
tein farbt. Die indirekte Methode beruht auf einem Zwei-Schritt-Verfahren. Nach
der Bindung des primaren Antikdrpers wird ein zweiter Antikorper, der Sekun-
darantikorper, hinzugegeben, der uber sein Fc-Fragment an den Primarantikor-
per bindet. Der Sekundarantikorper ist wiederum mit einem Enzym markiert, das
mithilfe eines Farbstoffs sichtbar gemacht werden kann (Hoefler, Kreipe & Moch
2019).

Werden die Antikdrper mit fluoreszierenden Farbstoffen markiert, spricht man

von Immunfluoreszenz.

1.5.1.2 Antikorper

Die Spannbreite an Antikérpern, die fur die immunhistochemische Farbung bei
cervicalen intraepithelialen Neoplasien und Cervixcarcinomen verwendet werden
konnen, ist grof3. Im Folgenden wird daher eine Auswahl der in der Forschungs-

literatur am haufigsten verwendeten Antikdrper genannt.
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1.5.1.2.1 p16

Der Grund fur den Anstieg der p16 Konzentration in der Zelle in Verbindung mit
einer HPV-Infektion wurde bereits in Kapitel 1.4.4.2 erlautert. Humane Zellen ex-
primieren unter verschiedensten Arten von Stress p16; somit kann eine HPV-
Infektion bei einer erhdhten p16-Expression nur vermutet, jedoch nicht mit Ge-
wissheit diagnostiziert werden (Hoffmann et al. 2012). Die immunhistochemische
p16-Farbung erwies sich speziell in Studien, bei denen eine HPV-Infektion nach-
gewiesen wurde, als sehr hilfreich. Somit bietet sie einen deutlichen Vorteil ge-
genuber der konventionellen Zytodiagnostik (Carozzi et al. 2008; Gustinucci et
al. 2012). Daher wird bei unsicheren Diagnosen (Grenzfallen) hinsichtlich einer
Dysplasie in der Zytodiagnostik eine immunhistochemische Farbung mit einem
Antikorper gegen p16 durchgefuhrt. Dieses Prozedere empfiehlt u.a. das Stan-

dardisierungsprojekt ,Lower Anogenital Squamous Terminology“ (LAST).

Die p16-Expression nimmt in der Regel mit zunehmendem Schweregrad der Dys-

plasie zu (Masumoto et al. 2003; Sangwaiya et al. 2018).

Tabelle 5 zeigt eine Auswahl der in der Immunhistochemie verwendeten Antikor-
per fur p16. Im Institut fur Pathologie des Universitatsklinikums Tubingen ist hier-
fur der vorverdinnte Antikorper p16 (Klon: E6H4™; Bestellnummer:
06594441001) der Firma Roche (in Tabelle 5 gelistet) etabliert. Die immunhisto-

chemische p16-Farbung wurde in dieser Studie mit diesem AK durchgefihrt.
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Antikor- Clone Bestell- | Antigen | Ver- Her-
per nummer diinnung steller
Anti- Mouse ab201980 | CDKN2A/ | 1:300 Abcam,
CDKN2A/ | monoclonal p16/NK4a Cambridge,
p16INK4a | [1D7D2A1] UK
antibody
CinTec Monoclonal 705-4713 | p16!NK4a | 1:3 Ventana/
p16 mouse Roche Ba-
[E6H4] sel, Schweiz
CinTec monoclonal 760-100 | p16'NK4a | rty Roche,
Plus mouse anti- Ki-67 Basel,
body clone Schweiz
[E6H4], pri-
mary recom-
binant
rabbit anti-
body clone
[274-
11AC3V1]
p16 E6H4™ 065944- | p16/NK4a | rty Roche, Ba-
41001 sel, Schweiz

Tabelle 5: Ubersicht p16 Antikbrper

1.5.1.2.2 MIB-1

Die Expression des Proliferationsmarkers MKI67 (marker of proliferation Ki-67),

welcher mit den Antikorper Ki-67 und MIB-1 immunhistochemisch nachgewiesen

werden kann, nimmt bei dysplastischen Veranderungen im Epithel zu. In 97 %

der Proben, in denen eine CIN nachgewiesen wurde, konnte Ki-67 nachgewiesen

werden (Sangwaiya et al. 2018). Die dauerhafte Expression von MKI67 wah-

rend des gesamten Zellzyklus macht die Antikorper MIB-1 und Ki-67 zu aussa-

gekraftigen Markern fur die Zellproliferation und fur die Prognose maligner
Erkrankungen (Gerdes et al. 1984; Gerdes 1990). Wahrend der GO-Phase (ru-
hende Zellen) wird MKI67 nicht exprimiert (Gerdes et al. 1984).
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Immunhistochemisch lasst sich die p16- mit einer MIB-1-Farbung kombinieren.

Studien haben gezeigt, dass eine Kombination der beiden Marker eine bessere

Risikoratifizierung bietet als die reine Zytologie (Clarke et al. 2019; laconis et al.

2007).

Die Ki-67-Farbung des Instituts fir Pathologie in Tubingen erfolgt mit dem mono-

clonal mouse AK MIB-1 der Firma Agilent/Dako (Klon: Monoclonal mouse MIB-

1, Bestellnummer: M7240) in einer Verdunnung von 1:400. Mit diesem wurde

auch die immunhistochemische Ki-67-Farbung in dieser Studie durchgefihrt. Ta-

belle 6 gibt eine Ubersicht (iber in der Routine verwendeten Antikrper verschie-

dener Hersteller zum Nachweis von Ki-67.

Antikorper Clone Bestell- | Antigen | Ver- Hersteller
nummer dinnung

Ki-67-Antigen | Monoclonal | GA626 Ki-67 1:200 Agilent
mouse DAKO,
anti-human Santa Clara,
IgG1 USA
[MIB-1]

Ki-67 Monoclonal | #MA5- Ki-67 1:250 Invitrogen

Recombinant | rabbit IgG | 14520 (Thermo Fis-

Rabbit Mono- | [SP6] her),

clonal  Anti- Waltham,

body USA

Ki-67-Antigen | Monoclonal | M7240 Ki-67 1:400 Agilent
mouse DAKO,
MIB-1 Santa Clara,

USA

Tabelle 6: Ubersicht Ki-67 Antikérper
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1.5.1.2.3 Onkoprotein E6

Das Onkoprotein EG6 ist ein Indikator flr das Risiko der Entwicklung einer Dyspla-
sie und somit auch eines Carcinoms und konnte daher diagnostisch und prog-
nostisch genutzt werden (Doorbar 2007; Wentzensen 2011). Laut Wentzensen
wird die Entwicklung von Anti-E6-Antikorpem durch die geringe Immunogenitat
von E6 erschwert (Wentzensen 2011). Der E6-Nachweis beruht aktuell weitge-
hend auf aufwandigeren sowie kostspieligeren Verfahren wie z.B. die in situ Hyb-
ridisierung (ISH), die weitgehend auf Forschungslabore beschrankt sind
(Schipper & Zielinski 2020). In Tabelle 7 finden sich gegen E6 gerichtete Antikor-
per, welche laut Literatur fir den E6-Nachweis am formalinfixierten paraffinierten
(FFPE) Material geeignet sind. Eine Studie der Ludwig-Maximilians-Universitat
Minchen zeigte mit dem Antikorperklon C1P5 der Firma Abcam vielverspre-
chende Ergebnisse: Immunhistochemisch lie sich am formalinfixierten Paraffin-
material mittels des Klons C1P5 das Onkoprotein E6 mit einer kraftigen
zytoplasmatischen Farbung in HPV-infizierten Zellen nachweisen (Stiasny 2018;
Stiasny et al. 2016). Daruber hinaus liel3 sich eine Abstufung der Expression dif-

ferenzieren (Stiasny et al. 2016).

Antikorper Clone Bestell- | Antigen | Ver- Hersteller
nummer diinnung
Anti-HPV-18- | Mouse mo- | ab20192 | HPV 18 | assay Abcam,
E6-antibody noclonal E6 dependent | Cambridge,
[BF7] dilution UK
HPV-16-E6- Rabbit orb10837 | HPV16 | 0,5 mg/ml | Biorbyt,
Protein-anti- polyclonal E6 Cambridge,
body UK
Anti-HPV-16- Mouse mo- | ab51931 | HPV 16 | prediluted | Abcam,
E6 + HPV-18- | noclonal + 18 E6 Cambridge,
E6- [C1P5] UK
antibody

Tabelle 7: Ubersicht iiber die laut Literatur am formalinfixierten paraffinierten Material verwendbaren Anti-
kérper zum Nachweis des E6-Onkoproteins.
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1.5.1.2.4 Onkoprotein E7
Das Onkoprotein E7 qilt als vielversprechender Marker flr die Detektion von
HPV-Infektionen (Shi et al. 2018). Das fur HPV spezifische Onkoprotein E7
konnte p16 als Surrogatmarker fur eine HPV-Infektion ablésen, da die Expression
von p16 nicht HPV-spezifisch erfolgt (Shi et al. 2018; Stiasny et al. 2016). Ebenso

wie bei E6 wird die Entwicklung von Antikorpern gegen E7 durch die geringe Im-

munogenitat erschwert (Wentzensen 2011). In Tabelle 8 finden sich die bislang

laut Literatur am formalinfixierten paraffinierten Material geeigneten Antikorper

zum E7-Nachweis. Hierbei fallt auf, dass die Antikdrper weitestgehend gegen das

E7-Onkoprotein vom HPV-Typ 16 gerichtet sind.

Antikorper | Clone Bestell- | Antigen | Ver- Hersteller
nummer diinnung
HPV-16-E7 | Mouse #28-0006 | HPV 16 | 0,1ug/ml | Invitrogen
mono- E7 (Thermo
clonal Fisher),
[8C9] Waltham, USA
HPV-16-E7/ | Rabbit orb10839 | HPV 16 | 0,5mg/ml | Biorbyt,
E7 antibody | polyclonal E7 Cambridge, UK
Anti-Human | Rabbit ab308180 | HPV 16 | assay Abcam,
Papilloma mono- E7 depen- Cambridge, UK
virus type clonal dent dilu-
16 E7 [HL1647] tion
HPV-16-E7- | Mouse sc-6981 HPV 16 | 1:50 Santa Cruz Bio-
Antikorper | mono- E7 technology,
clonal IgG1 Heidelberg,
[ED17] Germany
Anti-HPV- Mouse ab100953 | HPV 18 | assay Abcam,
18-E7 anti- | mono- E7 depen- Cambridge, UK
body clonal dent dilu-
[BE2] tion

Tabelle 8: Ubersicht iiber die laut Literatur am formalinfixierten paraffinierten Material verwendbaren Anti-
kérper zum Nachweis des E7-Onkoproteins.
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1.5.1.2.5 Hauptkapsidprotein L1

Die immunchemische Expression des L1-Hauptkapsidproteins ist mit der produk-
tiven Phase einer HPV-Infektion und damit der Produktion viraler Partikel verbun-
den (Hoshikawa et al. 2010). Die Expression des Kapsidproteins L1 erfolgt vor
allem in den superfiziellen Epithelschichten (Laimins 1996, Przybylski et al.
2023). Dort werden die viralen Genome unter anderem durch das Hauptkapsid-
protein L1 verpackt (Buck, Day & Trus 2013; Doorbar 2007; Van Doorslaer 2018).
Die L1-Expression nimmt mit zunehmendem Dysplasiegrad ab (Hoshikawa et
al.2010). In Kombination mit der immunhistochemischen p16-Farbung kénnte die
L1-Expression nach Hoshikawa et al. hilfreich zur Risikoeinstufung geringgradi-

ger Dysplasien sein (Hoshikawa et al.2010).

In Tabelle 9 finden sich gegen L1 gerichtete Antikorper, welche laut Literatur oder
Hersteller fur den L1-Nachweis am formalinfixierten paraffinierten (FFPE) Mate-

rial geeignet sind.
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Antikor- | Clone Bestell- Antigen Ver- Hersteller
per nummer diin-
nung
Anti- Mouse ab 75574 HPV 6, 11, | rtu Abcam,
HPV-an- | monoclonal 16, 18, 31, Cambridge,
tibody [K1H8] 33, 42, 51, UK
52, 56, 58
L1

Anti- Rabbit recom- | HPV16/2058 | HPV 16 L1 | 0.2 Abcam,
HPV16 binant Mono- | R mg/mL | Cambridge,
L1 anti- | clonal VL1 UK
body antibody
HPV 16 | Maus monoklo | sc-47699 HPV 16 L1 | 200 Santa Cruz
L1 Anti- | nales 1gGza Kk pg/mi Biotechno-
korper [CAMVIR-1] logy,

Heidelberg,

Germany
HPV [5307] MA5-33266 HPV 6, 11, | Assay- | Invitrogen
pan-spe- 16, 18, 31, | Depen- | (Thermo
cific L1 33, 45, 52, | dent Fisher),
Mono- 58 L1 Waltham,
clonal USA
Antibody

Tabelle 9: Ubersicht iiber die laut Literatur und Hersteller am formalinfixierten paraffinierten Material ver-
wendbaren Antikbrper zum Nachweis des L1-Hauptkapsidproteins.

1.5.2 In situ Hybridisierung (ISH)
Die ISH ist eine molekularbiologische Methode, bei der Nukleotidsonden an ihre
komplementaren DNA- oder RNA-Sequenzen binden (Mabruk 2004). Die Hybri-

disierung erfolgt durch Basenpaarung zwischen Adenin und Thymin (bzw. Uracil)

sowie Cytosin und Guanin (Hoefler, Kreipe & Moch 2019). Diese spezifische Bin-

dung ermadglicht den Nachweis chromosomaler Veranderungen in der DNA bzw.

RNA eines Gewebes.
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Die Visualisierung der genomischen Zielsequenz erfolgt mit DNA- oder RNA-
Sonden, welche aus radio-, fluoreszenz- oder antigenmarkierten Basen aufge-
baut und mittels Autoradiographie, Fluoreszenzmikroskopie oder Immunhisto-
chemie detektiert werden konnen (IHC) (Jensen 2014). Wird eine fluoreszierende
Markierung verwendet, spricht man von Fluoreszenz in situ Hybridisierung
(FISH). Die ISH gilt als Goldstandard im Nachweis viraler Onkogene, da sie pra-
zise und zuverlassige Ergebnisse liefert (Outh-Gauer et al. 2019). Die Hybridisie-
rungssignale ermoglichen eine direkte Korrelation zwischen histopathologischen
Veranderungen und HPV-DNA (Hara et al. 1990).

1.5.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR ist eine molekularbiologische Technik, die zur Vervielfaltigung von DNA
verwendet wird, wenn die zu untersuchenden Nukleinsauresequenzen in niedri-
ger Kopienzahl vorliegen und eine hochsensitive Methode zum Nachweis erfor-
derlich ist (Sotlar 2008). Ziel der PCR ist es, spezifische DNA-Sequenzen, wie
beispielsweise HPV-DNA, zu amplifizieren. Die PCR-Produkte kénnen anschlie-
Rend durch elektrophoretische Fragmentanalyse und Sequenzierung sichtbar
gemacht werden (Hoefler, Kreipe & Moch 2019). Die PCR-Methode liefertin 92 %
der CINs und in 96 % der Cervixcarcinome zuverlassige Ergebnisse beim Nach-
weis von HPV-DNA. (Yoshikawa et al. 1991). Weitgehende Sequenzhomologien
zwischen den verschiedenen HPV-Typen ermoglichen die Identifikation spezifi-
scher Virusvarianten (Resnick et al. 1990; Sotlar 2008). PCR-Primer, die auf die
E6- oder E7-Regionen abzielen, werden bevorzugt, da die L1- oder E1-Regionen
haufig bei der Integration der viralen DNA in das Wirtsgenom verloren gehen und
somit fortgeschrittene Erkrankungen Ubersehen werden koénnten (Williams,
Kostiuk & Biron 2022). Die reverse-transkriptase-PCR (RT-PCR) erweitert die
herkdmmliche PCR um den Schritt der reversen Transkriptionsreaktion, bei der
aus RNA eine komplementare DNA (cDNA) erzeugt wird (Bachman 2013). An-
schliefend wird die cDNA mittels PCR amplifiziert (Bachman 2013). Diese Me-
thode wird zum Nachweis von RNA-Viren und zur Analyse von mRNA verwendet.
Die RT-PCR kann zum Nachweis der viralen m-RNA insbesondere bei Spleildva-

rianten genutzt werden (Hsu et al. 1993).
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1.6 Fragestellung und Zielsetzung

Eine HPV-Infektion ist in den meisten Fallen einer cervicalen intraepithelialen Ne-
oplasie (CIN) oder eines Cervixkarzinoms nachweisbar; jedoch damit nicht zwin-
gend assoziiert (Kombe Kombe et al. 2021). Die derzeit in der Diagnostik der CIN
und des Cervixkarzinoms verwendeten Antikdrper gegen p16 und Ki-67 sind sen-
sitiv fur zellulare Stresssignale und Proliferation, liefern jedoch keine gesicherte

Information Uber eine HPV-Infektion.

Es stellt sich somit die Frage, ob mittels Immunhistologie mit Antikorpern gegen
HPV-Proteine ein spezifischer HPV-Nachweis gelingen kdnnte. Hierfur kénnten
sich insbesondere Antikdrper gegen die E6- und E7-Onkoproteine von HPV und

in geringerem Mal} Antikdrper gegen das Hauptkapsidprotein L1 eignen.

Ziel dieser Studie ist die Etablierung eines oder mehrerer Antikérper zum routi-
nemalfdigen immunhistochemischen Nachweis der HPV-Onkoproteine E6 und E7
und des HPV-Hauptkapsidproteins L1 am formalinfixierten paraffinierten Gewebe

zum Ersatz des HPV-unspezifischen p16-Nachweises.

Hierzu sollen die Antikdrperklone C1P5, BF7, 8E2 und K1H8 an Paraffinschnitten
von Tissue Microarrays von CINs und Cervixkarzinomen ausgetestet werden.
Insbesondere soll gepruft werden, ob die Antikorper auch bei anderen als den
bislang von den Herstellern validierten und in der Literatur beschriebenen HPV-

Typen binden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Materialgewinnung

Die Studie wurde der Ethik-Kommission zur Beratung vorgelegt und es bestan-
den seitens der Kommission keine Bedenken gegen die Durchfiihrung der Studie
(Aktenzeichen: 723/2022B02). Die fur die Studie bendtigten Falle wurden mithilfe
des Programms ,NX_Pasnet_Patientendatei” des Instituts flr Pathologie TUbin-
gen ermittelt. Uber den Reiter ,Erweiterte Suche* dieses Programms wurden mit-
hilfe der Parameter ,Kandolf* und ,HPV* im Zeitraum vom 01.01.2002 bis zum
31.12.2009 nach geeigneten Fallen gesucht. Es wurde angestrebt, 300 bis 400
Falle zu identifizieren, um ein moglichst breites Spektrum verschiedener HPV-
Typen zu erfassen. Es lielRen sich 365 Falle identifizieren, die im Institut befundet
und mittels PCR im Rahmen der Routinediagnostik analysiert wurden. Hierbei
handelte es sich weitgehend um Cervixbiopsien. Die Anzahl der HPV-Typen 6,
11, 16, 18, 31 und 33 wurde auf je 30 Falle begrenzt, da diese im Gegensatz zu
den restlichen HPV-Typen wesentlich haufiger identifiziert wurden. Die Falle wur-
den chronologisch sortiert und in eine Excel Tabelle Gberfuhrt. In der Tabelle wur-
den die Eingangsnummer, das Alter der Patientinnen, die Materialart, die
Diagnose (CIN-Stadium, Cervixcarcinom), HPV-Typ und die fir die Studie rele-

vanten Paraffinblocke erfasst.

Im nachsten Schritt wurden die Paraffinblécke der Falle — die spateren Donorpa-
raffinblécke zur Erstellung der Tissue Microarrays - dem Archiv des Institutes ent-
nommen. Bei Begutachtung der Blocke stellte sich heraus, dass auf den mittels
PCR untersuchten Blocken der Cervixbiopsien nur noch sparliches Gewebema-
terial vorhanden war. Daher wurde eine neue Suche Uber das Programm
,NX_Pasnet_Patientendatei gestartet, um Falle zu identifizieren, bei denen un-
mittelbar nach der positiven PCR-Untersuchung auf HPV Konisationen durchge-
fuhrt wurden. Um das dysplastische Cervixepithel in den Konisaten identifizieren
zu konnen, wurden fur diese Falle die mittels Hdmatoxylin-Eosin (HE) gefarbten

Schnitte dem Archiv entnommen.
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Ferner wurden sog. Paraffinzellblécke von einer cervicalen Plattenepithelcarci-

nom-Zelllinie (HeLa) und zwei Mammacarcinomzelllinien (SKBR3, MCF7) in der

vorliegenden Studie verwendet.

2.1.2 Standardfarbungen

2.1.2.1 Hamatoxylin Eosin

Hamatoxylin-Eosin

2.1.3 Antikorper

Tabelle 10 zeigt eine Ubersicht Uber die verwendeten Antikorper.

Ventana HE 600

Anti- Clone Bestell- | Antigen Ver- Hersteller
korper nummer diinnung
Anti- Mouse ab70 HPV16 E6 + | 1:100 Abcam,
HPV16 monoclonal HPV18 E6. | (in Antikdr- | Cambridge,
E6 + [C1P5] HPV-18 E6- | per Diluent, | UK
HPV18 beta galac- | Ventana)
E6 anti- tosidase fu-
body sion protein
Anti- Mouse ab20192 | HPV 18 E6 | 1:100 Abcam,
HPV18 monoclonal (in Antikoér- | Cambridge,
E6 anti- [BF7] per Diluent, | UK
body Ventana)
Anti- Mouse ab10095 | HPV 18 E7 | 1:100 Abcam,
HPV18 monoclonal | 3 (in Anti- Cambridge,
E7 anti- [BE2] korper Di- UK
body luent,
Ventana)

Anti-HPV- | Mouse ab 75574 | HPV 6, 11, |rtu Abcam,
antibody | monoclonal 16, 18, 31, Cambridge,

[K1H8] 33,42, 51, UK

52, 56, 58
L1
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Anti- Clone Bestell- | Antigen Verdiin- Hersteller
korper nummer nung
MIB-1 Mouse M7240 Ki-67 1:400 Agilent
monoclonal (in Antikér- | DAKO,
MIB-1 per Diluent, | Santa
Ventana) Clara, USA
p16 INK 4a 0659444 | p16 rtu Cintec/Ro-
1001 che, Basel,
Schweiz
p53 DO-7 nclp53do | p53 1:400 Novocas-
7 (in Antikor- | tra,
per Diluent, | Nussloch,
Ventana) Deutsch-
land

Tabelle 10: in der Studie verwendete Antikérper

2.1.3.1 Lokalisation der Zielstruktur der Antikorper

Tabelle 11 zeigt eine Ubersicht liber spezifische Zielstrukturen der jeweiligen

Antikorper.
Antikorper Spezifitat
C1P5 Zytoplasma
BF7 Zellkern
8E2 Zytoplasma (Sun et al. 2021)
K1H8 Zellkern und Zytoplasma (lwasaki et al. 1992)
MIB-1 Zellkern
p16 Zellkern
p53 Zellkern

Tabelle 11: Spezifitét der in der Studie verwendeten Antikdrper
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2.1.4 Reagenzien

Tabelle 12 zeigt die verwendeten Reagenzien.

Reagenz Firma & | Herstellerhinweise Verwen-
Bestell- dungs-
nummer zweck

Antibody Di- Ventana Eiweillhaltige Losung; Antikorper-

luent (Bestell- ready-to-use, 1L Flasche verdunnung
Nr. 251-

018)

Bluing Rea- Ventana 250 Tests Nach

gent (Bestell- Gegenfar-
Nr. 760- bung
2037)

EZ Prep Ventana In wassriger Lésung pH 7; Entparaffini-
(Bestell- 2L Flasche, 10x Konzentrat sierung
Nr. #950- (Idsungsmit-
102) telfrei)

Hematoxylin Ventana 250 Tests Gegenfar-
(Bestell- bung
Nr. 760-

2021)

OptiView™ Ventana | 3 % H20:2 Endogene

Peroxidase In- | (Bestell- 25mL Spender Peroxidase

hibitor Nr. 760-

700)
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Reagenz Firma & | Herstellerhinweise Verwendungszweck
Bestell-
nummer
Protease 1 Ventana 0,5U/min Antigendemaskierung
(Bestell- Ahnlich der Pronase
Nr. 760-
2018)
Reaction Puf- | Ventana Tris Puffer mit pH 7.6- Waschpuffer & Inku-
fer (Bestell- 7.8 bationslésung
Nr. #950- | 2L Flasche, 10x Kon-
300) zentrat
SSC Ventana pH 6,95-7,05 Stringenter Wasch-
(sodium salt (Bestell- 2L Flasche, 10x Kon- puffer
citrate) Nr. #950- | zentrat
110)
ULTRA CC1 Ventana Tris/Borat/EDTA Puffer | Mit Hitzevorbehand-
(cell conditio- | (Bestell- (leicht basisch zur Zell- | lung verbesserte Im-
ner) Nr. #950- | vorbehandlung, pH 8,4) | munreaktion
124) rtu, 2L Flasche zwischen Primar-AK
und Zielantigen errei-
chen
ULTRA CC2 | Ventana Leicht saurer Mit  Hitzevorbehand-
(cell condi- | (Bestell- Citratpuffer mit pH 6,0 lung eine verbesserte
tioner) Nr. #950- | rtu, 1L Flasche Immunreaktion  zwi-
123) schen Primar-AK und
Zielantigen erreichen
ULTRALCS Ventana Aliphatisches Ol mit Verhindert das Aus-
(liquid (Bestell- niedriger Dichte; bei ho- | trocknen der Reagen-
coverslip) Nr. #650- | hen Temperaturen ver- | zien
010) wendbar;

rtu, 2L Flasche

Tabelle 12: Reagenzien
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2.1.5 Optiview Detection Kit

Das fiur die IHC verwendete Detection Kit mit den dazu gehoérigen Reagenzien

wird in den Tabellen 13 und 14 dargestellit.

Anti-Maus IgG, HQ-Ziege-
Anti-Maus IgM) in einem
Puffer, der Protein mit
0,05 % ProClin 300 (Kon-
servierungsmittel) enthalt;
12-15 Haptene pro AK, die
mit den AK konjugiert sind;
25mL Spender

Detection Kit | Firma & Be- | Herstellerhinweise Verwendungs-
stell-nummer zweck
OptiView Cintec/Roche, | Enthalt je 25 mL indirect, biotin-free
DAB Detec- | (Bestell-Nr. -OptiView HQ Universal | system for detect-
tion Kit 06396500001) | Linker ing mouse IgG,
(Katalog-Nr. -OptiView HRP Multi- | mouse IgM, and
760-700) mer rabbit primary anti-
-OptiView DAB bodie
-OptiView H202
-OptiView Copper
Tabelle 13: Optiview Detection Kit
Reagenz Firma & | Herstellerhinweise Verwendungs-
Bestell- zweck
nummer
OptiView™ Ventana Mischung aus 3 polyclona- | Spezifischer Se-
HQ Universal | (Bestell- len HQ-markierten Antikor- | kundarantikdrper
Linker Nr. 760- pern (HQ-Ziege-Anti-
700) Kaninchen lg, HQ-Ziege-
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Reagenz Firma & Herstellerhinweise Verwendungs-
Bestell- zweck
nummer
OptiView™ Ventana Monoklonaler tertiarer Enzymmarkierter
HRP Multimer | (Bestell- HRP-markierter Maus-Anti- | Tertiarantikorper
Nr. 760- HQ-AK (circa 40 pg/mL)
700) in einem Puffer, der Pro-
tein mit 0.05 % ProClin
300 (Konservierungsmittel)
enthalt;
7 HRP-Enzyme pro AK
konjugiert;
25mL Spender
OptiView™ Ventana | 0.2 % w/v 3,3- Chromogen (brau-
DAB (Bestell- Diaminobenzidintetrahyd- | ner Niederschlag
Nr. 760- rochlorid (DAB) in einer wird sichtbar)
700) Stabilisatorlosung mit
einem Konservierungsmit-
tel;
25mL Spender
OptiView™ Ventana 0.04 % H20:2in einer phos- | Katalysator
H20:2 (Bestell- phatgepufferten Losung;
Nr. 760- 25mL Spender
700)
OptiView™ Ventana | 5.0 g/L Kupfersulfat in ei- | Metallische Ver-
Copper (Bestell- nem starkung der Far-
Nr. 760- Acetatpuffer mit einem bung
700) Konservierungsmittel;

25mL Spender

Tabelle 14: Reagenzien des Optiview Detection Kits
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2.2 Methoden

2.2.1 HE-Nachbegutachtung

Aufgrund der nach der PCR nur noch sparlich vorhandenen Gewebereste der
archivierten Paraffinblocke der Cervixbiopsien wurde bei diesen Blocken auf eine
HE-Nachbegutachtung verzichtet. Bei den Blocken der Konisate, bei denen im
Gegensatz zu den Biopsien noch reichlich Material vorhanden war, wurden zur
sicheren Identifizierung des dysplastischen Epithels die HE-gefarbten Routine-
praparate aus dem Archiv hinzugezogen. Zunachst wurde hierfur jeder Schnitt
am Mikroskop in einer UbersichtsvergréRerung (2,5-fach) nach dysplastischen
Arealen abgesucht. Zur Verifizierung der Dysplasie wurde zumeist noch eine ho-
here Vergrolkerung gewahlt (5-fach, 10-fach, 20-fach und 40-fach) gewahlt. Um
den Stanzbereich fir die spatere Erstellung der Tissue Microarrays (TMA) zu
markieren, wurden mit einem Permanentmarker die dysplastischen Areale auf

dem Deckglas des Schnittpraparats gekennzeichnet.

2.2.2 Herstellung der Tissue Microarrays (TMAs)

Zur Herstellung der TMAs wurde die von Wilkens patentierte Technik (Patent-
nummer: DE 102 03 524 A 1) angewandt (Wilkens 2003). Hierzu wurden aus
einer Rontgenfolie 33 x 21 mm grofRe Stlcke — die spateren Probentrager — aus-
geschnitten und auf einer Seite mit doppelseitigem Klebeband versehen. Die
Malie dieser Stlicke ergaben sich aus den vorher ausgemessenen Stahimodeln,
in die der Probentrager nach Bestlickung des Klebebandes mit Gewebezylindern
gelegt wird, um einen Paraffinblock, den sogenannten Tissue Mikroarray zu gie-
Ren. Die mittels doppelseitigen Klebebands modifizierte Rontgenfolie war essen-
ziel, um die spater hergestellten Paraffingewebestanzzylinder in einem
rechtwinkligen Koordinatensystem eindeutig platzieren zu kdénnen. Das Klebe-
band stellte sicher, dass die Gewebestanzzylinder aufrecht auf dem Klebeband
standen. Zudem gewahrleistete die Rontgenfolie eine plane, knickstabile und
schmelzfeste Flache, sodass nach dem Gielen, dem Erkalten des Paraffin-
Mikroarrayblocks und dem Abziehen des Probentragers vom Paraffinblock alle
Gewebeproben auf der Blockoberflache zu liegen kamen.
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Mithilfe einer Hautstanze von d= 3 mm und d= 5 mm wurden die Gewebeproben
in Form von Gewebezylindern aus den Donorparaffinblécken gestanzt, um sie in

einen Multiblock zu Uberfuhren.

Der ausgestanzte Paraffingewebezylinder wurde mit einer konventionellen Hohl-
nadel aufgenommen und umgedreht auf die mit doppelseitigem Klebeband be-
stickte Rontgenfolie gesetzt und festgedruckt. Dieser Vorgang wurde wiederholt,
bis alle Probenplatze des jeweiligen TMAs mit Stanzzylindern bestuckt waren.
Die TMAs mit einem Stanzdurchmesser von d= 3 mm wurden mit 10 x 6 Proben
bestuckt, die TMAs mit einem Durchmesser von d= 5 mm mit 6 x 4 Proben. Die
Orientierung in den Gewebemicroarrys erfolgte mit Hilfe von zwei 1 mm durch-
messenden Leberstanzzylindern, welche seitlich an den Gewebezylinder der Po-
sition 01-01 (x-y) gestellt wurden. Fur die Falle, bei denen genlgend
reprasentatives Gewebe in den Paraffinblécken vorhanden war, wurden pro
Block mehrere Stanzzylinder entnommen. Daher kam es zu Abweichungen der
Anzahl der in dem Programm ,NX_Pasnet_Patientendatei” identifizierten Falle
und den in den TMA eingestellten Stanzzylindern. Insgesamt wurden 598 Stanz-

zylinder den Donorparaffinblécken enthnommen.

Um die anschliefende Auswertung der TMAs zu gewahrleisten, wurde parallel
zum Stanzen und Einstellen eines Gewebezylinders auf das doppelseitige Kle-
beband die Position des Gewebezylinders im Koordinatensystem des TMAs mit

seiner K-Nummer in einer Excel-Datei erfasst.

Nach dem Besetzen der Positionen auf dem Klebeband mit den Gewebestanz-
zylindern wurde der Probentrager samt doppelseitigem Klebeband und auf ihm
aufrechtstehenden Stanzzylindern in ein Ausgie3férmchen gelegt und mit 80 °C
heiRem Paraffin Uberschichtet. Die AusgieBmulden wurden daraufhin mit einer
Aluminiumfolie abgedeckt und auf eine 64 °C warme Warmeplatte gelegt, bis das
Paraffin der Gewebestanzzylinder aufgeschmolzen war und sich mit dem Uber-
schichteten Paraffin verbinden konnte. Anschlie®end wurde die Metallmulde auf
eine Kalteplatte geschoben und die Rdntgenfolie mithilfe einer heil3en Praparier-

nadel auf den Boden des Ausgie3formchens gedriickt.
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Nach Erstarrung des Paraffins im Bereich des Probentragers konnte der entste-
hende Paraffin-TMA nochmals mit 80 °C heillem Paraffin Uberschichtet werden.
Das Abkuhlen erfolgte zunachst fur 5 Minuten auf einer Kalteplatte bei -15 °C,
anschliefend Uber Nacht bei Raumtemperatur. Nach dem Auskuhlen und der
damit zusammenhangenden Schrumpfung des Paraffins, konnten die TMAs aus
der Metallmulde genommen werden. Danach wurde die mit Klebeband bestlckte

Rontgenfolie entfernt.

Zur Dokumentation wurden direkt nach dem Abziehen des Klebebands Fotos an-
gefertigt, um Unklarheiten bezlglich der Zuordnung der Cores beim Mikroskopie-
ren zu vermeiden. Insgesamt wurden ein Kontroll-TMA mit einer Stanzgrofie von
d=5 mm und 21 TMAs, davon drei TMAs mit einer Stanzgréf3e von d= 3 mm und

18 TMAs mit einer StanzgréRe von d= 5 mm erstellt.

Abbildung 1: TMA 01: Mit Paraf-  Abbildung 2: TMA 01: Erkalteter =~ Abbildung 3: TMA 01: Fertiger Pa-
fingewebestanzzylindern bestlick- Paraffin-TMA mit Probenhalter raffin-TMA nach Abziehen des

ter Probenhalter (Réntgenfilm mit  auf der Oberfldche nach Heraus-  Probenhalters.

doppelseitigem Klebeband) in ei- nahme des TMA aus der Stahl-

ner Stahlmodel zur Erstellung des model

Paraffin-TMAs vor dem Uber-

schichten mit Paraffin und vor

dem anschlieRenden Aufschmel-

zen.

2.2.3 Durchfiihrung der immunhistochemischen Farbungen

Die immunhistochemischen Farbungen wurden am Kontrollblock und an den
TMAs 1 — 6 durchgefuhrt. Zum Erstellen der Schnitte am Rotationsmikrotom wur-
den die TMAs auf der Kalteplatte bei -9 °C gekuhlt. Nach dem sogenannten An-
schneiden des TMA-Blockes zum Erhalt aller TMA-Stanzzylinder auf einem
Schnitt wurden 2,5um dicke Gewebeschnitte angefertigt. Von jedem TMA wurden

mindestens 10 Schnitte erstellt.
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Die am Mikrotom erstellen Paraffinschnitte wurden auf die Oberflache eines hei-
Ren Wasserbades (48-50°C) zur Streckung des Schnittes und damit zur Entfer-
nung von Schnittfalten gelegt und auf silanisierte Objekttrager (OT) (TOMO
75x25x1mm) aufgezogen. Diese Objekttrager wurden daraufhin bei Raumtem-
peratur fir 15 Minuten in aufrechter Position getrocknet. Die besten Schnitte wur-
den immunhistochemisch und mittels Hamatoxylin-Eosin untersucht. Auf die
Schnitte des Kontrollblockes wurden zusatzlich Schnitte von den Zellblocken der

Carcinomzelllinien aufgezogen.

Die Gewebeschnitte wurden im vollautomatischen Farbeautomaten BenchMark
ULTRA (Ventana) vorbehandelt und mit dem Primarantikorper und dem OptiView
DAB IHC Detection Kits (indirekte, biotinfreie Methode) gefarbt. Um die gefarbten
Paraffinschnitte vor Verkratzen zu schitzen, wurden diese im letzten Schritt mit

einem Deckglas und einem Einbettharz eingedeckelt.

2.2.3.1 OptiView Detection Kit

Die Firma Ventana verwendet bei ihrem OptiView DAB IHC Detection Kit (OptiV-
iew) ein indirektes und biotinfreies System zum Nachweis des Primarantikorpers,
welcher ein Maus-IgG, Maus-IgM und Kaninchen-Primarantikérper sein kann.
Die Visualisierung des Primarantikorpers erfolgt bei diesem System mittels Se-
kundar- und Tertiarantikorpern. Die Tertiarantikorper sind mit einem Enzym ge-
koppelt, welches einen bestimmten Farbstoff (z.B. DAB) zu einem Niederschlag

(z.B. braun) umsetzt.

2.2.3.2 Backen und Entparaffinierung der Objekttrager

Um die Gewebehaftung auf dem OT zu optimieren, werden die frisch erstellten
und auf einem silanisierten Objekttrager aufgezogenen Schnittpraparate zum so-
genannten Backen auf eine Heizplatte bei 60°C fur mindestens 10 min gelegt.
AnschlieRend werden die Schnittpraparate auf die sogenannten Thermopads des
immunhistochemischen Farbeautomaten BenchMark ULTRA (Ventana) gelegt.
Auch hier erfolgt vor dem Entparaffinieren ein Backschritt. Die Entparaffinierung
erfolgt auf den Thermopads bei einer Temperatur von 75 °C. Das Paraffin
schmilzt und wird mittels EZ Prep (Ventana) aus dem Gewebe entfernt und vom

Objekttrager gewaschen.
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Die Vorgehensweise erfolgt in folgenden Schritten.

©® N o o

9.

1. Aktivierung des Mixers

2. Erwarmen des OT auf 60°C und Inkubation fur 4 Minuten (Backen)

3.

4. Erhéhen der Temperatur des OT auf 72°C (Entparaffinierung) und Inku-

Deaktivieren des Mixers

bation fur 4 Minuten

Spllung des OTs mit EZ Prep™
Coverslip mittels ULTRA LCS
Splilung des OTs mit EZ Prep™
Coverslip mittels ULTRA LCS

Aktivieren des Mixers

10.Heizung des OTS ausschalten
11.Spllung des OTs mit EZ Prep™

2.2.3.3 Spezielle Vorbehandlung der Schnitte

Die Vorbehandlung der Schnitte hangt insbesondere von dem verwendeten An-

tikdrper und der Einbettung des Gewebes ab.

Die Vorbehandlung fiir die AK C1P5, BF7, 8E2, K1H8, MIB-1, p16 und p53 er-
folgte mittels EDTA Puffer (ULTRA CC1). Durch die Vorbehandlung werden die

Verbindungen, die durch das Formalin bei der Fixierung des Gewebes entstan-

den sind, geldst und damit das Gewebe wieder renaturiert. Dadurch wird es mog-

lich, dass der Antikorper mit dem Antigen binden kann.

1. CC1 langsam auftragen

2. Cell Conditioner und Coverslip auftragen

3. Erhitzen des OT auf 100°C und Inkubation fur 4 Minuten mit ULTRA CC1
4. Inkubation fur 4 Minuten

5.
6
7
8
9
1

Inkubation fiuir 8 Minuten

. Auftragen von ULTRA CC1
. Cell Conditioner und Coverslip auftragen
. Inkubation fur jeweils zweimal 8 Minuten
. Auftragen von ULTRA CC1

0.Cell Conditioner und Coverslip auftragen
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11.Inkubation fir jeweils zweimal 8 Minuten
12. Auftragen von ULTRA CCA1

13.Cell Conditioner und Coverslip auftragen
14.Inkubation fur 8 Minuten

15. Auftragen von ULTRA CCA1

16.Cell Conditioner und Coverslip auftragen
17.Auftragen von ULTRA CC1

18.Cell Conditioner und Coverslip auftragen
19. Auftragen von ULTRA CCA1

20.Cell Conditioner und Coverslip auftragen

21.Ausschalten der OT-Heizung

22. Auftragen von ULTRA CC1

23.Cell Conditioner und Coverslip auftragen

24.Spilung mit dem Reaction Puffer (Ventana, pH 7,6-7,8)

25.Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

26.Coverslip auftragen
27.ULTRA CC1 flr insgesamt 64 Minuten

2.2.3.4 Applikationsschema der Reagenzien des OptiView Detection Kits

Die Reagenzien wurden nach folgendem Applikationsschema aufgetragen.

> wnh -

© N o o

9.

Erwarmen des OT auf 36°C

Spulung mit Reaction Puffer (Ventana, pH 7,6-7,8)

Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

Einen Tropfen OptiView Peroxidase Inhibitors (OV PEROX IHBTR) zur
Hemmung der endogenen Peroxidase und Coverslip auftragen
Inkubation fir 4 Minuten

Spulung mit Reaction Puffer (Ventana, pH 7,6-7,8)

Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

Coverslip auftragen

OT auf 37°C erwarmen

10. Spulung mit Reaction Puffer (Ventana, pH 7,6-7,8)
11. Coverslip auftragen
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12.

13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.

22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.

Hand Apply Antikérpertitration des Primarantikdrpers (Monoclonal mouse
C1P5, Abcam, UK; BF7, Abcam, UK; 8E2, Abcam, UK; K1H8, Abcam, UK;
monoclonal mouse MIB-1 DAko/Agilent, USA; INK 4a (p16), Cintec/Ro-
che, Schweiz; DO-7 (p53), Novocastra, Deutschland) und Inkubation fur
32 Minuten

OT auf 36°C erwarmen

Spulung mit Reaction Puffer (Ventana, pH 7,6-7,8)

230ul + zufligen VA reaction buffer

Coverslip auftragen

Spulung mit Reaction Puffer (Ventana, pH 7,6-7,8)

230ul + zufigen VA reaction buffer

Coverslip auftragen

Spulung mit Reaction Puffer (Ventana, pH 7,6-7,8)

Auftragen eines Tropfens (entspricht einer Reagenzienabgabe) von Opti-
View HQ Universal Linker

Coverslip mit ULTRA LCS um Verdunsten der Reagenzien zu vermeiden
Inkubation fur 8 Minuten

Spulung mit Reaction Puffer (Ventana, pH 7,6-7,8)

230ul + zufligen VA reaction buffer

Coverslip auftragen

Spulung mit Reaction Puffer (Ventana, pH 7,6-7,8)

230ul + zufigen VA reaction buffer

Coverslip auftragen

Spulung mit Reaction Puffer (Ventana, pH 7,6-7,8)

Auftragen eines Tropfens OptiView HRP Multimer

Coverslip mit ULTRA LCS um Verdunsten der Reagenzien zu vermeiden
Inkubation fur 8 Minuten

Spullung mit Reaction Puffer (Ventana, pH 7,6-7,8)

230ul + zufligen VA reaction buffer

Coverslip auftragen

Spulung mit Reaction Puffer (Ventana, pH 7,6-7,8)

230ul + zufigen VA reaction buffer
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39. Coverslip auftragen

40. Spulung mit Reaction Puffer (Ventana, pH 7,6-7,8)

41. Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

42. Auftragen jeweils eines Tropfens des OptiView DAB Cromogens , Opti-
View H202 als Katalysator und ULTRA LCS zur Verhinderung der Ver-
dunstung fir eine Inkubationszeit von 8 Minuten

43. Spulung mit Reaction Puffer (Ventana, pH 7,6-7,8)

44. Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

45. Als metallischer Verstarker einen Tropfen OptiView Copper und Coverslip
auftragen und 4 Minuten inkubieren

46. Spulung mit Reaction Puffer (Ventana, pH 7,6-7,8)

47. Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

2.2.3.5 Gegenfarbung

1. Einen Tropfen Hematoxylin auftragen
Auftragen von ULTRA LCS
Inkubation fir 20 Minuten
Spulung mit Reaction Puffer (Ventana, pH 7,6-7,8)
Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens
Coverslip auftragen

Spulung mit Reaction Puffer (Ventana, pH 7,6-7,8)

© N o g bk WD

Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

9. Fur die Nach-Gegenfarbung einen Tropfen Bluing Reagent auftragen
10.Auftragen von ULTRA LCS

11.Inkubation fir 8 Minuten

12.Spullung mit Reaction Puffer (Ventana, pH 7,6-7,8)
13.Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

14.Coverslip auftragen

15.OT-Heizung ausschalten

16.Spllung mit Reaction Puffer (Ventana, pH 7,6-7,8)

Am Ende der Gegenfarbung wurden die Schnitte eingedeckelt.
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2.2.4 Auswertungsmethode

Die Auswertung der immunhistologischen Farbungen erfolgte qualitativ und se-
miquantitativ. Hierzu wurde je nach verwendetem Antikorper die Lokalisation der
Farbung in der Zelle (nuklear, zytoplasmatisch), die Zahl der gefarbten Epithel-
zellen und die Lage der gefarbten Epithelzellen im Epithelverband (basalstandig,
basales Drittel, Zwei-Drittel-Farbung, vollstandige Epithelfarbung (3/3)) erfasst.
Die Auswertung erfolgte an einem Zeiss Mikroskop (Axioskop 40, Carl Zeiss
Microimaging GmbH, GER) mit unterschiedlichen Vergro3erungsstufen (x1,25;
x2,5; x5; x10; x20; x40).

2.2.4.1 Auswertung der immunhistochemischen Farbung von p16

Bei der immunhistochemischen p16-Farbung wurde der prozentuale Anteil der
gefarbten Epithelzellen, die Intensitat und Lokalisation der Farbung in der Zelle
erfasst. Diese drei Kriterien wurden zu folgenden Kategorien zusammengefasst:
Leichte Farbung, maRiggradige Farbung, starke Farbung, nicht vorhandene Far-

bung, nicht auswertbare Farbung.

Einteilung Prozentualer Intensitat Lokalisation der
der Farbe- Anteil der Farbung
ergebnisse Farbung
Leichte Bis zu 10 % der Schwach Farbung zytoplasmatisch,
Farbung Epithelzellen ge- bis gut nuklear, basal bis in die
farbt sichtbar mittlere Epithelschicht
MaRiggra- Bandartige Far- Gut sichtbar | Farbung zytoplasmatisch,
dige bung bis zu 50 % | bis ausge- nuklear bis in die mittlere
Farbung der Epithelzellen pragt Epithelschicht, teils in su-
perfizielle Epithelschich-
ten
Starke Bandartige Far- Stark aus- Farbung zytoplasmatisch,
Farbung bung bis zu 100 % | gepragt nuklear bis in superfizielle
der Epithelzellen Epithelschichten

Tabelle 15: Kategorisierung der p16-Expressionsmuster
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2.2.4.2 Auswertung der immunhistochemischen Farbung von p53

Bei der immunhistochemischen p53-Auswertung wurde zwischen 3 Farbemus-
tern unterschieden. Als mutationstypische Farbemuster wurden eine Uberex-
pression sowie ein Ausfall der p53-Expression gewertet. Das fur einen Wildtyp
von TP53 sprechende Farbemuster zeigte eine inhomogene Expression in den

Epithelzellen.

2.2.4.3 Auswertung der immunhistochemischen Farbung von MIB-1
Bei der Auswertung der immunhistochemischen MIB-1-Farbung wurde zwischen

Dysplasien und Carcinomen unterschieden.

Die nukleare Expression von MIB-1 im Epithel wurde zur Diagnostik und insbe-
sondere zur Graduierung der Dysplasie herangezogen. Epithel mit einer nur ba-
salstandigen und inhomogenen Expression von MIB-1 wurde als dysplasiefrei
gewertet. Eine bandartige Expression von MIB-1 im Epithel wurde je nach Breite
der Expression im Vergleich zur Epithelhdhe als Dysplasie Grad 1 (basalstandi-
ges Epitheldrittel), als Dysplasie Grad 2 (2/3 der Epithelhdhe) und als Dysplasie
Grad 3 (volle Epithelhéhe) eingestuft. Eine Expression von MIB-1 in nur verein-
zelten Epithelzellen auf unterschiedlicher Epithelhnbhe wurde nicht als dysplasie-
verdachtig gewertet. Eine fehlende Expression von MIB-1 im Epithel wurde als

negatives Farbeergebnis beurteilt.

Bei den Carcinomen wurde der Anteil der nuklear gefarbten Carcinomzellen am

Gesamttumor bestimmt.

2.2.4.4 Auswertung der immunhistochemischen Farbung mit den Antikor-
pern C1P5 (Anti-HPV-E6), BF7 (Anti-HPV-E6) und 8E2 (Anti-HPV-
E7)

Bei der immunhistochemischen Farbung mit dem Antikorperklonen C1P5, BF7

und 8E2 wurde der prozentuale Anteil der gefarbten Epithelzellen, die Intensitat

und Lokalisation der Farbung in der Zelle erfasst. Diese drei Kriterien wurden zu

folgenden Kategorien zusammengefasst: Leichte Farbung, maRiggradige Far-

bung, starke Farbung, nicht vorhandene Farbung, nicht auswertbare Farbung.
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Einteilung der | Prozentualer Intensitat der Lokalisation der

Farbe- Anteil Farbung Farbung
ergebnisse
Leichte Bis zu 10 % der | Sparlich sichtbare | Farbung zytoplas-
Farbung Epithelzellen ge- | Farbung matisch

farbt
MaRiggradige | Bis zu 50 % der | Schwach ausge- | Farbung zytoplas-
Farbung Epithelzellen ge- | pragte Farbung matisch

farbt
Starke Uber 50% der Schwach bis gut | Farbung zytoplas-
Farbung Epithelzellen ge- | sichtbar ausge- matisch

farbt pragte Farbung

Tabelle 16: Kategorisierung der Expression mit den Antikérperklonen C1P5, BF7, 8E2

2.2.4.5 Auswertung der immunhistochemischen Farbung mit dem Anti-
korper K1H8 (Anti-HPV-L1)

Bei der immunhistochemischen Farbung mit dem Antikorperklon K1H8 wurde der

prozentuale Anteil der gefarbten Epithelzellen, die Intensitat und Lokalisation der

Farbung in der Zelle erfasst. Diese drei Kriterien wurden zu folgenden Kategorien

zusammengefasst: Leichte Farbung, maliggradige Farbung, starke Farbung,

nicht vorhandene Farbung, nicht auswertbare Farbung.

Einteilung der Prozentualer | Intensitat der Lokalisation der
Farbeergebnisse | Anteil Farbung Farbung
Leichte Bis zu 10 % Sparlich sicht- Farbung zytoplasma-
Farbung der Epithel- bare Farbung tisch oder

zellen gefarbt nuklear
MaRiggradige Bis zu 50 % Schwach aus- Farbung zytoplasma-
Farbung der Epithel- gepragte Far- tisch oder

zellen gefarbt | bung nuklear
Starke Uber 50 % Schwach bis gut | Farbung zytoplasma-
Farbung der Epithel- sichtbar ausge- | tisch oder

zellen gefarbt | pragte Farbung | nuklear

Tabelle 17: Kategorisierung der Expression mit dem Antikbrperklon K1H8
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2.2.5 Kontrollgewebe

2.2.5.1 Zelllinien

Zur Negativkontrolle fur die HPV-spezifischen Antikdrper (Klon C1P5 (Abcam,
UK), Klon BF7 (Abcam, UK), Klon 8E2 (Abcam, UK), Klon K1H8 (Abcam, UK))
wurden die HPV-negativen Mammacarcinomzelllinien SKBR3 und MCF7 ver-

wendet.

Als Positivkontrolle fur HPV wurde die HPV18-positive HeLa-Plattenepithelcarci-
nomzelllinie verwendet, welche nachweislich die HPV-18-Onkoproteine E6 und
E7 und das HPV18-Hauptkapsidprotein L1 exprimiert (Xiao et al. 2015). Diese

drei Zelllinien lagen als Paraffinzellblock vor.

2.2.5.2 TMA-Kontrollblock K01

Als Positivkontrolle fur die HPV-spezifischen Antikdrper wurde der TMA K01 mit
ausgewahlten Fallen von bereits mittels PCR untersuchten Plattenepithel- und
Adenocarcinomen mit positivem Nachweis von HPV 16, HPV 18 und HPV 56
angefertigt, um die Funktion der Klone zu testen, das heif3t um die Antikoérper flr
die nachfolgenden Farbungen zu etablieren. In dem TMA K01 wurden 7 Plat-
tenepithelcarcinome mit insgesamt 9 Cores und 3 Adenocarcinome mit insge-
samt 4 Cores eingebracht. In 2 der 7 Plattenepithelcarcinome konnte mittels PCR
HPV 18 (4 Cores), in 1 Plattenepithelcarcinom HPV 16 (1 Core), in einem weite-
ren Plattenepithelcarcinom HPV 56 (1 Core) nachgewiesen werden. In 3 Plat-
tenepithelkarzinom fand sich kein HPV (3 Cores). In einem Adenocarcinom war
HPV 18 (2 Cores) nachweisbar, in 2 Adenocarcinomen (je 1 Core) gelang kein
HPV-Nachweis. Die Antikorper wurden mit Ausnahme des bereits kommerziell
vorverdinnten Antikoérperklons K1H8 in verschiedenen Verdinnungen (1:25,
1:100, 1:200, 1:300, 1:500) getestet, wobei die jeweiligen ausgetesteten Verdin-
nungen zwischen den jeweiligen Antikorpern variierten. Zusatzlich wurde der
TMA K01 zur Kontrolle der Immunogenitat des Gewebes mit den in der Routine-
diagnostik des Institutes validierten Antikdrper MIB-1 (DAKO, USA), p16 (Cin-

tec/Roche, Schweiz) und p53 (Novocastra, Deutschland) gefarbt.
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2.2.5.3 TMA mit malignen Mesotheliomen
Als Negativkontrolle flr den Antikérperklon K1H8 (Abcam, UK) wurde ferner ein
bereits vorliegender TMA mit malignen Mesotheliomen zum Ausschluss einer un-

spezifischen Farbung verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Validierung der angewandten TMA-Technik

3.1.1 Zelllinien HeLa, SKBR3 und MCF7

Eine Kontrolle der Antigenitat der verwendeten Zelllinien im Rahmen dieser Stu-
die war nicht notwendig, da diese Paraffinzellblocks der Zelllinien im Rahmen
der Routinediagnostik im Institut flir Pathologie taglich Verwendung finden und

dem Qualitatsmanagement des immunhistochemischen Labors unterliegen.
3.1.2 TMA K01

3.1.2.1 TMA K01 Negativkontrolle

Um eine unspezifische Farbung durch das Detektionssystem OptiView DAB De-
tection Kit ausschliel3en zu kdnnen, wurde der TMA K01, welcher mit ausge-
wahlten Fallen von bereits mittels PCR untersuchten Plattenepithel- und
Adenocarcinomen mit positivem Nachweis von HPV 16 und HPV 18 bestuckt
war, ohne Zugabe des C1P5-Antikérpers bei CC1-Vorbehandlung immunhisto-
chemisch gefarbt. In den Abbildungen 4 und 5 wird die Negativkontrolle gezeigt.

be von C1P5. Kein Nach-

(AT G D
Abbildung 4: TMA K01, Negativkontrolle ohne Zuga
weis einer unspezifischen Farbung. CC1, DAB, x5.
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Abbildung 5: TMA K01, Negativkontrolle ohne Zugabe von C1P5. Kein Nachweis einer unspezifischen

Férbung. CC1, DAB, x290.
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3.1.2.2 Kontrolle der Inmunogenitat des Gewebes in TMA K01
Zur Kontrolle der Immunogenitat der im TMA K01 eingestellten Carcinome
wurde der TMA K01 mittels p16, p53 und MIB1 gefarbt.

Wie aus der Tabelle 18 hervorgeht, zeigten diejenigen Carcinome, bei denen
HPV mittels PCR nachgewiesen worden war, eine kraftige Expression von p16
in 7 Cores. Interessanterweise zeigten auch 3 Cores, bei denen kein HPV nach-
gewiesen werden konnte, eine Expression von p16. Insbesondere aufgrund der

Uberwiegend starken Expression von p16 bei den HPV-positiven Carcinomen

kann somit von einem Erhalt der Antigenitat ausgegangen werden.

(TMAKOT ]

Histopathologische

Diagnose
01-01 PLECA HPV18 ++ wit 30%
01-02 PLECA HPV18 ++ wit 20%
01-03 PLECA HPV18 ++ wit 70%
01-04 PLECA HPV18 ++ wit 50%
02-01 PLECA HPV16 ++ wit 50%
02-02 AC PCR negativ.  ++ wit 20%
02-03 PLECA PCR negativ. = -- VM 5%
02-04 PLECA HPV56 ++ wit 10%
03-01 AC HPV18 ++ wit 25%
kein kein kein
03-02 kein Tumor HPV18 Tumor Tumor Tumor
03-03 PLECA PCR negativ. = -- VM 20%
03-04 AC PCR negativ. = ++ wit 20%
04-01 PLECA PCR negativ  + wi 20%

Tabelle 18: Vergleich der p16-, p53- und MIB-1-Expression bei dem TMA K01 zur Kontrolle der Immuno-
genitét des Gewebes; PLECA= Plattenepithelcarcinom, AC= Adenocarcinom, wt= Wildtyp, VM= Verdacht
auf Mutation im p53-Gen.
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Abbildung 6: TMA KO1. p16-Férbung, DAB, x5.

Abbildung 7: TMA K01, Core 01-03, Plattenepithelcarcinom, HPV 18. Links: p16-Féarbung, Mitte: MIB-1-
Farbung, Rechts: p53-Férbung. x10.
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3.1.3 Validitdt der angewandten TMA-Technik fiir die Studien-TMAs an
den mit Himatoxylin-Eosin (HE) gefdarbten Schnittpraparaten
Insgesamt wurden sechs Studien-TMAs mit insgesamt 216 Cores (100%) mittels
HE gefarbt. 193 Cores (89,4 %) konnten histopathologisch ausgewertet werden.
4 der 23 nicht auswertbaren Cores waren nicht angeschnitten oder abgeschwom-
men, 2 Cores waren aufgerollt und die restlichen Cores bestanden nur aus cer-

vicalem Schleim oder cervicalem Stroma ohne Epithelnachweis.

3.1.3.1 Zahl der nicht auswertbaren Gewebszylinder bei den verschiede-
nen StanzzylindergrofRen

Der Durchmesser der Gewebestanzzylinder fur den TMA 1 und 6 betrug 3 mm.

Im TMA 1 konnten 60 Cores (100 %), im TMA 6 53 Cores (88,3%) ausgewertet

werden. Somit konnten nur 7 Cores (5,8%) von insgesamt 120 Cores (100%) der

TMAs 1 und 6 mit einem Durchmesser der Gewebestanze von 3 mm nicht diag-

nostiziert werden.

Der Durchmesser der Gewebestanzen fur die TMAs 2, 3, 4 und 5 betrug 5 mm.
Im TMA 2 konnte in 17 Cores (70,8 %) durch die HE-Farbung eine Diagnose
gestellt werden. Im TMA 3 war eine diagnostische Auswertung von 19 Cores
(79,2 %) moglich. Fur den TMA 4 lag die Auswertbarkeit bei 21 Cores (87,5 %),
wahrend im TMA 5 in 23 Cores (95,8 %) eine Diagnosestellung erfolgen konnte.
Somit konnten 16 Cores (16,7%) von insgesamt 96 Cores (100%) der TMAs

2 — 5 mit einem Durchmesser der Gewebestanzen 5 mm nicht ausgewertet wer-

den.

3.1.3.2 Korrelation der in der Routinediagnostik und der im Rahmen die-
ser Studie erstellten Diagnosen

Um zu prifen, ob die routinemaRig erstellten Diagnosen auch an den Schnitten

der TMAs nachvollziehbar waren, wurde von den TMAs 1 — 6 ein Schnitt mittels

HE gefarbt und nachbegutachtet.

Von den 193 auswertbaren Cores stimmten in 42 % (81 Cores) der Cores die
Diagnosen nicht Uberein. Bei den nicht Ubereinstimmenden Diagnosen
(81 Cores; 100%) war in 32,1 % (26 Cores) der Cores keine histopathologische
Veranderung im Epithel der Gewebestanzzylinder der TMAs vorhanden.
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In 58 % (112 Cores) der Cores stimmte die anhand der TMAs erstellte Diagnose
mit der in dem Programm ,NX Pasnet Patientendatei“ dokumentierten, in der

Routine erhobenen Diagnose Uberein.

Tabelle 19 zeigt eine Ubersicht der an den Cores der TMAs erstellten histopa-

thologischen Diagnosen mit Angabe ihrer Haufigkeit.

Histopathologische Prozentualer Anteil aller | Fallzahl der einzel-
Befunde auswertbaren Cores nen Diagnosen
(100%) (n=193)

CIN 1 31,6 % 61

Keine Dysplasie 249 % 48

CIN | 18,7 % 36

CIN I 10,9 % 21
Plattenepithelcarcinom 3,1 % 6
Condyloma acuminatum 2,6 % 5

VIN | 1% 2

VIN 1l 1% 2

VIN I 1% 2

VAIN I 0,5 % 1
Sonstige 21 % 4
Unklare Falle 2,6 % 5

Tabelle 19: An den Cores der TMAs erstellte histopathologische Diagnosen mit Angabe ihrer Haufigkeit

3.1.3.3 Korrelation der an der Hamatoxylin-Eosin-Farbung erstellten Diag-

nosen mit der Expression von p16, p53 und MIB1

3.1.3.3.1 Korrelation der HE-Farbung mit der Expression von p16

Eine starke p16-Expression konnte in 61 Cores (31,6%) von insgesamt 193
Cores (100%) nachgewiesen werden. In 13 Cores (6,7 %) wurde eine maliige
Expression detektiert. In 41 Cores (21,2 %) war die p16 Expression schwach
ausgepragt. In 69 Cores (35,8 %) fand sich keine Farbung. In 9 Cores (4,7 %)

war keine Auswertung aufgrund von fehlendem Epithel maglich.
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Tabelle 20 zeigt die bei den einzelnen Diagnosen erhobene Expression von p16.

Pathologische Anzahl
Befunde Falle negativ schwach
70,5%
CIN 1 61 0% (0) 9,8% (6) 13,1% (8) 6,6% (4) (43)
68,6%
Keine Dysplasie 48 12,5% (6) (33) 16,7% (8) 2,1% (1) 0% (0)
44,4% 30,6%
CIN | 36 5,6% (2) (16) (11) 13,9% (5) 5,6% (2)
CINI 21 4,8% (1) 23,8% (5) 28,6% (6) 4,8% (1) 38,1% (8)

PLECA 6 0% (0) 0% (0) 0% (0) 0% (0) 100% (6)
Condyloma acuminatum 5 0% (0) 80% (4) 20% (1) 0% (0) 0% (0)
Unklare Falle 5 0% (0) 20% (1) 60%(3) 20% (1) 0% (0)
Sonstige 4 0% (0) 100% (4) 0% (0) 0% (0) 0% (0)
VIN | 2 0% (0) 0% (0) 100% (2) 0% (0) 0% (0)
VIN Il 2 0% (0) 0% (0) 100% (2) 0% (0) 0% (0)
VIN III 2 0% (0) 0% (0) 0% (0) 0% (0) 100% (2)

VAIN I 1 0% (0) 0% (0) 0% (0) 100% (1) 0% (0)
Tabelle 20: Anhand der HE-Férbung erhobene pathologische Diagnosen in Korrelation zur p16-Expression

In der Mehrzahl der Falle korrelierte die p16-Expression mit dem dazugehdrigen
Dysplasiegrad (Abbildungen 8 — 10). Bei manchen Cores fand sich jedoch eine
geringere oder sogar fehlende Expression von p16, als aufgrund der morpholo-
gischen Dysplasie-Beurteilung zu erwarten war (Abbildung 11 — 14). Mdglicher-
weise liegt der geringeren Expression eine artifizielle Gewebsschadigung mit
Herabsetzung der Immunogenitat des Gewebes zugrunde. So zeigten z.B. 6
Cores (9,8 %) mit einer CIN Il keine p16-Expression (Abbildung 15). Dartber
hinaus zeigten 8 Cores (16,7%) bzw. 1 Core (2,1%) trotz eines fehlenden Dys-
plasienachweises in der HE-Farbung eine schwache bzw. maRiggradige Expres-
sion von p16 (Abbildung 16). 33 Cores von den insgesamt 193 Cores (68,6%)
wiesen bei HE-morphologisch fehlendere Dysplasie wiesen — wie zu erwarten

war - keine p16 Expression auf (Abbildung 17).

63



Abbildung 8: CIN I. p16-Férbung, DAB, 15-fache
Vergréerung.

Abbildung 10: CIN Ill. p16-Farbung, DAB, 20-fa-
che VergréBerung.
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Abbildung 9: VIN II. p16-Farbung, DAB, 15-fache
VergréBerung.



Abbildung 11: CIN Ill, HPV 74, méglicherweise Abbildung 12: CIN Ill, superfizielle Epithelschich-
herabgesetzte Immunogenitét des Gewebes. ten mit ausbleibender Férbung. p16-Férbung,
p16-Farbung, DAB, x40. DAB, 20-fache Vergrél3erung.

Abbildung 13: VAIN I, méglicherweise herabge- Abbildung 14: CIN Ill, méglicherweise herabge-
setzte Immunogenitét des Gewebes. p16-Féar- setzte Immunogenitdt des Gewebes. p16-Fér-
bung, DAB, 15-fache Vergréerung. bung, DAB, 25-fache Vergré3erung.
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Abbildung 15: CIN IIl, HPV 18, keine Farbung. Abbildung 16: keine Dysplasie, HPV 6, schwache
p16-Férbung, DAB, x40. p16-Expression. p16-Férbung, DAB, x20.

Abbildung 17: keine Dysplasie, HPV 18, keine
Férbung. p16-Farbung, DAB, x20.

3.1.3.3.1.1 Korrelation der p16-Farbung mit den HPV- Typen
Zur Vereinfachung der Darstellung der Ergebnisse wurden die HPV-Typen in fol-
gende Kategorien unterteilt: HR-Typen, LR-Typen, intermediare Typen, Mischin-

fektionen und unklare Falle (positiver HPV-Nachweis bei frustraner Typisierung).

Von den insgesamt 193 auswertbaren Cores fanden sich in 109 Cores (56,5 %)
HR-HPV-Typen, in 51 Cores (26,6 %) LR-HPV-Typen, in 12 Cores (6,2 %)
Mischinfektionen, in 9 Cores (4,7 %) keine HP-Viren und in 6 Cores (3,1%) inter-
mediare HP-Viren. In ebenfalls 6 Cores (3,1%) konnte HPV nachgewiesen wer-
den, wobei jedoch eine eindeutige Typisierung nicht gelang (unklare Falle).

Tabelle 21 zeigt die HPV-Typen in Korrelation zur p16 Expression.
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Einteilung der keine p16

HPV-Infektionen Auswertung schwach
5,5% 30,3% 11% 7,3% 45,9%
HR (6) (33) (12) (8) (50)
2% 43,1% 39,2% 9,8% 5,9%
LR (1) (22) (20) (5) 3)
8,3% 25% 25% 0% 41,7%
Mischinfektion (1) (3) (3) (0) (5)
11,1% 44.4% 22,2% 0% 22,2%
PCR negativ (1) (4) (2) (0) (2)
0% 66,7% 33,3% 0% 0%
Intermediar (0) (4) (2) (0) (0)
0% 50% 33,3% 0% 16,7%
Unklare Falle (0) (3) (2) (0) (1)

Tabelle 21: HPV-Typen in Korrelation zur p16-Expression

P16 dient, wie in Kapitel 1.4.4.2 beschrieben, als Surrogatmarker fir eine HPV-
Infektion des Epithels. Erwartungsgemal} zeigten viele Cores mit HR-HPV-Typen
eine starke Expression von p16 auf. Jedoch erstaunte die oftmals schwache Ex-
pression von p16 bei einem HR-HPV-Nachweis. Die fehlende Expression von
p16 kdonnte wiederum auf eine herabgesetzte Immunogenitat des Gewebes zu-
ruckgefuhrt werden. Im Gegensatz dazu zeigten 4 Cores (2,1 %) bei negativem
PCR-HPV-Nachweis eine bisweilen starke p16-Expression. Dies zeigen die fol-
genden Abbildungen 18 + 19.

=iy 4] & G B el e L i 05 :
Abbildung 18: CIN Ill, PCR negativ, p16-Férbung Abbildung 19: CIN Ill, PCR negativ, p16-Férbung
kréftig positiv. p16-Farbung, DAB, 15-fache Ver- kréftig positiv. p16-Farbung, DAB, 20-fache Ver-
gréBerung. gréBerung.
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3.1.3.3.2 Korrelation der HE-Farbung mit der Expression von p53

Eine dem p53-Wildtyp entsprechende p53-Expression konnte in 148 Cores
(76,7 %) von insgesamt 193 Cores (100 %) nachgewiesen werden. In 25 Cores
(13 %) fand sich keine Farbung. In 8 Cores (4,1 %) war keine sichere Einschat-
zung der Farbung maoglich. In 12 Cores (6,2 %) war keine Auswertung aufgrund
von fehlendem Epithel méglich. Eine Uberexpression von p53 konnte in keinem

der 193 Cores nachgewiesen werden.

Tabelle 22 zeigt die bei den einzelnen Diagnosen erhobene Expression von p53.

Pathologische Anzahl Keine Unsichere p53- Keine

Befunde Fédlle Auswertung Féille Wildtyp Expression
100 % 67,2%

CIN 1l (61) 1,6% (1) 9,8% (6) (41) 21,3% (13)
100 % 81,3%

Keine Dysplasie (48) 12,5% (6) 0% (0) (39) 6,3% (3)
100 % 77,7%

CIN | (36) 11,1% (4) 0% (0) (28) 11,1% (4)
100 % 71,4%

CIN I (21) 48% (1) 4,8% (1) (15) 19% (4)
100 %

PLECA (6) 0% (0) 0% (0) 100% (6) 0% (0)

Condyloma 100 %

acuminatum (5) 0% (0) 0% (0) 100% (5) 0% (0)
100 %

Unklare Falle (5) 0% (0) 0% (0) 80% (4) 20% (1)
100 %

Sonstige (4) 0% (0) 25% (1)  75% (3) 0% (0)
100 %

VIN | (2) 0% (0) 0% (0) 100% (2) 0% (0)
100 %

VIN Il (2) 0% (0) 0% (0) 100% (2) 0% (0)
100 %

VIN I (2) 0% (0) 0% (0) 100% (2) 0% (0)
100 %

VAIN I (1) 0% (0) 0% (0) 100% (1) 0% (0)

Tabelle 22: Anhand der HE-Farbung erhobene pathologische Diagnosen in Korrelation zur p53-Expression
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3.1.3.3.2.1Korrelation der p53-Farbung mit den HPV-Typen

Um die Darstellung der Ergebnisse zu vereinfachen, erfolgte eine Kategorisie-
rung der HPV-Typen in folgende Gruppen: HR-Typen, LR-Typen, intermediare
Typen, Mischinfektionen sowie unklare Falle (positiver HPV-Nachweis ohne ein-

deutige Typisierung).

Von den insgesamt 193 auswertbaren Cores fanden sich in 109 Cores (56,5 %)
HR-HPV-Typen, in 51 Cores (26,6 %) LR-HPV-Typen, in 12 Cores (6,2 %)
Mischinfektionen, in 9 Cores (4,7 %) keine HP-Viren und in 6 Cores (3,1 %) in-
termediare HP-Viren. In ebenfalls 6 Cores (3,1 %) konnte HPV nachgewiesen

werden, wobei jedoch eine eindeutige Typisierung nicht gelang (unklare Falle).

Die Tabelle 23 zeigt die HPV-Typen in Korrelation zur p53-Expression.

Einteilung der keine unsichere keine
HPV-Infektionen Auswertung Falle Expression
HR 6,4% (7) 7,3% (8) 68,8% (75) 17,4% (19)
LR 3,9% (2) 0% (0) 86,3% (44) 9,8% (5)
Mischinfektion 8,3% (1) 0% (0) 91,7% (11) 0% (0)
PCR negativ 11,1% (1) 0% (0) 77,8% (7) 11,1% (1)
Intermediar 16,7% (1) 0% (0) 83,3% (5) 0% (0)
Unklare Falle 0% (0) 0% (0) 100% (6) 0% (0)

Tabelle 23: HPV-Typen in Korrelation zur p53-Expression

3.1.3.3.3 Korrelation der HE-Farbung mit der Expression von MIB-1

Bei der Auswertung der immunhistochemischen MIB-1-Farbung wurde zwischen
Dysplasien und Carcinomen unterschieden. Die Abbildungen 20 — 23 zeigen
exemplarisch die erwarteten Farbeergebnisse der verschiedenen Dysplasie-
grade und Plattenepithelcarcinome, deren Kategorisierung in Kapitel 2.2.4.3. be-

schrieben wurde.
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Abbildung 20: CIN I, basale Epithelschicht ge- Abbildung 21: CIN I, mittleres Epitheldrittel ge-
férbt. MIB-1-Férbung, DAB, 20-fache Vergré- férbt. MIB-1-Farbung, DAB, 30-fache Vergré-
Berung. Rerung.

Abbildung 22: CIN Ill, superfizielle Epithel- Abbildung 23: PLECA, nukleédre Férbung ein-
schicht gefarbt. MIB-1-Farbung, DAB, 30-fache zelner Zellen. MIB-1-Férbung, DAB, 40-fache
Vergréerung. VergréBerung.
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In 187 Cores (96,9 %) der insgesamt 193 Cores (100 %) wurde eine Dysplasie
diagnostiziert. Von den 187 Cores (100 %) wurde in 14 Cores (7,5 %) in verein-
zelten Zellen eine MIB-1-Expression auf unterschiedlichen Epithelhéhen nachge-
wiesen. In 88 Cores (47,1 %) wurde eine Expression im basalstandigen
Epitheldrittel detektiert. In 23 Cores (12,3 %) wiesen 2/3 der Epithelhdhe eine
MIB-1-Expression auf. In 21 Cores (11,2 %) wurde eine MIB-1-Expression bis in
die superfizielle Epithelzellschicht, das heildt in der gesamten Epithelhdhe nach-
gewiesen. In 25 Cores (13,4 %) fand sich keine Farbung. In 16 Cores (8,6 %) war

keine Auswertung aufgrund von fehlendem Epithel méglich.

In 6 Cores (3,1 %) der insgesamt 193 Cores (100 %) wurden Carcinome diag-
nostiziert. Von den 6 Cores (100 %) waren in allen Cores (6 Cores; 100 %) mehr

als 20% der Carcinomzellen gefarbt.

Tabelle 24 zeigt die bei den einzelnen Diagnosen erhobene Expression von MIB-
1.

Basales Kom-
Pathologi- An- Verein- Drittel plette Keine
sche zahl zelte des 2/3 des Epithel- Auswer-
Befunde Falle Zellen pithels Epithels farung Negativ
100 % 9,8% 27,9% 11,5% 23%  24,6% 3,3%
CIN 1l (61) (6) (17) (7) (14) (15) (2)
Keine 100 % 0% 64,6% 4,2% 2,1% 10,4% 18,8%
Dysplasie (48) (0) (31) (2) (1) (5) (9)
100 % 8,3% 55,6% 11,1% 8,3% 5,6% 11,1%
CINI (36) (3) (20) (4) (3) (2) (4)
100 % 4,8% 66,7% 9,5% 9,5% 4,8% 4,8%
CIN I (21) (1) (14) (2) (2) (1) (1)
Condyloma 100 % 40% 40% 0% 20% 0% 0%
acuminatum (5) (2) (2) (0) (1) (0) (0)
100 % 20% 40% 0% 0% 40% 0%
Unklare Falle (5) (1) (2) (0) (0) (2) (0)
100 % 25% 25% 50% 0% 0% 0%
Sonstige (4) (1) (1) (2) (0) (0) (0)
100 % 0% 50% 50% 0% 0% 0%
VIN | (2) (0) (1) (1) (0) (0) (0)
100 % 0% 0% 100% 0% 0% 0%
VIN I (2) (0) (0) (2) (0) (0) (0)
100 % 0% 0% 100% 0% 0% 0%
VIN I (2) (0) (0) (2) (0) (0) (0)
100 % 0% 0% 100% 0% 0% 0%

VAIN I (1) (0) (0) (1) (0) (0) (0)
Tabelle 24: Anhand der HE-Farbung erhobene pathologische Diagnose in Korrelation zur MIB-1-Expres-
sion.
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Bei manchen Cores fand sich - wie auch bei der p16-Farbung - eine geringere
Expression von MIB-1, als aufgrund der morphologischen Dysplasie-Beurteilung
zu erwarten war. Moglicherweise konnte auch bei der immunhistochemischen
MIB-1 Farbung eine artifizielle Gewebsschadigung mit Herabsetzung der Immu-
nogenitat Ursache fir die geringere Expression sein. Die Abbildungen 24 und 25

veranschaulichen die ausbleibende Expression der oberen Epithelschichten bei

hochgradigen CIN-Lasionen.

Abbildung 24: CIN II, ausbleibende MIB-1-Farbung in den superfiziellen Epithelschichten.
MIB-1-Férbung, DAB, 30-fache Vergréerung.

Abbildung 25: CIN Ill, ausbleibende MIB-1-Férbung in superfiziellen Epithelschichten. MIB-
1-Farbung, DAB, 30-fache Vergréf3erung.
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3.1.3.3.3.1Korrelation der MIB-1-Farbung mit den HPV-Typen
Zur Vereinfachung der Darstellung der Ergebnisse wurden die HPV-Typen in fol-
gende Kategorien unterteilt: HR-Typen, LR-Typen, intermediare Typen, Mischin-

fektionen und unklare Falle (positiver HPV-Nachweis bei frustraner Typisierung).

Von den insgesamt 193 auswertbaren Cores fanden sich in 109 Cores (56,5 %)
HR-HPV-Typen, in 51 Cores (26,6 %) LR-HPV-Typen, in 12 Cores (6,2 %)
Mischinfektionen, in 9 Cores (4,7 %) keine HP-Viren und in 6 Cores (3,1 %) in-
termediare HP-Viren. In ebenfalls 6 Cores (3,1 %) konnte HPV nachgewiesen

werden, wobei jedoch eine eindeutige Typisierung nicht gelang (unklare Falle).

Die Tabelle 25 zeigt die HPV-Typen in Korrelation zur MIB-1-Expression.

Einteilung An- verein- basale mittlere superfi- negativ

der HPV- zahl zelte Schicht Schicht zZielle i

Infektio- Zellen Schicht

nen

HR 100% 7,3% 41,3% 7,3% 11,9% 55% 16,5% 10,1%
(109) (8) (45) (8) (13)  (6) (18) (11)

LR 100% 7,8% 51% 17,6% 11,8% 0% 7,8% 3,9%
(51) (4) (26) 9) (6 (0 (4) (2)

Mischinfek- 100% 0% 25% 33,3% 25% 0% 8,3% 8,3%

tion (12) (0) (3) (4) 3) (0 (1) (1)

PCR 100% 11,1% 556% 11,1% 0% 0% 11,1% 11,1%

negativ 9) (1) (5) (1) 0) (0 (1) (1)

Intermediar 100% 16,7% 66,7% 0% 0% 0% 0% 16,7%

(6) (1) (4) (0) 0 (0 (0) (1)
Unklare 100% 0% 83,3% 0% 0% 0% 16,7% 0%
Falle (6) (0) () (0) 0 (0 (1) (0)

Tabelle 25: HPV-Typen in Korrelation zu der MIB-1-Expression
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3.2 Antikorperklon C1P5 zum Nachweis des HPV 16/18-Onkoproteins E6

3.21 Zelllinien HeLa, SKBR3 und MCF7

Als Positivkontrolle fur HPV18-E6 diente die HelLa -Zelllinie, welche nachweislich
das HPV18-Onkoprotein E6 exprimiert. Als Negativkontrolle und damit zum Aus-
schluss einer unspezifischen Farbung wurden die Zelllinien SKBR3 und MCF7
verwendet. Wie in Abbildung 26 zu erkennen, zeigen die HelLa -Zellen eine starke
zytoplasmatische und nukleare Farbung mit dem C1P5-Antikérper bei CC1-Vor-
behandlung und einer Antikorperverdunnung von 1:100. Jedoch zeigten auch die
SKBR3- und die MCF7-Zelllinien eine ebenso kraftige zytoplasmatische und nuk-
ledre Anfarbung mittels C1P5. Aufgrund der Anfarbung dieser beiden
Mammacarcinomzelllinien kann eine spezifische Anfarbung von E6 in den HelLa
-Zellen nicht mehr postuliert werden. Eine Expression von HPV18-E6 in diesen
beiden Mammacarcinomzelllinien kann ausgeschlossen werden. Der C1P5-Anti-

korper kann somit nicht fur eine spezifische Darstellung von E6 herangezogen

werden.
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Abbildung 26: Links: HeLa -Zellen mit starker nukleérer und zytoplasmatischer Farbung, Mitte und rechts:
SKBR3-und MCF7-Zellen mit starker nukleédrer und zytoplasmatischer Farbung. C1P5-Farbung, CC1
[1:100], x440.
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3.2.2 TMA K01 Vergleich der unterschiedlichen Vorbehandlungen und Ver-
diinnungen
Der Kontroll-TMA K01 wurde mit verschiedenen Verdinnungen des Antikorper-
klons C1P5 bei unterschiedlichen Vorbehandlungen gefarbt. Die Vorbehand-
lung der Schnitte erfolgte mittels Pronase, CC1 und CC2. Der Antikdrperklon
C1P5 wurde in einer Verdinnung von 1:100 mit allen verschiedenen Vorbe-
handlungen, in einer Verdiinnung von 1:200 und 1:300 nur bei Vorbehandlung
mit CC1 getestet.

3.2.2.1 Pronase-Vorbehandlung und 1:100 Verdiinnung

Bei der Vorbehandlung mit Pronase bei einer Verdinnung des Antikorperklons
von 1:100 liel3 sich eine unspezifische zytoplasmatische Farbung in vereinzelten
Zellen in 3 Cores nachweisen (Abbildungen 28 + 29), wobei am ehesten stromale
Zellen oder Entzindungszellen vorlagen. In 10 Cores zeigte sich keine Farbung.

Die Carcinome zeigten keine Farbereaktion (Abbildungen 30 + 31).
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Abbildung 27: Markercore Leber, keine Farbung. C1P5-Féar-
bung, Pronase [1:100], DAB, 40-fache Vergré3erung.
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Abbildung 28: TMA K01, spérliche Zellen positiv. C1P5-Fé&r-
bung, Pronase [1:100], DAB, 40-fache Vergré3erung.

Abbildung 29: TMA K01, spérliche Zellen positiv. C1P5-Fé&r-
bung, Pronase [1:100], DAB, 40-fache Vergré3erung.
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Abbildung 30: TMA K01, Plattenepithelcarcinom, HPV 18, keine
Férbung. C1P5-Férbung, Pronase [1:100], DAB, 40-fache Ver-
grélerung.

Abbildung 31: TMA K01, Adenocarcinom, PCR negativ, keine
Farbung. C1P5-Férbung, Pronase [1:100], DAB, 40-fache Ver-
gréerung.
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3.2.2.2 CC2 mit 1:100 Verdiunnung

Bei der Vorbehandlung mit CC2 bei einer Verdinnung des Antikérperklons von
1:100 fand sich in 13 Cores eine unspezifische Farbung von Endothel, stromalen
Zellen und Erythrozyten (Abbildungen 33 + 34). In 10 Cores wurde eine fokal

schwache Farbung der Tumorzellen nachgewiesen (Abbildungen 33 + 34).

Abbildung 32: Markercore Leber, punktférmige zytoplasmati-

sche Féarbung der Hepatozyten. C1P5-Férbung, CC2 [1:100],
DAB, 40-fache Vergréf3erung.

e ™

Abbildung 33: TMA KO1, PLECA, HPV 18, Tumorzellen fokal
sehr schwach zytoplasmatisch positiv, Endothel positiv. C1P5-
Farbung, CC2 [1:100], DAB, 40-fache VergréBerung.
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Abbildung 34: TMA K01, PLECA, HPV 18, Tumorzellen fokal
schwach positiv, Endothel und Erythrozyten schwach positiv.
C1P5-Féarbung, CC2 [1:100], DAB, 40-fache Vergré3erung.

3.2.2.3 CC1 mit 1:100 Verdinnung

Bei einer Vorbehandlung mit CC1 bei einer Verdinnung des Antikérperklons
C1P5 von 1:100 zeigte sich eine schwach bis maliggradig ausgepragte unspe-
zifische Farbung von Endothel, Fibroblasten und glatter Muskulatur in 13 Cores
(Abbildungen 36 — 39). In 7 Cores wurde eine schwache Farbung von Tumorzel-
len nachgewiesen (Abbildungen 38 — 40).

Fal * 8- w92
Abbildung 35: Markercore Leber, leichte zytoplasmat/sche un-

spezifische Farbung granulér. C1P5-Farbung, CC1 [1:100],
DAB, 40-fache Vergréf3erung.
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ten, Endothel und glatte Muskulatur positiv. C1P5-Férbung,
CC1 [1:100], DAB, 40-fache VergréBerung.

s R i
Abbildung 37: TMA K01, glatte Muskulatur der GefalBwand po-

sitiv, Endothel positiv. C1P5-Farbung, CC1 [1:100], DAB, 40-fa-
che Vergréerung.
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Abbildung 38: TMA K01, PLECA, HPV 18, Endothel zytoplas-

matisch positiv, Tumor fokal zytoplasmatisch schwach positiv.
C1P5-Féarbung, CC1 [1:100], DAB, 40-fache Vergréf3erung.

o

Abbildung 39: TMA K01, Adenocarcinom, HPV 18, Adenocarci-
nomzellen zytoplasmatisch schwach positiv, Stromazellen posi-
tiv. C1P5-Farbung, CC1 [1:100], DAB, 40-fache Vergré3erung.
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Abbildung 40: TMA K01, Adenocarcinom, PCR negativ, zyto-
plasmatische Positivitdt. C1P5-Féarbung, CC1 [1:100], DAB, 40-
fache Vergréerung.

3.2.2.4 CC1 mit 1:200 Verdiinnung

Bei der Vorbehandlung mit CC1 in einer Verdinnung von 1:200 liel3 sich eine
schwache bis maRiggradige unspezifischer Farbung in 13 Cores nachweisen,
wobei insbesondere Endothel, Stroma und Entzindungszellen gefarbt wurden
(Abbildungen 42 + 43). In 8 Cores wurde eine schwache bis maRige Farbung von
Tumorzellen beobachtet (Abbildungen 42 — 45).

Abbildung 41: Markercore Leber, leichte zytoplasmatische un-
spezifische Férbung granuldr. C1P5-Férbung, CC1 [1:200],
DAB, 40-fache VergréBerung.
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Abbildung 42: TMA K01, PLECA, HPV 18, Endothel zytoplas-
matisch positiv, Tumor fokal zytoplasmatisch schwach posi-
tiv.C1P5-Féarbung, CC1 [1:200], DAB, 40-fache Vergréf3erung.

Abbildung 43: TMA K01, Adenocarcinom, HPV 18, Adenocarci-
nom fokal positiv, Stromazellen positiv. C1P5-Férbung, CC1
[1:200], DAB, 40-fache VergréRerung.
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Abbildung 44: TMA K01, Adenocarcinom, PCR negativ, Adeno-
carcinom und Stroma fokal zytoplasmatisch positiv. C1P5-Fér-
bung, CC1 [1:200], DAB, 40-fache Vergré3erung.

Abbildung 45: TMA K01, PLECA, HPV 16, Carcinom fokal

schwach zytoplasmatisch positiv. C1P5-Férbung, CC1 [1:200],
DAB, 40-fache VergréBerung.
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3.2.2.5 CC1 mit 1:300 Verdiinnung

Bei einer Vorbehandlung mit CC1 in einer Verdinnung von 1:300 wurde in

13 Cores eine schwach bis maRig ausgepragte unspezifische Farbung von En-
dothel, Stroma und Entziindungszellen nachgewiesen (Abbildung 47). Eine
schwache bis maliggradige Farbung der Carcinome wurde in 6 Cores festge-
stellt (Abbildung 47 + 48).

Abbildung 46: Markercore Leber, leichte zytoplasmatische un-
spezifische Farbung granuldr. C1P5-Férbung, CC1 [1:200],
DAB, 40-fache Vergréf3erung.

Abbildung 47: TMA K01, Adenocarcinom, PCR negativ, Adeno-
carcinom unterschiedlich stark positiv, Stromazellen ebenfalls
positiv. C1P5-Farbung, CC1 [1:300], DAB, 40-fache Vergrél3e-
rung.
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Abb/ldung 48: TMA K01, PLECA, HPV 16, PLECA fokal

schwach zytoplasmatisch positiv. C1P5-Farbung, CC1 [1:300],
DAB, 40-fache VergréBerung.

Ein spezifisches Farbemuster zur Differenzierung zwischen PCR-negativen und
HPV-positiven Gewebeproben konnte nicht beobachtet werden. Ebenso war

keine Unterscheidung zwischen Adeno- und Plattenepithelkarzinomen maoglich.

Fur die weiteren immunhistochemischen Farbungen wurde die Vorbehandlung
mit CC1 ausgewahlt, da mit CC1 im Gegensatz zu CC2 und Pronase eine zumin-
dest partielle Farbung von Carcinomzellen erreicht werden konnte. Die Verdun-
nung flr den C1P5-Antikorperklon wurde auf 1:100 festgelegt, um keine Signale
zu verlieren, welche evtl. bei einer hoheren Verdinnung nicht mehr dargestellt
worden waren. Die bislang vorliegenden Farbungen am TMA K01 zeigten keine
spezifische Darstellung von HPV-E6, sondern eine weitgehende unspezifische
Farbung von unterschiedlichen Zellen (Endothel, Fibrozyten, glatte Muskulatur,
Plattenepithelcarcinomzellen, Adenocarcinomzellen). Dennoch wurden die
TMAs 1 — 6 mit dem Antikorperklon C1P5 gefarbt, um den Antikdrper an 216
weiteren Gewebeproben zu testen und die am TMA K01 erhobene Aussage der

Unspezifitat der Farbung zu erharten.
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3.2.3 Studien-TMAs

3.2.3.1 Farbung am Epithel

Von den 216 Cores (100 %) der 6 Studien TMAs konnten bei Farbung mit dem
Antikorperklon C1P5 165 Cores (76,4 %) hinsichtlich einer epithelialen Farbung
ausgewertet werden. Eine starke Farbung der Gewebeproben wurde in 157
Cores (95,2 %) nachgewiesen. Eine maRige Farbung wurde in 5 Cores (3 %) und
eine schwache Farbung in 2 Cores (1,2 %) beobachtet. In 1 Core (0,6 %) zeigte
sich keine Farbung. Die Abbildungen 49 — 52 zeigen exemplarisch die Farbeer-

gebnisse mit dem Antikorperklon C1P5.

3.2.3.2 Farbung am Stroma

Eine Auswertung war bei 165 Cores bei der Farbung mit dem Antikérper C1P5
moglich. In 164 Cores (99 %) wurde eine unspezifische Farbung im Stroma (En-
dothel, glatte Muskulatur, Fibrozyten) nachgewiesen. Lediglich 1 Core (1 %) blieb
ohne jeglichen Nachweis einer Farbung. Dabei war die unspezifische Farbung in
154 Cores (93 %) stark, in 6 Cores (4 %) maldig und in 4 Cores (2 %) schwach

ausgepragt.

Die unspezifischen Farbungen zeigten ein stark positives Endothel und Stroma.
Dies wird in den Abbildungen 49 — 52 der C1P5-Farbung verdeutlicht.
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Abbildung 49: Plattenepithel, keine Dysplasie,
HPV 16, Zylinderepithel fast nicht geférbt, Stroma
und Endothel unspezifisch positiv. C1P5-Féar-
bung, CC1 [1:100], DAB, 20-fache Vergré3erung.

Abbildung 51: CIN Ill, HPV 35, unspezifische Fér-
bung in Epithel und Stroma. C1P5-Férbung, CC1
[1:100], DAB, 20-fache VergréRerung.
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Abbildung 50: Verruca vulgaris, HPV 2a, spérli-
che Plattenepithelzellkerne kréftig positiv, fraglich
spezifische Férbung. C1P5-Farbung, CC1
[1:100], DAB, 20-fache VergréBerung.

Abbildung 52: CIN Ill, Mischinfektion HPV 6, 11,
16, Epithel und Stroma gleichermal3en unspezi-
fisch gefarbt. C1P5-Farbung, CC1 [1:100], DAB,
40-fache Vergré3erung.



3.2.3.3 Farbeergebnisse mit high-risk- (HR-) und low-risk- (LR-) HPV-Ty-
pen

165 (76,4 %) der 216 (100 %) mit dem AK C1P5 gefarbten Cores konnten aus-
gewertet werden. In 88 Cores (53,3 %) lag eine Infektion mit einem HR-HPV-Typ
und in 45 Cores (27,3 %) mit einem LR-HPV-Typ vor. In 13 Cores (7,9 %) wurde
eine Mischinfektion mit verschiedenen HPV-Typen nachgewiesen. In 8 Cores
(4,8 %) war das Epithel HPV-PCR negativ, in 6 Cores (3,6 %) war keine eindeu-
tige ldentifizierung des HPV-Typs mdglich und in 5 Cores (3,0 %) lagen interme-
diare HPV-Typen vor.

Die Expression von C1P5 in Korrelation zu den HPV-Typen wird in Tabelle 26

verdeutlicht.

schwach
HR 96,6% (85) 2,3% (2) 1,1% (1) 0% (0)
LR 91,1% (41) 6,7% (3) 2,2% (1) 0% (0)
Mischinfektion 92,3% (12) 0% (0) 0% (0) 7,7% (1)
PCR negativ 100% (8) 0% (0) 0% (0) 0% (0)
Intermediar 100% (5) 0% (0) 0% (0) 0% (0)
Unklare Falle 100% (6) 0% (0) 0% (0) 0% (0)

Tabelle 26: HPV-Typen in Korrelation zur Expression von C1P5
Hervorzuheben ist, dass in alle 8 Cores der HPV-PCR-negativen Proben entge-
gen der Erwartung eine starke Expression bei der Farbung mit dem Antikorper
festgestellt wurde. Die Farbung der HPV-PCR-negativen Proben ist in den Abbil-
dungen 53 — 55 dargestellt.

Daruber hinaus war kein Unterschied der Farbeergebnisse zwischen HR-HPV-
Typen und LR-HPV-Typen zu erkennen (Abbildungen 56 — 59).
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Abbildung 53: CIN I, PCR negativ, Epithel und
Stroma stark positiv. C1P5-Férbung, CC1
[1:100], DAB, 20-fache VergréBerung.

Abbildung 55: CIN Ill, PCR negativ, Epithel und
Stroma positiv. C1P5-Farbung, CC1 [1:100],
DAB, 20-fache Vergré3erung.
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Abbildung 54: CIN Ill, PCR negativ, Epithel und
Stroma stark positiv. C1P5-Férbung, CC1
[1:100], DAB; 20-fache Vergré3erung.



Abbildung 56: Keine Dysplasie, HPV 16, Stroma Abbildung 57: CIN I, HPV 70, unspezifische Fér-
und Endothel positiv. C1P5-Férbung, CC1 bung in Epithel und Stroma. C1P5-Farbung, CC1
[1:100], DAB, 20-fache Vergréerung. [1:100], DAB, 15-fache Vergré3erung.

Abbildung 58: CIN II, HPV 6, Epithel und Stroma Abbildung 59: CIN Ill, HPV 33, unspezifische Fér-

gleichermal3en geférbt. C1P5-Farbung, CC1 bung in Epithel und Stroma. C1P5-Farbung, CC1
[1:100], DAB, 10-fache Vergréerung. [1:100], DAB, 20-fache VergréRerung.
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Der Antikorperklon C1P5 soll gemal® der Herstellerangaben spezifisch das
HPV 16- und HPV 18-E6-Protein nachweisen. In 19 Cores (11,5 %) wurde eine
HPV-PCR-Analyse mit positivem Nachweis von HPV 16 durchgefuhrt. In allen
19 Cores zeigte sich eine starke Anfarbung des Epithels. Eine HPV-PCR-Ana-
lyse mit positivem Nachweis von HPV 18 wurde in 14 Cores (8,5 %) durchgefuhrt.
Dabei zeigte sich in 13 Cores eine starke Farbung im Epithel und in 1 Core eine
maRiggradige Anfarbung des Epithels. Diese Anfarbung im Epithel kann jedoch
aufgrund der unspezifischen Farbung der stromalen Gewebsanteile in 164 Cores
(99,3 %) und aufgrund der Epithelanfarbung in HPV-PCR negativen Proben als

nicht spezifisch angesehen werden.

3.2.3.4 Farbeergebnisse mit high-grade squamosen intraepithelialen Lasi-
onen (HSIL) und low-grade squamosen intraepithelialen Lasionen
(LSIL)
165 (76,4 %) der 216 (100 %) mit dem AK C1P5 gefarbten Cores konnten aus-
gewertet werden. In 75 Cores (45,5 %) wurde anhand der HE-Farbung eine HSIL,
in 39 Cores (23,6 %) keine Dysplasie und in 30 Cores (18,2 %) eine LSIL diag-
nostiziert. In 7 Cores (4,2 %) war eine Beurteilung aufgrund fehlenden Gewebes
nicht durchfihrbar. Sonstige Diagnosen wurden mittels HE-Farbung bei 6 Cores
(3,6 %) gestellt, in 5 Cores (3 %) blieb eine Diagnosesicherung aus und ein
PLECA wurde in 3 Cores (1,8 %) diagnostiziert.

Pathologische

Befunde schwach

HSIL 97,3% (73) 1,3% (1) 1,3% (1) 0% (0)
LSIL 96,7% (29) 3,3% (1) 0% (0) 0% (0)
Keine Dysplasie 89,7% (35) 7,7% (3) 2,6% (1) 0% (0)
PLECA 100% (3) 0% (0) 0% (0) 0% (0)
Sonstige 100% (6) 0% (0) 0% (0) 0% (0)
Unklare Falle 100% (5) 0% (0) 0% (0) 0% (0)
Keine Auswertung 85,7% (6) 0% (0) 0% (0) 14,3% (1)

Tabelle 27: pathologische Befunde in Korrelation zu der Expression von C1P5

Aus der Tabelle 27 geht hervor, dass die Expression der Farbung in keinem Zu-
sammenhang mit dem Grad der Dysplasie stand. Diese Beobachtung wird in den
Abbildungen 60 — 70 veranschaulicht.
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Abbildung 60: CIN I, HPV 73, starke Férbung von Abbildung 61: CIN II, HPV 56, partiell starke Fér-

Endothel und Stroma; schwache Epithelfarbung. bung des Oberflachenepithels. C1P5-Féarbung,
C1P5-Férbung, CC1 [1:100], DAB, 15-fache Ver- CC1[1:100], DAB, 20-fache VergréBerung.
grélerung.

Abbildung 62: CIN Ill, Mischinfektion HPV 6, 11, Abbildung 63: VIN I, Mischinfektion HPV 33, 42.

16, 35, 44, starke Farbung von Endothel und Schwache Férbung von Epithel und Stroma.
Stroma. C1P5-Férbung, CC1 [1:100], DAB, 15-fa- C1P5-Férbung, CC1 [1:100], DAB, 15-fache Ver-
che Vergré3erung. gréBerung.
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Abbildung 64: VIN I, HPV 6, unspezifische Féar- Abbildung 65: VIN Ill, HPV 33, unspezifische Fér-
bung in Epithel und Stroma. C1P5-Farbung, CC1 bung in Epithel und Stroma. C1P5-Farbung, CC1
[1:100], DAB, 15-fache VergréRerung. [1:100], DAB. 15-fache Vergré3erung.

Abbildung 66: VAIN I, HPV 56, Epithel und Abbildung 67: PLECA, HPV 45, unspezifische
Stroma gleichermal3en geféarbt. C1P5-Féarbung, Féarbung im Tumor und Stroma. C1P5-Féarbung,
CC1 [1:100], DAB, 15-fache Vergré3erung. CC1 [1:100], DAB, 20-fache VergréBerung.
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Abbildung 68: Condyloma acuminatum, HPV 2,
unspezifische Férbung in Epithel und Stroma.
C1P5-Férbung, CC1 [1:100], DAB, 20-fache Ver-
gréerung.

Abbildung 70: Verruca vulgaris, HPV 2a, spérli-
che Plattenepithelzellkerne kréftig positiv, fraglich
regelhafte Farbung. C1P5-Farbung, CC1 [1:100],
DAB, 20-fache VergréBerung.
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Abbildung 69:Plattenepitheliale Hyperplasie,
Mischinfektion HPV 31, 33, unspezifische Far-
bung in Epithel und Stroma. C1P5-Féarbung, CC1
[1:100], DAB, 20-fache Vergré3erung.



3.3 Antikorperklon BF7 zum Nachweis des HPV-Onkoproteins E6

3.3.1 Zelllinien HeLa, SKBR3 und MCF7

Als Positivkontrolle fir HPV18-E6 diente die HelLa -Zelllinie, welche nachweislich
das HPV18-Onkoprotein E6 exprimiert. Als Negativkontrolle und damit zum Aus-
schluss einer unspezifischen Farbung wurden die Zelllinien SKBR3 und MCF7

verwendet.

Wie in den Abbildungen 71 — 74 zu erkennen, lieR sich in den HelLa -Zellen bei
CC1 Vorbehandlung in allen Antikérperverdiinnungen (1:25, 1:100, 1:200 und

1:500) keine Anfarbung nachweisen.

Die SKBR3- und die MCF7-Zelllinien wiesen in der Verdinnung 1:25 eine sehr
schwache, kaum sichtbare zytoplasmatische Positivitat auf, welche in den Ver-
dinnungen 1:100, 1:200 und 1:500 nicht mehr nachgewiesen werden konnte
(Abbildung 71 — 74).

Abbildung 71: Links: HeLa -Zellen, keine Féarbung, Mitte und rechts: SKBR3- und MCF7-Zellen, schwache
zytoplasmatische Positivitédt. BF7-Farbung, CC1 [1:25], DAB, x440.

Abbildung 72: Links: HelLa -Zellen, keine Farbung, Mitte und rechts: SKBR3- und MCF7-Zellen, keine Far-
bung. BF7-Féarbung, CC1 [1:100], DAB, x440.
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Abbildung 73: Links: HeLa -Zellen, keine Férbung, Mitte und rechts: SBR3- und MCF7-Zellen, keine Far-
bung. BF7-Férbung, CC1 [1:200], DAB, x440.

Abbildung 74: Links: HelLa -Zellen, keine Farbung, Mitte und rechts: SBR3- und MCF7-Zellen, keine Far-
bung. BF7-Férbung, CC1 [1:500], DAB, x440.
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3.3.2 TMA K01 Vergleich der unterschiedlichen Verdiinnungen
Der TMA K01 wurde mit CC1 vorbehandelt und mit dem Antikérper BF7 in den
Verdinnungen 1:25, 1:100, 1:200 und 1:500 gefarbt. In allen Verdiinnungsstufen

waren 4 Cores aufgrund von fehlen dem Tumor nicht auswertbar.

3.3.2.1 CC1 mit 1:25 Verdiinnung

Bei der Vorbehandlung mit CC1 bei einer Verdinnung des Antikdrperklons von
1:25 konnten 9 Cores des Kontroll-TMAs ausgewertet werden. 4 Cores des
TMA KO1 waren aufgrund von fehlendem Tumorgewebe nicht auswertbar. Bei
der Vorbehandlung mit CC1 bei einer Verdiinnung des Antikoérperklons von 1:25
lie® sich eine unspezifische Farbung in 6 Cores des TMA K01 nachweisen. Die
unspezifische Farbung wurde im Stroma, in Plasmazellen und in Fibroblasten
dokumentiert (Abbildungen 76 — 79). Die Carcinome zeigten bis auf 2 sehr
schwach gefarbte Cores keine Farbereaktion (Abbildung 80 — 83).

Abbildung 75: Markercore Leber, keine Farbung.
BF7-Farbung, CC1 [1:25], DAB, 40-fache Vergré-
Berung.
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Abbildung 76: TMA K01, Adenocarcinom, PCR ne-
gativ, unspezifische Férbung im Stroma. BF7-Fér-

bung, CC1 [1:25], DAB, 40-fache Vergré3erung. bung, CC1 [1:25], DAB, 40-fache VergréBerung.

Abbildung 77: TMA K01, Adenocarcinom, HPV 18,
Carcinom negativ, Plasmazellen positiv. BF7-Far-

Abbildung 78: TMA K01, Adenocarcinom, PCR ne- Abbildung 79: TMA K01, Adenocarcinom, PCR

gativ, unspezifische Férbung im Carcinom. BF7- negativ, Stroma unspezifisch geféarbt. BF7-Féar-

Farbung, CC1 [1:25], DAB, 40-fache Vergréf3e- bung, CC1 [1:25], DAB, 40-fache VergréRerung.
rung.
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Abbildung 80: TMA K01, Adenocarcinom, PCR ne-  Abbildung 81: TMA K01, Adenocarcinom, HPV 18,
gativ fiir HPV, sehr schwache, kaum erkennbare

sehr schwache, kaum erkennbare Farbung. BF7-
Férbung. BF7-Férbung, CC1 [1:25], DAB, 40-fache  Férbung, CC1 [1:25], DAB, 20-fache VergréRerung.
VergréRerung.

Abbildung 82: TMA K01, Adenocarcinom, keine

Abbildung 83: TMA K01, HPV 16, PLECA, keine
Férbung. BF7-Férbung, CC1 [1:25], DAB, 40-fache ~ Férbung. BF7-Féarbung, CC1 [1:25], DAB, 40-fache
VergréRerung.

VergréRerung.
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3.3.2.2 CC1 mit 1:100 Verdiinnung
Bei der Vorbehandlung mit CC1 bei einer Verdinnung des Antikdrperklons von
1:100 konnten 9 Cores des Kontroll-TMAs ausgewertet werden. 4 Cores des

TMA KO1 waren aufgrund von fehlendem Tumorgewebe nicht auswertbar. Bei

allen auswertbaren Cores liel3 sich keine Farbung des TMA K01 nachweisen (Ab-
bildungen 85 + 86).

Abbildung 84: Markercore Leber, keine Farbung.
BF7-Férbung, CC1 [1:100], DAB, 40-fache Vergro-
Berung.

Abbildung 85: TMA K01, Plattenepithelcarcinom, Abbildung 86: TMA KO1, Adenocarcinom, HPV 18,
HPV 16, keine Férbung. BF7-Féarbung, CC1 [1:100], keine Férbung. BF7-Farbung, CC1 [1:100], DAB,
DAB, 40-fache VergréBerung. 20-fache Vergré3erung.
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3.3.2.3 CC1 mit 1:200 Verdiinnung

Bei der Vorbehandlung mit CC1 in der Verdinnung 1:200 konnten 9 Cores des
Kontroll-TMAs ausgewertet werden. 4 Cores des TMA K01 waren aufgrund von
fehlendem Tumorgewebe nicht auswertbar. In keinem der auswertbaren Cores
wurde eine Farbung der Carcinome nachgewiesen (Abbildungen 88 — 90). Eine
Farbung im Oberflachenepithel, stromalen Zellen und glatter Muskulatur konnte

in dieser Verdinnung ebenfalls nicht nachgewiesen werden.

Abbildung 87: Markercore Leber, keine Farbung.
BF7-Férbung, CC1 [1:200], DAB, 40-fache Ver-
gréfBerung.
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Abbildung 88: TMA K01, PLECA, HPV 18, keine
Férbung der Tumorzellen. BF7-Féarbung, CC1
[1:200], DAB, 20-fache Vergré3erung.

Abbildung 90: TMA K01, Adenocarcinom, PCR
negativ fiir HPV, keine Férbung des Carcinoms.
BF7-Féarbung, CC1 [1:200], DAB, 20-fache Ver-
gréerung.
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Abbildung 89: TMA K01, Adenocarcinom, HPV
18, keine Férbung des Adenocarcinoms. BF7-
Féarbung, CC1 [1:200], DAB, 20-fache Vergré3e-
rung.



3.3.2.4 CC1 mit 1:500 Verdiinnung

Bei der Vorbehandlung mit CC1 in der Verdinnung 1:500 konnten 9 Cores des
Kontroll-TMAs ausgewertet werden. 4 Cores des TMA K01 waren aufgrund von
fehlendem Tumorgewebe nicht auswertbar. In keinem der auswertbaren Cores
wurde eine Farbung der Carcinome nachgewiesen (Abbildungen 92 — 94). Eine
Farbung in Oberflachenepithel, stromalen Zellen und glatter Muskulatur konnte

in dieser Verdinnung ebenfalls nicht nachgewiesen werden.

Abbildung 91: Markercore Leber, keine Férbung.
BF7-Farbung, CC1 [1:500], DAB, 40-fache Ver-
gréerung.
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Abbildung 92: TMA K01, PLECA, HPV 18, keine Abbildung 93: TMA K01, Adenocarcinom, HPV

Férbung der Tumorzellen. BF7-Farbung, CC1 18, keine Férbung des Adenocarcinoms. BF7-
[1:500], DAB, 20-fache VergréRerung. Féarbung, CC1 [1:500], DAB, 20-fache Vergré3e-
rung.

Abbildung 94: TMA K01, Adenocarcinom, PCR
negativ fiir HPV, keine Farbung des Carcinoms.
BF7-Féarbung, CC1 [1:500], DAB, 20-fache Ver-
gréerung.

FUr die weiteren immunhistochemischen Farbungen wurde die Vorbehandlung
mit CC1 bei einer Verdinnung des AK BF7 von 1:100 gewahlt. Die bislang vor-
liegenden Farbungen am TMA K01 zeigten keine Anfarbung von HPV-EG. Den-
noch wurden die TMAs 1 — 6 mit dem Antikdrperklon C1P5 gefarbt, um den

Antikdrper an 216 weiteren Gewebeproben zu testen.
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3.3.3 Studien-TMAs

3.3.3.1 Farbung am Epithel

Von den 216 Cores (100%) der 6 Studien-TMAs konnten bei Farbung mit dem
Antikorperklon BF7 192  Cores (88,9 %) hinsichtlich einer epithelialen Far-
bung ausgewertet werden. Bei 191 Cores (99,5 %) wurde keine Farbung der Ge-
webeproben im Epithel bzw. Tumorzellen mit dem Antikdrperklon BF7
nachgewiesen. In 1 Core (0,5 %) lag eine schwache nukledre Farbung im Epithel
vor (Abbildung 95).

Abbildung 95: TMA 5, Core 02-01, keine Dysplasie, HPV 66, schwache
nukleére Farbung. BF7-Farbung, CC1 [1:100], DAB, 40-fache Vergré-
Berung.

Das nur in einem Core angefarbte Epithel zeigte keine Dysplasie, keine p16-Ex-
pression, eine p53-Wildtyp-Expression und eine MIB-1-Farbung in der basalen
Zellschicht (Abbildung 96). Die PCR-Analyse ergab eine Positivitat fur HPV 66.
Im Zusammenhang mit der p16-, p53- und MIB-1-Farbung war die Spezifitat der
Farbung bei einem fur diesen AK nicht ausgetesteten HPV-Typ als fraglich zu

werten.
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Abbildung 96: TMA 5, Core 02-01, keine Dysplasie, HPV 66. 40-fache Veergré3erung. Links: p16-Férbung,
Mitte: p53-Férbung, Rechts: MIB-1-Féarbung.

3.3.3.2 Farbung im Stroma

Von den 216 Cores (100 %) der TMAs 1 — 6 konnten bei Farbung mit dem Anti-
korperklon BF7 192 Cores (88,9 %) ausgewertet werden. Bei 189 Cores (98,4 %)
konnte keine Farbung im Stroma der Gewebeproben mit dem AK erzielt werden.
In 3 Cores (1,6 %) zeigte sich eine schwache unspezifische zytoplasmatische
Farbung von Makrophagen und Kollagen im Zytoplasma (Abbildungen 97 — 99).
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Abbildung 97: VIN I, HPV 6, Makrophagen un-
spezifisch zytoplasmatisch positiv. BF7-Férbung,
CC1 [1:100], DAB, 40-fache Vergré3erung.

Abbildung 99: CIN I, HPV 56, Kollagen fokal zyto-
plasmatisch positiv. BF7-Farbung, CC1 [1:100],
DAB, 40-fache Vergréf3erung.
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Abbildung 98: VIN I, HPV 6, Makrophagen un-
spezifisch zytoplasmatisch positiv. BF7-Férbung,
CC1 [1:100], DAB, 40-fache Vergré3erung.



3.3.3.3 Farbeergebnisse mit HR- und LR-HPV-Typen
Da mit dem Antikérperklon BF7 keine Farbung erzielt werden konnte, erfolgte

keine Korrelation der Farbeergebnisse mit HR- und LR-HPV-Typen.

Der Antikorperklon BF7 soll gemald der Herstellerangaben spezifisch das
HPV 18-E6-Protein nachweisen. Die Abbildungen 100 + 101 veranschaulichen
das Ausbleiben der Farbung bei HPV 18 positivem Epithel. Dieses nicht zu er-
wartende Ergebnis weist darauf hin, dass der Antikérper keine valide Farbung

zumindest bei den in dieser Studie verwendeten Gewebeproben liefert.

Abbildung 100: CIN Ill, HPV 18, keine Farbung. BF7-Farbung, CC1 [1:100], DAB, 40-fache
VergréBerung.

Abbildung 101: PLECA, HPV 18, keine Farbung. BF7-Farbung, CC1 [1:100], DAB, 40-fache
VergréBerung.
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3.3.3.4 Farbeergebnisse mit HSIL und LSIL
Aufgrund der ausbleibenden Farbung mit dem Antikoérperklon BF7 wurde keine
Korrelation der Farbeergebnisse mit den pathologischen Befunden vorgenom-

men.
3.4 Antikorperklon 8E2 zum Nachweis des HPV-Onkoproteins E7

3.4.1 Zelllinien HeLa, SKBR3 und MCF7

Als Positivkontrolle fur HPV18-E7 diente die HelLa -Zelllinie, welche nachweislich
das HPV18-Onkoprotein E7 exprimiert. Als Negativkontrolle und damit zum Aus-
schluss einer unspezifischen Farbung wurden die Zelllinien SKBR3 und MCF7
verwendet. Wie in den Abbildungen 102 — 105 zu erkennen, zeigen die Hela -
Zellen bei CC1-Vorbehandlung und den Antikdrperverdiinnungen von 1:25,
1:100, 1:200 und 1:500 eine starke zytoplasmatische Farbung mit dem 8E2-An-
tikdrper. Jedoch zeigten auch die SKBR3- und die MCF7-Zelllinien eine zytoplas-
matische Anfarbung mittels 8E2 in den Verdinnungen 1:25 und 1:100, jedoch
nicht mehr bei den Verdunnungen 1:200 und 1:500 (Abbildungen 104 + 105).
Aufgrund der fehlenden Anfarbung der beiden Mammacarcinomzelllinien SKBR3
und MCF7 in den Verdunnungen 1:200 und 1:500 kann eine spezifische Anfar-
bung von E7 in den HelLa -Zellen postuliert werden, da eine Expression von
HPV18-E7 in diesen beiden Mammacarcinomzelllinien ausgeschlossen werden
kann. Ab einer Verdinnung von 1:200 und daruber konnte der 8E2-Antikorper

seine unspezifischen Farbereaktionen verlieren.
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Abbildung 102: Links: HelLa -Zellen, starke zytoplasmatische und nukleédre Fédrbung mit hoher Intensitét,
Mitte und rechts: SBR3- und MCF7-Zellen mit schwacher unspezifischer zytoplasmatischer Farbung. 8E2-
Férbung, CC1 [1:25], DAB, x440.
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Abbildung 103: Links: HelLa -Zellen, starke zytoplasmatische und nukledre Farbung mit hoher Intensitét,
Mitte und rechts: SKBR3- und MCF7-Zellen mit fokal unspezifischer zytoplasmatischer Farbung. 8E2-Fér-
bung, CC1 [1:100], DAB, x440.

Abbildung 104: Links: HeLa -Zellen, zytoplasmatische Férbung. Mitte und rechts: SKBR3- und MCF7-Zel-
len, keine Férbung. 8E2-Farbung, CC1 [1:200], DAB, x440.

Abbildung 105: Links: HelLa -Zellen, zytoplasmatische Férbung. Mitte und rechts: SKBR3- und MCF7-Zel-
len, keine Farbung. 8E2-Farbung, CC1 [1:500], DAB, x440.
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3.4.2 TMA K01 Vergleich der unterschiedlichen Verdiinnungen

Der Kontroll-TMA K01 wurde mit verschiedenen Verdinnungen des Antikorper-
klons 8E2 gefarbt. Die Vorbehandlung der Schnitte erfolgte mittels CC1 in den
Verdunnungen von 1:25, 1:100, 1:200 und 1:500.

3.4.2.1 CC1 mit 1:25 Verdiinnung

Bei der Vorbehandlung mit CC1 bei einer Verdiinnung des Antikdrperklons von
1:25 konnten 9 Cores des Kontroll-TMAs ausgewertet werden. 4 Cores des
TMA K01 waren aufgrund von fehlendem Tumorgewebe nicht auswertbar. In al-
len auswertbaren 9 Cores fand sich eine unspezifische Farbung von stromalen
Zellen, Entzindungszellen und Endothel (Abbildungen 107 — 111). Die Carci-
nome zeigten in 5 Cores eine Farbereaktion, wobei sowohl HPV-PCR-positive
als auch HPV-PCR-negative Carcinome gefarbt wurden (Abbildungen 107, 108,
110 + 111).
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Abbildung 106: Markercore Leber, unspezifische Abbildung 107: TMA K01, Core 03-04, Adenocar-
zytoplasmatische Férbung. 8E2-Farbung, CC1 cinom, PCR negativ fiir HPV, Epithel stark posi-
[1:25], DAB, 40-fache VergréBerung. tiv, Stroma schwach positiv. 8E2-Farbung, CC1

[1:25], DAB, 20-fache Vergréerung.
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Abbildung 108: TMA K01 Core 03-01, Adenocar-
cinom, HPV 18, Tumor zytoplasmatisch positiv,
unspezifische Férbung des Stromas. 8E2-Far-
bung, CC1 [1:25], DAB, 20-fache Vergré3erung.
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Abbildung 110: TMA K01, Core 02-03, PLECA,
PCR negativ, Epithel, Endothel und Entziin-
dungszellen unspezifisch positiv. 8E2-Farbung,
CC1 [1:25], DAB, 40-fache Vergré3erung.
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Abblldung 109: TMA K01 Core 03-01, Adenocar-
cinom, HPV 18, unspezifische Fdrbung des
Stromas. 8E2-Farbung, CC1 [1:25], DAB, 20-fa-
che Vergré3erung.

Abbildung 111: TMA K01, Core 02-01, PLECA,
HPV 16, unspezifische Tumorepithel- und
Stromaférbung. 8E2-Farbung, CC1 [1:25], DAB,
40-fache Vergré3erung.



3.4.2.2 CC1 mit 1:100 Verdiinnung

Bei der Vorbehandlung mit CC1 bei einer Verdinnung des Antikdrperklons von
1:100 konnten 8 Cores des Kontroll-TMAs ausgewertet werden. 5 Cores des
TMA K01 waren aufgrund von fehlendem Tumorgewebe nicht auswertbar. In al-
len auswertbaren Cores (8 Cores) fand sich eine schwache unspezifische zyto-
plasmatische Farbung von Epithel, Endothel, stromalen Zellen und glatter
Muskulatur (Abbildungen 117 — 121). In 4 Cores wurden Carcinomzellen gefarbt,
wahrend in ebenfalls 4 Cores die Carcinome keine Farbereaktion zeigten (Abbil-
dungen 119 + 121). Ein HPV 18 positives Carcinom (Core 01-02) zeigte eine
starke zytoplasmatische Expression von E7 (Abbildung 116). Ein HPV 16 positi-
ves Carcinom (Core 02-01) zeigte weitgehend nur randstandig eine relativ starke
nukleare Expression von E7 (Abbildung 115). Dieser nur randstandige E7-Nach-
weis kdnnte auf eine schlechte Fixierung und/oder auf einen anderweitigen Ver-
lust der Antigenitat der Carcinomzellen hinweisen. Ein HPV 56 positives
Carcinom (Core 02-04) zeigte eine nur sehr schwache partielle zytoplasmatische
Farbereaktion, welche auch in angrenzenden Entzindungszellen im Stroma
nachweisbar war (Abbildung 114 + 121). Ferner wurden Carcinomzellen stark
zytoplasmatisch angefarbt (Core 3-4), obwohl mittels PCR in diesem Carcinom
kein HPV nachgewiesen werden konnte (Abbildung 113). Der Antikorperklon 8E2
wurde bislang laut der Herstellerangaben nur fur HPV 18 E7-Protein validiert.
Eine Reaktion des Antikdrpers mit HPV 56 E7 ist somit durchaus denkbar. Die
Anfarbung von HPV-negativen Carcinomzellen lasst zunachst an einer Spezifitat
des Antikorpers flir HPV-E7 zweifeln; jedoch kann nicht ausgeschlossen werden,
dass in den Carcinomzellen ein bislang von der PCR nicht erfasster HPV-Typ

vorliegt oder die PCR falschlicherweise negativ wurde.
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Abbildung 112: Markercore Leber, fokale unspe-
zifische zytoplasmatische Farbung. 8E2-Férbung,
CC1 [1:100], DAB, 40-fache Vergré3erung.
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Abbildung 113: TMA K01, Core 03-04, Adenocar-
cinom, PCR negativ, Tumorzellen positiv. 8E2-
Férbung, CC1 [1:100], DAB, 40-fache Vergréf3e-
rung.
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Abbildung 114: TMA K01, Core 02-04, PLECA,
HPV 56, Verhornung schwach positiv. 8E2-Far-
bung, CC1 [1:100], DAB, 40-fache Vergré3erung.



Abbildung 115: TMA K01, Core 02-01, PLECA,
HPV 16, randsténdige relativ starke nukleére
Farbung. 8E2-Féarbung, CC1 [1:100], DAB, 40-fa-
che Vergré3erung.
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Abbildung 117: TMA K01, Core 03-02, Adenocar-
cinom, HPV 18, unspezifische Férbung des

Stromas. 8E2-Farbung, CC1 [1:100], DAB, 40-fa-
che VergréBerung.
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Abbildung 116: TMA K01, Core 01-02, PLECA,
HPV 18, starke Férbereaktion. 8E2-Farbung,
CC1[1:100], DAB, 40-fache Vergréerung.



Abbildung 118: TMA K01, Core 03-03, PLECA,
PCR negativ, unspezifische Farbung. 8E2-Far-
bung, CC1 [1:100], DAB, 40-fache Vergréf3e-
rung.

Abbildung 120: TMA K01, Core 03-04, glatte
Muskulatur zytoplasmatisch schwach geférbt.
8E2-Farbung, CC1 [1:100], DAB, 40-fache Ver-
grélBerung.
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Abbildung 119: TMA K01, Core 02-02, Adeno-
carcinom, PCR negativ, wohl unspezifische Far-
bung im Stroma. BF7-Féarbung, CC1 [1:100],
DAB, 40-fache Vergréerung.
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Abbildung 121: TMA K01, Core 02-04, PLECA,
HPV 56, Tumor negativ, unspezifische Féarbung.
8E2-Férbung, CC1 [1:100], DAB, 40-fache Ver-
gréBerung.



3.4.2.3 CC1 mit 1:200 Verdiinnung

Bei der Vorbehandlung mit CC1 bei einer Verdinnung des Antikdrperklons von
1:200 konnten 9 Cores des Kontroll-TMAs ausgewertet werden. 4 Cores des
TMA KO1 waren aufgrund von fehlendem Tumorgewebe nicht auswertbar. In 3
der auswertbaren Cores wurde eine zytoplasmatische Farbung der Carcinome
dokumentiert (Abbildungen 123 — 125). Ein HPV 18 positives Carcinom (Core 01-
02) zeigte eine maliggradige zytoplasmatische Expression von E7 (Abbildung
123). Ein HPV 18 positives Carcinom (Core 03-01) zeigte eine schwache zyto-
plasmatische Farbereaktion (Abbildung 124). Ferner wurden Carcinomzellen
stark zytoplasmatisch angefarbt (Core 3-4), obwohl mittels PCR in diesem Car-
cinom kein HPV nachgewiesen werden konnte (Abbildung 125). Der Antikorper-
klon 8E2 wurde bislang laut der Herstellerangaben nur fur das HPV 18 E7-Protein
validiert. Die Anfarbung von HPV-negativen Carcinomzellen Iasst zunachst an
einer Spezifitdt des Antikorpers fur HPV-E7 zweifeln; jedoch kann nicht ausge-
schlossen werden, dass in den Carcinomzellen ein bislang von der PCR nicht
erfasster HPV-Typ vorliegt oder die PCR falschlicherweise negativ war. Eine Far-
bung in stromalen Zellen und glatter Muskulatur konnte in dieser Verdinnung

nicht mehr nachgewiesen werden.

Ein HPV 16 positives Carcinom (Core 02-01), welches in der Verdunnung 1:100
eine weitgehend nur randstandig relativ starke nukleare Expression von E7
zeigte, wies in der Verdiinnung 1:200 keine Expression von E7 auf (Abbildung
126). Ferner zeigte ein HPV 56 positives Carcinom (Core 02-04), welches in der
Verdunnung 1:100 eine schwache zytoplasmatische Expression aufzeigte, in
der Verdlinnung 1:200 ebenfalls keine Farbereaktion (Abbildung 127).
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Abbildung 122: Markercore Leber, keine Fér-
bung. 8E2-Farbung, CC1 [1:200], DAB, 40-fache
VergréRerung.

Abbildung 123: TMA K01, Core 01-02, PLECA, Abbildung 124: TMA K01, Core 03-01, Adenocar-
HPYV 18, starke zytoplasmatische Positivitét der cinom, HPV 18, leichte zytoplasmatische Fér-
Tumorzellen. 8E2-Farbung, CC1 [1:200], DAB, bung. 8E2-Féarbung, CC1 [1:200], DAB, 20-fache
40-fache Vergréf3erung. VergréBerung.
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Abbildung 125: TMA K01, Core 03-04, Adenocar-
cinom, PCR negativ, wohl unspezifische Farbung
des Carcinoms. 8E2-Férbung, CC1 [1:200], DAB,
40-fache VergréRerung.

Abbildung 127: TMA K01, Core 02-04, PLECA,
HPV 56, keine Farbung. 8E2-Férbung, CC1
[1:200], DAB, 40-fache Vergré3erung.
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Abbildung 126: TMA K01, Core 02-01, PLECA,
HPV 16, keine Féarbung. 8E2-Férbung, CC1
[1:200], DAB, 40-fache Vergré3erung.



3.4.2.4 CC1 mit 1:500 Verdiinnung
Bei der Vorbehandlung mit CC1 in der Verdinnung 1:500 konnten 9 Cores des
Kontroll-TMAs ausgewertet werden. 4 Cores des TMA K01 waren aufgrund von

fehlendem Tumorgewebe nicht auswertbar.

Ein HPV 18 positives Carcinom (Core 01-02) zeigte eine starke zytoplasmati-
sche Expression von E7 (Abbildung 129). Ein HPV 16 positives Carcinom (Core
02-01) zeigte randstandig eine schwache nukleare Expression von E7 (Abbil-
dung 130). Dieses Carcinom wies in der Verdinnung 1:100 ebenfalls eine weit-
gehend nur randstandig relativ starke nukleare Expression von E7 auf, zeigte
jedoch in der Verdunnung 1:200 keine Expression von E7. Es ist unklar, warum
mit der Verdinnung von 1:200 keine Farbereaktion erzielt werden konnte. Der
nur randstandige E7-Nachweis in den Verdunnungen 1:100 und 1:500 konnte
auf eine schlechte Fixierung und/oder auf einen anderweitigen Verlust der Anti-
genitat der Carcinomzellen hinweisen. Ein HPV 18 positives Carcinom (Core
03-01) zeigte eine zytoplasmatische Farbereaktion (Abbildung 131). Ferner
wurden Carcinomzellen stark zytoplasmatisch angefarbt (Core 3-4), obwohl mit-
tels PCR in diesem Carcinom kein HPV nachgewiesen werden konnte (Abbil-
dung 132). Der Antikorperklon 8E2 wurde bislang laut der Herstellerangaben
nur fur HPV 18 E7-Protein validiert. Die Anfarbung von HPV-negativen Carci-
nomzellen lasst zunachst an einer Spezifitat des Antikorpers fur HPV-E7 zwei-
feln; jedoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass in den Carcinomzellen ein
bislang von der PCR nicht erfasster HPV-Typ vorliegt oder die PCR falschli-

cherweise negativ wurde.

Ferner zeigte ein HPV 56 positives Carcinom (Core 02-04), welches in der Ver-
dinnung 1:100 eine schwache zytoplasmatische Expression aufzeigte, weder in
der Verdunnung 1:200 noch in der Verdunnung 1:500 eine Farbereaktion (Ab-
bildung 133).

Eine Farbung in stromalen Zellen und glatter Muskulatur konnte in dieser Ver-

dinnung nicht mehr nachgewiesen werden.
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Abbildung 128: Markercore Leber, keine Fér-
bung. 8E2-Farbung, CC1 [1:500], DAB, 40-fache
VergréBerung.

Abbildung 129: TMA K01, Core, 01-02, PLECA,
HPV 18, starke zytoplasmatische Positivitdt. 8E2-
Férbung, CC1 [1:500], DAB, 40-fache Vergré3e-
rung.
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Abbildung 130: TMA K01, Core 02-01, PLECA,
HPV 16, randsténdige schwache nukleére Fér-
bung. 8E2-Farbung, CC1 [1:500], DAB, 40-fache
Vergréerung.



Abbildung 131: TMA K01, Core 03-01, Adenocar-
cinom, HPV 18, zytoplasmatische Férbung. 8E2-
Farbung, CC1 [1:500], DAB, 20-fache Vergrél3e-
rung.

Abbildung 133: TMA K01, Core 02-04, PLECA,
HPV 56, keine Farbung. 8E2-Farbung, CC1
[1:500], DAB, 40-fache VergréRerung.
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Abbildung 132: TMA K01, Core 03-04, Adenocar-
cinom, PCR negativ, wohl unspezifische Farbung
des Carcinoms. 8E2-Férbung, CC1 [1:500], DAB,
40-fache Vergréf3erung.



Fur die weiteren immunhistochemischen Farbungen wurde die Vorbehandlung
mit CC1 bei einer Verdunnung des AK 8E2 von 1:100 gewahlt. Die Verdinnung
wurde trotz der Moglichkeit von unspezifischen stromalen Farbungen auf 1:100
festgelegt, um keinen Dysplasie- oder Carcinomfall zu verlieren, bei dem nur eine
sehr schwache Expression von E7 und/oder fixationsbedingt eine Herabsetzung

der Antigenitat vorliegt.

Die Studien-TMAs wurden mit dem Antikorperklon 8E2 gefarbt, um den Antikor-

per an 216 weiteren Gewebeproben zu testen.
3.4.3 Studien-TMAs

3.4.3.1 Farbung am Epithel

Von den 216 Cores (100%) der 6 Studien-TMAs konnten bei Farbung mit dem
Antikérperklon 8E2 (Verdinnung 1:100) 181 Cores (83,8 %) hinsichtlich einer
epithelialen Farbung ausgewertet werden. Eine schwache Farbung des Epithels
wurde in 80 Cores (44,2 %) nachgewiesen. Eine maldige Farbung wurde in
41 Cores (22,7 %) und eine starke Farbung in 24 Cores (13,3 %) beobachtet
(Abbildungen 134 — 143). In 36 Cores (19,9 %) zeigte sich keine Farbung.
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Abbildung 134: CIN I, Mischinfektion HPV 6, 11, Abbildung 135: keine Dysplasie, HPV 73, mé-

16, 35, 42, schwache nukleére basalsténdige Bige, nukledre Férbung der basalen und superfi-
Farbung. 8E2-Farbung, CC1 [1:100], DAB, 40-fa- ziellen Epithelschicht. 8E2-Férbung, CC1 [1:100],
che Vergréf3erung. DAB, 30-fache VergréRerung.

Abbildung 136: CIN Ill, HPV 18, starke zytoplas-
matische und nukledre Féarbung durch alle
Epithelschichten. 8E2-Férbung, CC1 [1:100],
DAB, 40-fache VergréBerung.
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Abbildung 137: keine Dysplasie, HPV 66, fraglich
spezifische Farbung. 8E2-Farbung, CC1 [1:100],
DAB, 40-fache Vergréf3erung.

Abbildung 139: CIN I, HPV 6, Koilozyten stark po-
sitiv. 8E2-Farbung, CC1 [1:100], DAB, 40-fache
VergréBerung.

Abbildung 141: CIN Ill, PCR negativ, sehr schwa-
che basalstédndige nukleére Férbung. 8E2-Fér-
bung, CC1 [1:100], DAB, 40-fache Vergré3erung.

Abbildung 143: CIN Ill, Mischinfektion HPV 6, 11,
16, fraglich spezifische nukledre Farbung. 8E2-
Farbung, CC1 [1:100], DAB, 30-fache Vergréf3e-
rung.
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Abbildung 138: Verruca vulgaris, HPV 2a, fraglich
spezifische Farbung. 8E2-Farbung, CC1 [1:100],
DAB, 40-fache Vergré3erung.

Abbildung 140: Unklare Diagnose, vermutlich
CIN Il, HPV 42, fraglich spezifische nukleére su-
perfizielle Farbung. 8E2-Farbung, CC1 [1:100],
DAB, 40-fache Vergrél3erung.

Abbildung 142: CIN Ill, HPV 18, Férbung der
Dysplasie, Stroma ebenfalls positiv. 8E2-Fér-
bung, CC1 [1:100], DAB, 20-fache Vergré3erung.



In 37 Cores (20,4 %) fand sich eine Farbung im Epithel bei fehlender unspezifi-
scher Farbung im Stroma (Abbildungen 144 — 147). Allerdings wurde sowohl
HPV-PCR negatives Epithel als auch nicht dysplastisches Epithel gefarbt. Ob
diese Anfarbung im Epithel tatsachlich als spezifisch gewertet werden kann,
muss aufgrund der unspezifischen Farbung von Stroma (Endothel, Zylin-
derepithel, Fibrozyten) und Entzindungszellen (Makrophagen, Plasmazellen) in
insgesamt 109 Cores (60,2 %) und aufgrund der Epithelanfarbung in HPV-PCR

negativen Proben angezweifelt werden.

Abbildung 144: Condyloma acuminatum, HPV 2, Abbildung 145: CIN Ill, HPV 56, nukledre Far-

starke superfizielle und schwache basale zyto- bung iiber alle Epithelschichten, Stroma negativ,
plasmatische Férbung, fraglich spezifisch. 8E2- fraglich spezifische Férbung. 8E2-Féarbung, CC1
Farbung, CC1 [1:100], DAB, 20-fache Vergréf3e- [1:100], DAB, 40-fache Vergré3erung.

rung.

Abbildung 146: CIN Ill, HPV 18, nukleédre und zy- Abbildung 147: PLECA, HPV 18, spezifisch er-

toplasmatische Farbung liber alle Epithelschich- scheinende Farbung im Tumor, Stroma negativ.
ten mit schwacher Intensitéat, Stroma negativ, 8E2-Férbung, CC1 [1:100], DAB, 40-fache Ver-
fraglich spezifisch. 8E2-Farbung, CC1 [1:100], gréBerung.

DAB, 40-fache VergréBerung.
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3.4.3.2 Farbung am Stroma

Eine Auswertung war bei 181 Cores bei der Farbung mit dem Antikdrper 8E2
moglich. In 109 Cores (60,2 %) wurde eine unspezifische Farbung im Stroma
(Endothel, Zylinderepithel, Fibrozyten) und in Entziindungszellen (Makrophagen,
Plasmazellen) nachgewiesen (Abbildungen 148 — 152). Dabei war die unspezifi-
sche Farbung in 87 Cores (48,1 %) schwach, in 16 Cores (8,8 %) mafdig und in
6 Cores (3,3 %) stark ausgepragt. In 72 Cores (38,8 %) zeigte sich keine Farbung

im Stroma.

Abbildung 148: VIN II, HPV 6, Makrophagen stark Abbildung 149: PLECA, HPV 18, PLECA stark

positiv. 8E2-Farbung, CC1 [1:100], DAB, 40-fa- zytoplasmatisch und nukleér positiv, Stroma zyto-
che Vergréf3erung. plasmatisch positiv. 8E2-Férbung, CC1 [1:100],

DAB, 40-fache Vergré3erung.

Abbildung 150: CIN Ill, HPV 18, Stroma und Zy- Abbildung 151: PLECA, HPV 16, Blut und En-
linderepithel positiv. Q/:'Z-Farbung, CC1[1:100], dothel positiv. 8E2-Férbung, CC1 [1:100], DAB,
DAB, 20-fache Vergréf3erung. 40-fache VergréRerung.
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Abbildung 152: keine Dysplasie, HPV 56, glatte Musku-
latur der GeféBwand positiv. 8E2-Férbung, CC1 [1:100],
DAB, 20-fache Vergré3erung.

3.4.3.3 Farbeergebnisse mit HR- und LR-HPV-Typen

181 (83,8 %) der 216 (100 %) mit dem AK 8E2 gefarbten Cores konnten ausge-
wertet werden. In 102 Cores (56,4 %) lag eine Infektion mit einem HR-HPV-Typ
und in 49 Cores (27,1 %) mit einem LR-HPV-Typ vor. In 12 Cores (6,6 %) wurde
eine Mischinfektion mit verschiedenen HPV-Typen nachgewiesen. In 9 Cores
(5,0 %) war das Epithel HPV-PCR negativ, in 5 Cores (2,8 %) war keine eindeu-
tige Identifizierung des HPV-Typs mdglich und in 4 Cores (2,2 %) lagen interme-
didre HPV-Typen vor.

Die Expression von 8E2 in Korrelation zu den HPV-Typen wird in Tabelle 28 ver-
deutlicht.

HPV-Typen stark maRig schwach negativ
HR 17,6% (18) 18,6% (19) 40,2% (41) 23,5% (24)
LR 10,2% (5) 34,7%/17) 42,9% (21) 12,2% (6)
Mischinfektion 8,3% (1) 16,7% (2) 50% (6) 25% (3)
PCR negativ 0% (0) 11,1% (1) 66,7% (6) 22,2% (2)
Intermediar 0% (0) 50% (2) 50% (2) 0% (0)
Unklare Fille 0% (0) 0% (0) 80% (4) 20% (1)

Tabelle 28: HPV-Typen in Korrelation zur 8E2-Expression
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Es ist hervorzuheben, dass zwar die meisten stark gefarbten Cores mit einem
HR-HPV-Typen infiziert waren, jedoch der grofite Teil aller HR-HPV-Gewebepro-
ben nur schwach gefarbt wurde. Dartiber hinaus war kein Unterschied der Far-
beergebnisse zwischen HR-HPV-Typen und LR-HPV-Typen zu erkennen. Ferner

wurden sowohl HPV-PCR positives als auch negatives Gewebe gefarbt.

Die Abbildungen 153 — 164 veranschaulichen exemplarisch die verschiedenen
Farbeergebnisse, die bei den unterschiedlichen HPV-Typen beobachtet wurden.

Abbildung 153: keine Dysplasie, HPV 73, schwa- Abbildung 154: CIN I, PCR negativ, schwache
che nukleédre Farbung der basalen und starke nukleére basalsténdige und superfizielle Fér-
nukledre Farbung der superfiziellen Zellschicht. bung. 8E2-Farbung, CC1 [1:100], DAB, 40-fache
8E2-Farbung, CC1 [1:100], DAB, 40-fache Ver- VergréBerung.

gréBerung.

Abbildung 155: CIN I, HPV 91, partiell starke nuk- Abbildung 156: CIN Ill, Mischinfektion 6, 11, 16,
ledre Férbung der basalen und supetrfiziellen nukleére Farbung durch alle Epithelschichten.
Schicht. 8E2-Férbung, CC1 [1:100], DAB, 30-fa- 8E2-Férbung, CC1 [1:100], DAB, 40-fache Ver-
che Vergréerung. gréBerung.

Abbildung 157: CIN Ill, Mischinfektion HPV 6, 11, Abbildung 158: CIN Ill, PCR negativ, schwache
16, 35, 44, nukleédre Farbung der basalen Epithel- nukleére Farbung der basalen Epithelschicht.
schicht. 8E2-Férbung, CC1 [1:100], DAB, 40-fa- 8E2-Férbung, CC1 [1:100], DAB, 40-fache Ver-
che VergréBerung. gréerung.
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Abbildung 159: CIN Ill, HPV 18, nukleére und zy-
toplasmatische Férbung (ber alle Epithelschich-
ten mit schwacher Intensitét, fraglich spezifisch.
8E2-Farbung, CC1 [1:100], DAB, 40-fache Ver-
grélRerung.

Abbildung 160: CIN Ill, HPV 31, starke zytoplas-
matische und nukle&re Féarbung durch alle
Epithelschichten. 8E2-Férbung, CC1 [1:100],
DAB, 40-fache Vergré3erung.

Abbildung 161: CIN Ill, HPV 56, schwache nukle-
&re Farbung durch alle Epithelschichten. 8E2-
Farbung, CC1 [1:100], DAB, 40-fache Vergré3e-
rung.

Abbildung 162: CIN Ill, HPV 16, schwache nukle-
&re Farbung in der basalen Epithelschicht. 8E2-
Farbung, CC1 [1:100], DAB, 40-fache Vergré3e-
rung.

Abbildung 163: Unklare Diagnose, HPV 6, starke
nukleédre Farbung in der superfiziellen Epithel-
schicht. 8E2-Farbung, CC1 [1:100], DAB, 30-fa-
che Vergré3erung.
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Abbildung 164: PLECA, HPV 18, starke zytoplas-
matische und nukledre Farbung, fraglich spezifi-
sche Férbung. 8E2-Farbung, CC1 [1:100], DAB,
40-fache Vergréerung.



Der Antikorperklon 8E2 soll gemal® der Herstellerangaben spezifisch das
HPV 18-E7-Protein nachweisen. In 15 Cores (8,3 %) wurde eine HPV-PCR-Ana-
lyse mit positivem Nachweis von HPV 18 durchgefuhrt. Dabei zeigte sich in
7 Cores eine starke Farbung im Epithel und in 4 Cores eine maRiggradige Anfar-
bung des Epithels. In 1 Core wurde das Epithel schwach gefarbt. Bei ebenfalls
1 Core wurde das Epithel nicht gefarbt. In 2 Cores war die Auswertung aufgrund
von fehlendem Epithel nicht moglich. Die Farbeergebnisse werden in den folgen-
den Abbildungen 165 — 170 dargestellt.

Diese Anfarbung im Epithel lasst eine spezifische Anfarbung von HPV E7 vermu-
ten; aufgrund der teilweise zwar schwachen unspezifischen Farbung im Stroma
(Endothel, Zylinderepithel, Fibrozyten) und Entzindungszellen (Makrophagen,
Plasmazellen) in 109 Cores (60,2 %) und aufgrund der Epithelanfarbung in HPV-

PCR negativen Proben Iasst sich keine endglltige Entscheidung Gber die Spezi-

fitat des Antikorpers treffen.

Abbildung 165: CIN Ill, HPV 18, starkes Farbeer- Abbildung 166: PLECA, HPV 18, starkes Fér-

gebnis. 8E2-Farbung, CC1 [1:100], DAB, 40-fa- beergebnis. 8E2-Farbung, CC1 [1:100], DAB, 40-
che Vergréerung. fache VergréBerung.

Abbildung 167: PLECA, HPV 18, starkes Fér- Abbildung 168: CIN Ill, HPV 18, starkes Farbeer-
beergebnis. 8E2-Farbung, CC1 [1:100], DAB, 40- gebnis. 8E2-Farbung, CC1 [1:100], DAB, 40-fa-

fache Vergré3erung. che VergréBerung.
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Abbildung 169: CIN Ill, HPV 18, méRiges Fér- Abbildung 170: keine Dysplasie, HPV 18, schwa-
beergebnis. 8E2-Farbung, CC1 [1:100], DAB, 20- ches basalstandiges Férbeergebnis. 8E2-Far-
fache VergréBerung. bung, CC1 [1:100], DAB, 40-fache Vergré3erung.

3.4.3.4 Farbeergebnisse mit HSIL und LSIL

181 (83,8 %) der 216 (100 %) mit dem AK 8E2 gefarbten Cores konnten ausge-
wertet werden. In 80 Cores (44,2 %) wurde anhand der HE-Farbung eine HSIL,
in 42 Cores (23,2 %) keine Dysplasie und in 32 Cores (17,7 %) eine LSIL diag-
nostiziert. In 8 Cores (4,4 %) war eine Beurteilung aufgrund fehlenden Gewebes
nicht durchfihrbar. Sonstige Diagnosen (z.B. Epithelhyperplasie) wurden mittels
HE-Farbung bei 8 Cores (4,4 %) gestellt, in 6 Cores (3,3 %) wurde ein PLECA
diagnostiziert und in 5 Cores (2,8 %) konnte keine eindeutige Dysplasiegraduie-
rung erfolgen. Die Tabelle 29 zeigt die pathologischen Befunde in Korrelation zu
der 8E2-Farbung.

Pathologischer Befund stark maRig schwach negativ
HSIL 18,8% (15) 23,8% (19) 40% (32) 17,5% (14)
LSIL 6,3% (2) 18,8% (6) 53,1% (17) 21,9% (7)
Keine Dysplasie 48% (2) 21,4% (9) 50% (21) 23,8% (10)
PLECA 50% (3) 50% (3) 0% (0) 0% (0)
Sonstige 0% (0) 62,5% (5) 37,5% (3) 0% (0)
Unklare Fille 40% (2) 0% (0) 40% (2) 20% (1)
Keine Auswertung 0% (0) 0% (0) 50% (4) 50% (4)

Tabelle 29: pathologische Befunde in Korrelation zu der 8E2-Expression

Die Farbeergebnisse werden in den folgenden Abbildungen 171 — 173 darge-

stellt.
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Abbildung 171: CIN Ill, HPV 56, schwache Férbung in den superfiziellen
Epithelschichten. 8E2-Férbung, CC1 [1:100], DAB; 40-fache Vergréf3erung.

Abbildung 172: CIN I, HPV 6, méRige Farbung. 8E2-Farbung, CC1 [1:100],
DAB, 30-fache Vergrél3erung.

Abbildung 173: CIN I, HPV 91, starke nukledre Farbung des oberen Epitheldrit-
tels und schwache basale Férbung. 8E2-Férbung, CC1 [1:100], DAB, 30-fache
Vergréerung.
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Es war auffallig, dass die Plattenepithelcarcinome mit einer HPV 18 Infektion eine
starke Expression aufwiesen. Die uUbrigen Plattenepithelcarcinome zeigten zwar
eine Farbung, diese war allerdings deutlich geringer ausgepragt. Diese Beobach-
tung wird in den Abbildungen 174 — 176 veranschaulicht.

Abbildung 174: PLECA, HPV 18, starke zytoplasmatische und nukleére
Farbung. 8E2-Férbung, CC1 [1:100], DAB, 40-fache Vergréerung.

Abbildung 175: PLECA, HPV 16, mittelstarke zytoplasmatische Farbung.
8E2-Farbung, CC1 [1:100], DAB, 40-fache Vergréerung.

Abbildung 176: PLECA, HPV 45, mittelstarke zytoplasmatische Féarbung.
8E2-Farbung, CC1 [1:100], DAB, 40-fache VergréRerung.
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Dartber hinaus zeigte sich, dass HPV 18 positives Epithel mit zunehmendem

Dysplasiegrad eine verstarkte E7-Expression aufwies (Abbildungen 177 — 182).

Abbildung 177: keine Dysplasie, HPV 18, schwa- Abbildung 178: keine Dysplasie, HPV 18, méaki-
ches Farbeergebnis. 8E2-Farbung, CC1 [1:100], ges Férbeergebnis. 8E2-Férbung, CC1 [1:100],
DAB, 40-fache VergréBerung. DAB, 40-fache Vergré3erung.

Abbildung 179: CIN Ill, HPV 18, maRiges Fér- Abbildung 180: CIN Ill, HPV 18, starkes Farbeer-
beergebnis. 8E2-Farbung, CC1 [1:100], DAB, 40- gebnis. 8E2-Farbung, CC1 [1:100], DAB, 40-fa-
fache VergréRerung. che VergréBerung.

Abbildung 181: PLECA, HPV 18, starke zytoplas- Abbildung 182: PLECA, HPV 18, starkes Far-
matische und nukleédre Farbung. 8E2-Féarbung, beergebnis. 8E2-Farbung, CC1 [1:100], DAB, 40-
CC1 [1:100], DAB; 40-fache Vergré3erung. fache VergréfBerung.
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3.4.3.5 Herkunft des Gewebes

Bei dem Vergleich der Herkunft der Gewebeproben war festzustellen, dass bei
6 Cores das Gewebe aus der Vulva und nicht aus der Cervix stammte. Von die-
sen 6 Cores zeigten 4 Cores eine mafige, 1 Core eine schwache und ebenfalls

1 Core eine starke Farbung.

Bei den Gewebeproben mit VIN | war 1 Core schwach (Abbildung 183) und in 1

Core maliggradig gefarbt. Alle Proben der VIN Il (2 Cores) waren mafiggradig

gefarbt. Bei der VIN Ill wurde bei 1 Core eine maliggradige und bei 1 Core eine
starke Farbung (Abbildung 184) festgestellt.

T o . ’ ; v &7 ’
Abbildung 183: VIN I, Mischinfektion HPV 33,42, Abbildung 184: VIN Ill, HPV 16, starke Férbung des
schwache basalstédndige nukledre Farbung des Epithels, Stroma ebenfalls positiv. 8E2-Féarbung,

Epithels. 8E2-Férbung, CC1 [1:100], DAB, 20-fache CC1 [1:100], DAB, 20-fache VergréRerung.
VergréBerung.
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3.5 Antikorperklon K1H8 zum Nachweis des HPV-Hauptkapsidproteins L1

3.5.1 Zelllinien HeLa, SKBR3 und MCF7

Als Positivkontrolle flr das HPV18-Hauptkapsidprotein L1 diente die HelLa -Zell-
linie, welche nachweislich das HPV18-Hauptkapsidprotein L1 exprimiert. Als Ne-
gativkontrolle und damit zum Ausschluss einer unspezifischen Farbung wurden
die Zelllinien SKBR3 und MCF7 verwendet. Wie in Abbildung 185 zu erkennen,
zeigten weder die HelLa -Zellen noch die SKBR3- und MCF7-Zellen eine Farbung
mit dem K1H8-Antikorper.

Der K1H8-Antikdrper scheint somit nicht fir eine spezifische Darstellung von L1

geeignet zu sein.
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Abbildung 185: Links: HelLa -Zellen, keine Férbung, Mitte und rechts: SKBR3- und MCF7-Zellen, keine
Farbung. K1H8-Féarbung, CC1, prediluted, DAB, x440.

3.5.2 Negativkontrolle mit einem TMA mit malignen Mesotheliomen

Um die Spezifitat des Antikorperklons K1H8 zu prifen, wurde als Negativkon-
trolle fur K1H8 ein TMA mit 17 Proben von Mesotheliomen gefarbt. Von den
17 Cores wurden bei 16 Cores freiliegende sparliche braune Granula sowie we-
nige Zellen mit fein granularem positivem Zytoplasma dokumentiert. Differential-
diagnostisch konnte die granulare Farbung auf Lipofuszin zurlickgeflhrt werden.
Bei 1 Core wurden keine braunen Granula dokumentiert. Die braunen Granula
sowie die wohl unspezifischen Farbungen werden in den Abbildungen 186 — 193
dargestellt. Insbesondere die fokal zytoplasmatische Farbung in Mesotheliomzel-
len spricht gegen eine Spezifitat des Antikdrperklons K1HS.
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Abbildung 186: TMA Meso, Markercore Leber, Abbildung 187: TMA Meso, Mesotheliom, wenige

wohl eher kein Lipofuszin der Leber, sondern Zellen mit braunem granuldrem Zytoplasma.
eher eine unspezifische Farbung des HPV-Anti- K1H8-Farbung, CC1, prediluted, DAB, 40-fache
kérpers. K1H8-Férbung, CC1, prediluted, DAB, VergréBerung.

40-fache VergréRerung.

Abbildung 188: TMA Meso, Mesotheliom, Braune Abbildung 189: TMA Meso, Mesotheliom, Blut mit
Granula im Zytoplasma einzelner Zellen. K1H8- fraglich unspezifischer Farbung. K1H8-Farbung,
Farbung, CC1, prediluted, DAB, 40-fache Vergro- CC1, prediluted, DAB, 40-fache Vergré3erung.
Berung.
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Abbildung 190: TMA Meso, Mesotheliom, fraglich Abbildung 191: TMA Meso, Mesotheliom, Plas-
unspezifische Féarbung. K1H8-Férbung, CC1, mazelle zytoplasmatisch positiv. K1H8-Farbung,
prediluted, DAB, 40-fache Vergréf3erung. CC1, prediluted, DAB, 40-fache Vergré3erung.

Abbildung 192: TMA Meso, Mesotheliom, fokal Abbildung 193: TMA Meso, Mesotheliom, wenige

wenige Zellen mit zytoplasmatischer Positivitét. Tumorzellen mit feinen braunen Granula. K1H8-
K1H8-Farbung, CC1, prediluted, DAB, 40-fache Férbung, CC1, prediluted, DAB, 40-fache Vergro-
VergroéRerung. Berung.
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3.5.3 TMA K01 Vergleich der unterschiedlichen Verdiinnungen
Da es sich bei dem Antikorper K1H8 um eine vom Hersteller vorverdunnte Lo6-
sung (ready-to-use Antikorper) handelt, wurde auf eine Testung in unterschiedli-

chen Verdunnungen verzichtet.
3.5.4 Studien-TMAs

3.5.4.1 Farbung am Epithel

Von den 216 Cores (100 %) der 6 Studien-TMAs konnten bei Farbung mit dem
Antikorperklon K1H8 180 Cores (83,3 %) hinsichtlich einer epithelialen Farbung
ausgewertet werden. In 124 Cores (68,9 %) zeigte sich keine Farbung. Eine
schwache Farbung wurde in 52 Cores (28,9 %) nachgewiesen. Eine mafige und

eine starke Farbung wurden in je 2 Cores (1,1 %) beobachtet.

Es fiel auf, dass bei héherer Farbeintensitat eine nukleare Farbung der superfi-
Ziellen Epithelschichten nachgewiesen wurde. Eine detaillierte Betrachtung ei-
nes moglichen Expressionsmusters der K1H8-Farbung erfolgt im Kapitel
3.5.4.3.2 dieser Arbeit.

Die Abbildungen 194 — 205 zeigen Farbeergebnisse mit dem Antikdrperkion
K1H8 bei unterschiedlichen pathologischen Diagnosen und HPV-Typen.
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Abbildung 194: Keine Dysplasie, HPV 16, sehr
schwache oberfléchliche nukledre Farbung.
K1H8-Féarbung, CC1, prediluted, DAB, 40-fache
VergréBerung.

Abbildung 195: Keine Dysplasie, PCR negativ,
schwache nukleére Férbung. K1H8-Farbung,
CC1, prediluted, DAB, 40-fache Vergré3erung.
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Abbildung 196: CIN I, HPV 35, starke nukleére
Expression in den superfiziellen Zellen. K1H8-
Farbung, CC1, prediluted, DAB, 40-fache Ver-
grélerung.

Abbildung 198: CIN I, HPV 6, spérliche Einzel-
zellfdrbung. K1H8-Féarbung, CC1, prediluted,
DAB, 40-fache Vergréf3erung.

142

Abbildung 197: CIN I, PCR negativ, starke nuk-
leére Férbung superfizieller Zellen. K1H8-Fér-
bung, CC1, prediluted, DAB, 40-fache
VergréRerung.

Abbildung 199: CIN I, HPV 11, starke nukleére
Expression in den superfiziellen Zellen. K1H8-
Farbung, CC1, prediluted, DAB, 20-fache Ver-
gréBerung.



Abbildung 200: CIN II, HPV 58, oberfldachliche
Féarbung fraglich spezifisch. K1H8-Féarbung, CC1,
prediluted, DAB, 20-fache Vergré3erung.

Abbildung 202: CIN I, HPV 56, oberflachliche
Féarbung. K1H8-Férbung, CC1, prediluted, DAB,
20-fache Vergré3erung.

A ‘? 9 ""‘alz.u .
Abbildung 204: CIN Ill, HPV 16, schwache ober-

flachliche Férbung. K1H8-Féarbung, CC1, predi-
luted, DAB, 40-fache Vergréerung.
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Abbildung 201: CIN Ill, HPV 11, schwache nukle-
&re Farbung der superfiziellen Epithelschicht.
K1H8-Farbung, CC1, prediluted, DAB, 40-fache
VergréBerung.

Abbildung 203: CIN I, Mischinfektion HPV 18,31,
spérliche Zellen oberfldchlich positiv. K1H8-Fér-

bung, CC1, prediluted, DAB, 20-fache Vergré3e-
rung.

Abbildung 205: CIN Ill, HPV 18, starke nukleére
Anférbung der Zellen der mittleren und superfizi-
ellen Schicht. K1H8-Férbung, CC1, prediluted,
DAB, 20-fache VergréBerung.



In 39 Cores (21,8 %) fand sich eine Farbung im Epithel bei fehlender unspezifi-

scher Farbung im Stroma. Die Abbildungen 206 — 212 zeigen Cores, bei denen

der Antikorperklon K1H8 spezifische Farbeergebnisse erzielt haben kdnnte.

Abbildung 206: Plattenepitheliale Hyperplasie,

Mischinfektion HPV 31,33, spérliche schwache
oberflachliche Farbung im Epithel, Stroma nega-
tiv. K1H8-Farbung, CC1, prediluted, DAB, 20-fa-
che Vergréerung.

Abbildung 208: CIN II, Mischinfektion HPV 16,
43, starke nukledre Férbung superfizieller Zellen,
Stroma negativ. K1H8-Farbung, CC1, prediluted,
DAB, 15-fache Vergréf3erung.
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Abbildung 207: Condyloma acuminatum, Mischin-
fektion HPV 6, 11, nukleédre Férbung weniger Zel-
len der superfiziellen Epithelschicht, Stroma
negativ. K1H8-Férbung, CC1, prediluted, DAB,
20-fache Vergrél3erung.
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Abbildung 209: Condyloma acuminatum, HPV 6,
Farbung der Koilozyten, Stroma negativ. K1H8-
Féarbung, CC1, prediluted, DAB, 10-fache Vergré-
Berung.




Abbildung 210: VAIN Il, HPV 56, starke nukleére Abbildung 211: CIN I, HPV 91, schwache nukle-

Zellen der superfiziellen Schicht, Stroma negativ. &re Farbung der superfiziellen Epithelschichten,
K1H8-Féarbung, CC1, prediluted, DAB, 15-fache Stroma negativ. K1H8-Farbung, CC1, prediluted,
VergréRerung. DAB, 20-fache Vergré3erung.

Abbildung 212: CIN Ill, HPV 58, starke nukleére
Farbung superfizieller Zellen, Stroma negativ.
K1H8-Farbung, CC1, prediluted, DAB, 15-fache
Vergréerung.
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3.5.4.2 Farbung am Stroma

Eine Auswertung war bei 180 Cores bei der Farbung mit dem Antikérper K1H8
moglich. 137 Cores (76,1 %) blieben ohne Nachweis einer unspezifischen Far-
bung im Stroma. In 43 Cores (23,9 %) wurde eine schwache unspezifische Far-

bung im Stroma nachgewiesen.

Die unspezifischen Farbungen zeigten eine zytoplasmatische Positivitat einzel-
ner stromaler Zellen und von Zylinderepithel. Dies wird in den Abbildungen
213 — 218 der K1H8-Farbung verdeutlicht.

Abbildung 213: keine Dysplasie, HPV 16, Ver- Abbildung 214: CIN Ill, HPV 18, einzelne Zellen

schmutzung, fraglich unspezifische Férbung. im Stroma positiv. K1H8-Farbung, CC1, predi-
K1H8-Férbung, CC1, prediluted, DAB, 20-fache luted, DAB, 20-fache Vergré3erung.
VergréBerung.

Ty
: 33 - i
Abbildung 215: keine Dysplasie, HPV 73, ober- Abbildung 216: keine Dysplasie, HPV 56, még-
flachliche Férbung im Zylinderepithel. K1H8-Féar- licherweise unspezifische Farbung im Zylin-
bung, CC1, prediluted, DAB, 20-fache derepithel. K1H8-Farbung, CC1, prediluted, DAB,
VergréRerung. 20-fache Vergré3erung.
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Abbildung 217: keine Dysplasie, HPV 11, fraglich Abbildung 218: CIN I, HPV 33, wohl unspezifi-

unspezifische Férbung im Stroma. K1H8-Fér- sche Féarbung in Entziindungszellen des

bung, CC1, prediluted, DAB, 20-fache Vergrél3e- Stromas; im Epithel nur hauchdiinne strichfér-

rung. mige, wohl unspezifische Farbung. K1H8-Fér-
bung, CC1, prediluted, DAB, 20-fache
VergréBerung.

3.5.4.3 Farbeergebnisse mit HR- und LR-HPV-Typen

180 (83,3 %) der 216 (100 %) mit dem AK K1H8 gefarbten Cores konnten aus-
gewertet werden. In 99 Cores (55,0 %) lag eine Infektion mit einem HR-HPV-Typ
und in 50 Cores (27,7 %) mit einem LR-HPV-Typ vor. In 13 Cores (7,2 %) wurde
eine Mischinfektion mit verschiedenen HPV-Typen nachgewiesen. In 9 Cores
(5,0 %) war das Epithel HPV-PCR negativ, in 6 Cores (3,3 %) war keine eindeu-
tige Identifizierung des HPV-Typs mdglich und in 3 Cores (1,7 %) lagen interme-
diare HPV-Typen vor.

Die Expression von K1H8 in Korrelation zu den HPV-Typen wird in Tabelle 30

verdeutlicht.

schwach
HR 2% (2) 1% (1) 23,2% (23) 73,7% (73)
LR 0% (0) 2% (1) 36% (18) 62% (31)
Mischinfektion 0% (0) 0% (0) 30,8%(4) 69,2% (9)
PCR negativ 0% (0) 0% (0) 44,4% (4) 55,6% (5)
Intermediar 0% (0) 0% (0) 66,7% (2) 33,3% (1)
Unklare Fille 0% (0) 0% (0) 16,7% (1) 83,3% (5)

Tabelle 30: HPV-Typen in Korrelation zu der K1H8-Expression

Die Ubersicht verdeutlicht, dass bei HR-HPV-Typen keine erhdhte Farbeexpres-
sion nachgewiesen wurde. Mit 73 Cores (73,7 %) konnte bei dem groften pro-

zentualen Anteil der HR-HPV-Infektionen keine Farbung nachgewiesen werden.
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Auffallig ist, dass die beiden einzigen Cores mit starker Expression HPV18 positiv

waren und mit einer CIN Ill assoziiert waren (Abbildung 219). Zudem wiesen 4

Cores der PCR-negativen Proben entgegen der Erwartung eine schwache Far-
bung auf (Abbildungen 220 — 222).

Abbildung 219: CIN Ill, HPV 18, starke nukleére Abbildung 220: CIN I, PCR negativ, nukleére Fér-
Zellen der mittleren und superfiziellen Schicht. bung superfizieller Zellen. K1H8-Férbung, CC1,
K1H8-Férbung, CC1, prediluted, DAB, 20-fache prediluted, DAB, 40-fache Vergré3erung.
VergréBerung.
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Abbildung 221: keine Dysplasie, PCR negativ, Abbildung 222: CIN I, PCR negativ, spérliche
schwache nukleére Farbung. K1H8-Férbung, oberfléchliche Férbung. K1H8-Féarbung, CC1,

CC1, prediluted, DAB, 40-fache Vergréerung. prediluted, DAB, 40-fache Vergré3erung.
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3.5.4.3.1 Auswertung der von K1H8 erfasste HPV-Typen

Der Antikdrperklon K1H8 soll gemal der Herstellerangaben spezifisch das HPV
6, 11, 16, 18, 31, 33, 42, 51, 52, 56 und 58 L1-Protein nachweisen. Die Tabelle
31 gibt eine Ubersicht der jeweiligen HPV-Typen, die gemaR Herstellerangaben

detektiert werden sollen und der Fallzahl der in dieser Studie analysierten Falle.

HPV-Typen Anzahl
HPV 6 11,1% (20)
HPV 11 4,4% (8)
HPV 16 8,9% (16)
HPV 18 8,9% (16)
HPV 31 6,1% (11)
HPV 33 7,8% (14)
HPV 42 2,8% (5)
HPV 51 1,1% (2)
HPV 52 0,6% (1)
HPV 56 5% (9)
HPV 58 9,4% (17)
Mischinfektionen 11,1 % (20)
alle anderen HPV-Typen 14,4% (26)
PCR negativ 5% (9)
Typisierung nicht méglich 3,3% (6)

Tabelle 31: Ubersicht der Fallzahl der einzelnen nach Herstellerangaben von K1H8 detektierten HPV-Ty-
pen

Um eine Ubersicht tiber die Auspragung der Farbung der einzelnen HPV-Typen
zu erlangen, wurde folgende Ubersicht erstellt (Tabelle 32).

HPV-Typen stark maRig schwach negativ
HPV 6 0% (0) 0% (0) 40% (8) 60% (12)
HPV 11 0% (0) 0% (0) 37,5%(3) 62,5% (5)
HPV 16 0% (0) 0% (0) 37,5% (6) 62,5% (10)
HPV 18 12,5% (2) 0% (0) 6,3% (1) 81,2% (13)
HPV 31 0% (0) 0% (0) 18,2% (2) 81,8% (9)
HPV 33 0% (0) 0% (0) 21,4% (3) 78,6% (11)
HPV 42 0% (0) 0% (0) 20% (1) 80% (4)
HPV 51 0% (0) 0% (0) 0% (0) 100% (2)
HPV 52 0% (0) 0% (0) 0% (0) 100% (1)
HPV 56 0% (0) 0% (0) 44,4% (4) 55,6% (5)
HPV 58 0% (0) 59% (1) 17,6% (3) 76,5% (13)
alle anderen HPV-Typen 0% (0) 3,8% (1) 30,8% (8) 65,4% (17)
PCR negativ 0% (0) 0% (0) 44,4% (4) 55,6% (5)
Typisierung nicht moglich 0% (0) 0% () 16,7% (1) 83,3% (5)

Tabelle 32: von K1H8 zu detektierende HPV-Typen in Korrelation zur K1H8-Expression
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3.5.4.3.2 Expressionsmuster

In 15 Cores der Farbungen mit dem Antikoérperklon K1H8 wurden superfizielle
Zellen mit hoher Intensitat nuklear gefarbt. Es fiel auf, dass jeder der 15 Cores
mit einem HPV-Typen infiziert war, der vom Hersteller fir diesen Antikérper vali-

diert war. Eine héhere Intensitat bei zunehmendem Dysplasiegrad konnte nicht

nachgewiesen werden. Diese Beobachtung zeigen die Abbildungen 223 — 238.

Abbildung 223: Condyloma acuminatum, Mischin-
fektion HPV 6, 11, oberflachliche nukleére Far-
bung. K1H8-Férbung, CC1, prediluted, DAB, 20-

fache Vergré3erung.
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Abbildung 224: keine Dysplasie, HPV 16, ober-
flachliche nukleére Farbung. K1H8-Farbung,
CC1, prediluted, DAB, 40-fache Vergré3erung.
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Abbildung 225: CIN Ill, Mischinfektion, HPV 18,
33, oberflachliche nukledre Féarbung. K1H8-Far-
bung, CC1, prediluted, DAB, 20-fache Vergréi3e-
rung.
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Abbildung 226: CIN I, HPV 6, oberfldchliche nuk-
ledre Farbung. K1H8-Farbung, CC1, prediluted,
DAB, 20-fache Vergré3erung.



Abbildung 227: CIN Ill, HPV 11, oberfldchliche
nukleére Farbung. K1H8-Férbung, CC1, predi-
luted, DAB, 40-fache Vergréf3erung.

Abbildung 229: CIN I, HPV 56, starke nukleére
Farbung superfizieller Zellen. K1H8-Férbung,
CC1, prediluted, DAB, 20-fache Vergré3erung.

Abbildung 231: VIN I, Mischinfektion HPV 33, 42,
starke nukledre Férbung superfizieller Zellen.
K1H8-Farbung, CC1, prediluted, DAB, 15-fache
VergréBerung.
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Abbildung 228: CIN I, HPV 16, oberflachliche
nukleédre Farbung. K1H8-Farbung, CC1, predi-
luted, DAB, 40-fache VergroRerung.

Abbildung 230: CIN Ill, HPV 56, starke nukleére
Féarbung superfizieller Zellen. K1H8-Férbung,
CC1, prediluted, DAB, 40-fache Vergréerung.

Abbildung 232: Unklare Diagnose, vermutlich
CIN I, HPV 42, starke nukledre Farbung superfi-
zieller Zellen. K1H8-Féarbung, CC1, prediluted,
DAB, 40-fache VergréBerung



Abbildung 233: CIN Ill, HPV 58, starke nukleére Abbildung 234: CIN I, Mischinfektion HPV 16,

Férbung superfizieller Zellen. K1H8-Férbung, 43, starke nukledre Férbung superfizieller Zellen.

CC1, prediluted, DAB, 15-fache Vergré3erung. K1H8-Farbung, CC1, prediluted, DAB, 15-fache
Vergréerung.

Abbildung 235: CIN Ill, HPV 18, starke nukleédre Abbildung 236: CIN I, HPV 6, nukle&re Férbung
Férbung der mittleren und superfiziellen Schicht. von Zellen der superfiziellen Epithelschichten.
K1H8-Féarbung, CC1, prediluted, DAB, 20-fache K1H8-Farbung, CC1, prediluted, DAB, 25-fache
Vergréerung. Vergré3erung

Abbildung 237: CIN I, HPV 11, starke nukleére Abbildung 238: VAIN I, HPV 56, starke nukleére
Zellen der supeffiziellen Schicht. K1H8-Férbung, Zellen der superfiziellen Schicht. K1H8-Férbung,
CC1, prediluted, DAB, 20-fache Vergréerung. CC1, prediluted, DAB, 15-fache Vergréerung.
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3.5.4.4 Farbeergebnisse mit HSIL und LSIL

180 (83,3 %) der 216 (100 %) mit dem AK K1H8 gefarbten Cores konnten aus-
gewertet werden. In 80 Cores (44,4 %) wurde anhand der HE-Farbung eine HSIL,
in 39 Cores (21,7 %) keine Dysplasie und in 32 Cores (17,8 %) eine LSIL diag-
nostiziert. In 10 Cores (5,6 %) war eine Beurteilung aufgrund fehlenden Gewebes
nicht durchfihrbar. Sonstige Diagnosen wurden mittels HE-Farbung bei 8 Cores
(4,4 %) gestellt, in 6 Cores (3,3 %) wurde ein PLECA diagnostiziert und in

5 Cores (2,8 %) blieb eine Diagnosesicherung aus.

Die Tabelle 33 zeigt die histopathologischen Befunde in Korrelation zur K1H8-

Expression.

pathologische Befund schwach
HSIL 2,5% (2) 1,3% (1) 27,5% (22) 68,8% (55)
LSIL 0% (0) 3,1% (1) 37,5% (12) 59,4% (19)
Keine Dysplasie 0% (0) 0% (0) 15,4% (6) 84,6% (33)
PLECA 0% (0) 0% (0) 16,7% (1) 83,3% (5)
Sonstige 0% (0) 0% (0) 87,5% (7) 12,5% (1)
Unklare Fille 0% (0) 0% (0) 40% (2) 60% (3)
Keine Auswertung 0% (0) 0% (0) 20% (2) 80% (8)

Tabelle 33: pathologische Befunde in Korrelation zur K1H8-Expression

Tabelle 33 zeigt, dass in den einzigen beiden Cores mit starker Farbung eine
hochgradige Dysplasie nachgewiesen wurde. Jedoch wurde der Grolteil der
HSILs schwach oder nicht gefarbt (Abbildungen 242 + 243). Darlber hinaus
wurde fur alle PLECAs - abgesehen von einem Core mit schwacher Farbung -
keine Anfarbung dokumentiert (Abbildungen 239 — 241). Dies deutet darauf hin,
dass mit der in dieser Studie angewandten Farbemethode und dem vorliegenden
Gewebe kein Zusammenhang zwischen dem Dysplasiegrad und der Intensitat

der Farbung zu erkennen war.
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Abbildung 239: PLECA, HPV 16, keine Farbung. Abbildung 240: PLECA, HPV 18, keine Farbung.
K1H8-Féarbung, CC1, prediluted, DAB, 40-fache K1H8-Férbung, CC1, prediluted, DAB, 40-fache
VergréRerung. VergréBerung.

Abbildung 241: PLECA, HPV 45, leichte zytoplas- Abbildung 242: CIN Ill, HPV 16, keine Féarbung.

matische und nukleédre Farbung. K1H8-Férbung, K1H8-Farbung, CC1, prediluted, DAB, 40-fache
CC1, prediluted, DAB, 40-fache Vergréerung. VergréBerung.

Abbildung 243: CIN Ill, HPV 35, keine Farbung.
K1H8-Féarbung, CC1, prediluted, DAB, 40-fache
VergréRerung.
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3.5.4.5 Herkunft des Gewebes
Bei der Auswertung der Herkunft der Gewebeproben zeigte sich, dass bei

6 Cores das Gewebe aus der Vulva stammte.

Von diesen 6 Cores war in 5 Cores das Epithel nicht gefarbt. Es fiel auf, dass in
3 Cores dieser Gewebeproben eine schwache unspezifische Farbung im Stroma
dokumentiert wurde. Es musste differentialdiagnostisch eine Farbung durch Me-
lanin ausgeschlossen werden. Bei lediglich 1 Core zeigte sich eine schwache
Epithelanfarbung.

Die Abbildungen 244 — 247 zeigen die Farbeergebnisse mit dem Antikdrperklon

K1H8 in den Gewebeproben der Vulva.

Abbildung 244: VIN Ill, HPV 16, schwache zyto- Abbildung 245: VIN I, Mischinfektion HPV 33, 42,
plasmatische Farbung, fraglich unspezifisch. K1H8-  starke nukledre Férbung superfizieller Zellen.
Farbung, CC1, prediluted, DAB, 40-fache Vergré- K1H8-Farbung, CC1, prediluted, DAB, 15-fache
Berung. VergréRerung.

Abbildung 246: VIN Il, HPV 6, zytoplasmatische Abbildung 247: VIN I, HPV 55, zytoplasmatische
Férbung, Makrophagen geférbt. K1H8-F&rbung, F&rbung fraglich unspezifisch. K1H8-F&rbung,
CC1, prediluted, DAB, 20-fache VergréBerung. CC1, prediluted, DAB, 40-fache VergréBBerung.
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4 Diskussion

4.1 Validitat der TMA-Technik

In dieser Studie wurden insgesamt sechs Studien-TMAs mit 216 Cores erstellt
und mittels Immunhistochemie gefarbt. Bei einem Tissue Microarray werden die
zu untersuchenden Gewebeproben mithilfe einer Stanze aus den Donorparaffin-
blécken entnommen und nach einem definierten Koordinatensystem auf dem so-
genannten Empfangerblock platziert (Kononen et al. 1998). Diese Technik dient
dazu, viele Gewebeproben gleichzeitig auf einem Objekttrager zu farben und er-
moglicht dadurch eine schnelle und kostengunstige Begutachtung. Nach Fedor
und De Marzo ist es moglich, bis zu 1000 Gewebeproben auf einem Paraffinblock
mit prazisem Abstandsmuster zu erstellen (Fedor & De Marzo 2005). Das Bestu-
cken von TMAs wird inzwischen meist mithilfe von manuellen oder automatisier-
ten sogenannten Tissue Arrayern vorgenommen, wodurch der Zeitaufwand der
Erstellung verringert wird (Jawhar 2009). Zur Herstellung der TMAs wurde in die-
ser Studie die von Wilkens patentierte Technik (Patenthnummer:
DE 102 03 524 A 1) angewandt (Wilkens 2003). Die Platzierung des Gewebes
erfolgt bei dieser Technik manuell. Als Hilfe zur definierten Positionierung der
Gewebeproben kénnen z.B. mittels computer numerical control (CNC) Bohrma-
schinen vorgebohrte Empfangerblocke verwendet werden (Vogel 2014). Insge-
samt wurden ein Kontroll-TMA mit einem Durchmesser der Gewebestanzzylinder
von 5 mm und 21 Studien-TMAs mit einem Durchmesser der Gewebestanzzylin-
der von 3 mm (3 TMAs) und 5 mm (18 TMAs), erstellt. Die immunhistochemi-
schen Farbungen mit den zu testenden Antikdrpern wurden am Kontroll-TMA und
an 6 Studien-TMAs durchgefuhrt. Der in der Literatur beschriebene ubliche
Stanzzylinderdurchmesser fur TMAs betragt 0,6 mm (Remotti 2013; Simon &
Sauter 2003; Vogel 2014). Bei der Grélkenauswahl der Stanzdurchmesser ist ent-
scheidend, ob damit das Gewebe of interest erfasst werden kann. Um mit hoherer
Wahrscheinlichkeit das Gewebe of interest - in unserem Fall dysplastische
Epithelanteile von Cervix- und Vulvaschleimhaut - zu erfassen, wurden in dieser
Studie die Stanzzylinderdurchmesser grélier gewahlt als in der Literatur Gblich,

in der weitgehend invasive zellreiche Tumoren untersucht werden.
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Von den 216 Cores der 6 Studien-TMAs konnten 23 Cores nicht ausgewertet
werden. Davon waren 4 der 23 Cores nicht angeschnitten oder abgeschwom-
men, 2 Cores waren aufgerollt und die restlichen Cores bestanden nur aus cer-
vicalem Schleim oder cervicalem Stroma ohne Epithelnachweis. Die TMAs mit
einem Stanzzylinderdurchmesser von 3 mm konnten in 7 Cores (5,8 %) nicht
ausgewertet werden. Die TMAs mit einem Stanzzylinderdurchmesser von 5 mm
konnten in 16 Cores (16,7 %) nicht ausgewertet werden. Der geringere Ausfall
der Cores bei einem Stanzzylinderdurchmesser von 3 mm im Gegensatz zu dem
Stanzzylinderdurchmesser von 5 mm deutet darauf hin, dass die Grolke des
Stanzdurchmessers in dieser Studie keine entscheidende Rolle flr die Erfassung
des Gewebes of interest spielte. Der Ausfall der einzelnen Cores war auf die ge-
ringe Menge des verbleibenden Gewebes auf dem Donorblock nach der materi-
alintensiven vorangegangen PCR-Analyse zurlckzufihren. Eine mdgliche
Ablésung von Cores vom doppelseitigen Klebeband beim Aufschmelzen des
TMAs und dem damit verbundenen Verlust von Cores konnte nicht beobachtet
werden. Der Schmelzprozess eines mit Paraffincores bestickten TMAs kann zu
einer festen Verbindung zwischen dem Stanzzylinder aus dem Spenderblock und
dem Paraffin des Empfangerblockes beitragen, wodurch das Ablésen und Auf-
falten von Gewebecores beim Schneiden des TMAs am Mikrotom und Aufziehen
des vom TMA erstellten Schnittes verhindert wird (Vogel 2014).

Im Gegensatz zur Literatur wurden in der vorliegenden Studie die Donorparaffin-
bloécke vor der Entnahme der Stanzzylinder nicht frisch angeschnitten und auf
das Gewebe of interest untersucht, da durch die vorangegangene PCR-Untersu-
chung oft nur noch geringes Restgewebe vorhanden war. Aufgrund dessen war
es oftmals nicht moéglich, die Dysplasien beziehungsweise Carcinome gezielt zu
stanzen. Um zu prufen, ob in den Gewebeschnitten nach der Stanzung eine Dys-
plasie vorlag, wurden alle TMAs mittels HE-Farbung nachbegutachtet. In
193 Cores (89,4 %) war es mdglich, mithilfe der HE-Farbung zu einer histologi-
schen Diagnose zu gelangen. Von den 193 Cores (100 %) stimmten in 81 Cores
(42 %) die am TMA erstellten histopathologischen Diagnosen nicht mit denen der

Routinehistologie Uberein.
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Bei den nicht Ubereinstimmenden Diagnosen (81 Cores; 100 %) fand sich in 26

Cores (32,1 %) im Gegensatz zum Routinebefund keine Dysplasie.

Simon, Mirlacher und Sauter beschreiben, dass bei der Entnahme von zwei oder
drei Stanzzylindern aus einer Gewebeprobe eine hohe Konkordanz der histopa-
thologischen Befunde erreicht werden kann (Simon, Mirlacher & Sauter 2004).
Durch die vorherige HPV-PCR-Analyse war es nicht bei allen Gewebeproben
moglich, mehrere Stanzen zur Sicherung der histopathologischen Befunde zu

entnehmen.

Ferner bestand durch das geringe Restgewebe auf den Spenderblocken die
Moglichkeit, dass kein dysplastisches Epithel oder Carcinom mehr in den Gewe-
beproben enthalten war. Um dem entgegenzuwirken, wurde in dieser Studie der
Stanzzylinderdurchmesser so grol3 gewahlt, dass moglichst viel Gewebe ent-

nommen und untersucht werden konnte.

Eine weitere Einschrankung der Effektivitat der TMA-Technik kann durch die Far-
bung der Proben mit Biomarkern entstehen, die eine Heterogenitat in ihrer Ex-
pression aufweisen (Remotti 2013). Zu den Markern, die nicht homogen
exprimiert werden, gehdéren Ki-67 und p53, wie in den Studien von Chiesa-
Vottero, Rybicki und Prayson und Meresburger et al. beschrieben wird (Chiesa-
Vottero, Rybicki & Prayson 2003; Merseburger et al. 2003). Dies kann zu einer
Abweichung der erwarteten Ki-67- und p53-Expression in der TMA-Analyse im
Vergleich zur Analyse des gesamten Donorparaffinblocks fuhren (Remotti 2013).
Durch den moglichst grofy gewahlten Stanzdurchmesser konnte in der vorliegen-
den Studie ein groReres Areal des Gewebes untersucht und daher eine Hetero-

genitat der Biomarker besser beurteilt werden.

In 112 Cores (58 %) stimmte die Diagnose mit der in dem Programm ,NX_Pas-
net_Patientendatei* dokumentierten Diagnose Uberein. Es wurden in 61 Cores
(31,6 %) eine CIN 111, in 48 Cores (24,9 %) keine Dysplasie, in 36 Cores (18,7 %)
eine CIN I und in 21 Cores (10,9 %) eine CIN Il diagnostiziert. In 6 Cores (3,1 %)
wurde ein Plattenepithelcarcinom, in 5 Cores (2,6 %) ein Condyloma acuminatum
und in je 2 Cores (1 %) eine VIN I, eine VIN Il und eine VIN lll nachgewiesen.
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In 1 Core (0,5 %) wurde eine VAIN Il nachgewiesen. In 4 Cores (2,1 %) wurden
sonstige Diagnosen erhoben und in 5 Cores (2,6 %) war eine eindeutige Diagno-

sesicherung nicht moglich.

Verschiedene Faktoren kdnnen die Diagnostik erschweren. Zum einen fallt die
Klassifizierung der Lasionen selbst gelibten Patholog:innen schwer. Dies zeigt
sich nach Angaben der WHO vor allem bei LSILs und bei moderaten HSILs
(CIN II) (WHO 2020). Die Halfte der Biopsien, die zunachst als LSIL eingestuft
werden, stellen sich bei einem zweiten Gutachten als gutartige entziindliche Plat-
tenepithelien heraus (WHO 2020). Zum anderen beeintrachtigen entztindlich be-
dingte Epithelreaktionen die Unterscheidung zwischen einer HSIL und einer

unreifen Metaplasie mit Atypie (Kamal 2022).

Dartber hinaus erschweren in einigen Lasionen Oberflachenveranderungen mit
Koilozyten die Diagnostik (Kamal 2022). Die Lasionen mit einer ausreifenden
CIN lll haben die Diagnostik in dieser Studie erschwert, wodurch in 5 Cores
(2,6 %) der 193 Cores (100 %) anhand der HE-Farbung keine abschlieRende Di-
agnosesicherung moéglich war. Die Abgrenzung kann in diesen Cores mittels p16-
oder MIB-1-Farbung erfolgen. Dabei spricht eine Expression von p16 oder MIB-
1 in der gesamten Epithelhdhe flur eine high-grade Lasion. Jedoch zeigten
6 Cores (9,8 %) mit einer CIN Il keine p16-Expression. Dartber hinaus wiesen
trotz eines fehlenden Dysplasienachweises in der HE-Farbung 8 Cores (16,7 %)
eine schwache bzw. 1 Core (2,1 %) eine mafiggradige Expression von p16 auf.
Die Diskrepanz in den Farbeergebnissen, bei denen ein Ausfall der p16-Farbung
in den hochgradigen Lasionen festgestellt wurde, kdnnte auf das Alter des Ge-
webes sowie eine herabgesetzte Immunreaktivitat oder praanalytische Gewebe-
schadigung zuruckzufuhren sein. Auf die praanalytischen Gewebeschadigungen

wird im folgenden Abschnitt naher eingegangen.
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4.2 Bedeutung der Praanalytik

Praanalytische Gewebeschaden sind multifaktoriell und kdénnen zu verfalschten
immunhistochemischen Farbeergebnissen fihren. Es kommt zur Zerstérung des
Antigens, wodurch das Binden des Antikorpers nicht mehr gewahrleistet wird. Mit
zunehmendem Grad der Dysplasie ist eine zunehmende MIB-1- und p16-Expres-
sion zu erwarten. Bei einer HSIL ist mit einer bandartigen p16- und MIB-1-Far-
bung bis in superfizielle Epithelschichten zu rechnen (Lin et al. 2003). Allerdings
erscheint das Gewebe in einigen MIB-1- und p16-Farbungen der vorliegenden
Studie artifiziell geschadigt. In einigen Gewebeproben wurde bei high-grade La-
sionen eine fehlende p16- oder MIB-1-Expression insbesondere in den superfizi-
ellen Epithelschichten beobachtet (Abbildung 248 + 249).

Abbildung 248: CIN Ill, ausbleibende p16-Expression in superfiziellen Epithel-
schichten. p16-Férbung, DAB, 20-fache VergréRerung.

Abbildung 249: CIN lll, ausbleibende MIB-1-Farbung in superfiziellen Epithel-
schichten. MIB-1-Fé&rbung, DAB, 30-fache Vergré3erung.
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Abbildung 250: CIN Ill, Expressionsmuster einer IB-1arbung bei IN //,éu-

perfizielle Epithelschicht gefarbt. MIB-1-F&rbung, DAB, 30-fache VergroBe-

rung.

Eine magliche artifizielle Gewebsschadigung in dieser Studie kénnte durch die
Essigsaure entstehen, welche in der Gynakologie bei der kolposkopischen Un-
tersuchung der Cervix auf das Cervixepithel aufgetragen wird (WHO 2020). In-
wieweit die Gewebeproben dieser Studie eine Essigsaurebehandlung erhielten,
liel® sich nicht eruieren; es ist jedoch davon auszugehen. Ferner beschreibt Cu-
riel-Valdés, dass es darlber hinaus bei der anschlieRenden Probenentnahme
(z.B. Gewebsquetschung durch Pinzetten) und der Konservierung zu Fehlern
kommt, die die Qualitat der Proben beeinflusst (Curiel-Valdés 2002). Bei der Kon-
servierung des Gewebes kdnnen sowohl eine Unterfixierung als auch eine Uber-
fixierung ursachlich fir eine herabgesetzte Immmunogenitat sein. Wenn das
Gewebe nicht ausreichend fixiert ist, kommt es zur Autolyse des Gewebes und
damit zur Antigenzerstorung. Bei der Fixierung des Gewebes mit Formalin wer-
den Proteine quervernetzt und damit denaturiert. Bei einer Uberfixierung wird
durch das Formalin die Immunogenitat der Zielstruktur verandert, sodass diese
vom Antikdrper nicht mehr detektiert werden kann. Der Grol3teil der in dieser Stu-
die verwendeten Gewebeproben stammte aus dem Jahr 2002. Eine weitere Ur-
sache flr das Ausfallen einer immunhistochemischen Farbung in dieser Studie
konnte das Alter des Gewebes sein, da auch in einem Paraffinblock insbeson-
dere bei unsachgemaler Lagerung (z.B. zu hohe Luftfeuchtigkeit) eine Geweb-
salterung mit Verlust der Antigenitat eintreten kann. Die in dieser Studie zumeist
kraftige Expression von p16 in den HPV-assoziierten Dysplasien spricht flr eine

erhaltene Immunogenitat des untersuchten Gewebes.
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4.3 Wechselwirkung zwischen dem HPV Onkoprotein E6 und dem Tumor-
suppressorprotein p53 und daraus resultierender Einfluss auf die IHC
Der Einfluss praanalytischer Gewebeschadigungen und die damit verbundene
mogliche herabgesetzte Immunogenitat des Gewebes wurde im vorangegange-
nen Kapitel (Kapitel 4.2) beschrieben. Ferner weist der Biomarker p53 eine He-
terogenitat in der Expression auf (Remotti 2013). Somit kann es sowohl durch
praanalytische Gewebeschadigungen als auch durch die Heterogenitat des Bio-

markers p53 zu einem Ausfallen der immunhistochemischen Farbung kommen.

Neben diesen Ursachen flr eine fehlende Expression des Biomarkers p53 kann
die Wechselwirkung des HPV-Onkoproteins E6 mit dem Tumorsuppressorprotein
p53 fur eine ausbleibende Farbereaktion verantwortlich sein. Das HPV Onkopro-
tein E6 bildet einen Komplex mit der Ubiquitinligase E6AP (Harden & Munger
2017). Dieser Komplex bindet spezifisch an das Tumorsuppressorprotein p53,
wodurch es zu einem Ubiquitin-abhangigen proteolytischen Abbau von p53
kommt (Scheffner et al. 1993). Es ware mdglich, dass in den Cores, in denen
keine Expression von p53 nachgewiesen wurde, E6 den Tumorsuppressor p53
abgebaut hat. Von diesem Zusammenhang und der Moglichkeit eines indirekten
Nachweises von E6 durch p53 berichten Aco-Tlachi et al. in ihrer Studie (Aco-
Tlachi et al. 2018).

In der vorliegenden Studie wurde bei 25 Cores (13 %) der 193 auswertbaren
Cores (100 %) eine ausbleibende p53-Expression bei Vorliegen eines HR-HPV-
Typs im Gewebe nachgewiesen. Allerdings lasst sich nicht abschliel3end klaren,
ob E6 den Tumorsuppressor p53 abgebaut hat. Eine p53-Mutation konnte
- wenngleich wenig wahrscheinlich - ebenso Ursache flr eine fehlende Expres-
sion sein. Demgegenuber stehen in der vorliegenden Studie 148 Cores (76,7 %),
in denen eine dem p53-Wildtyp entsprechende Farbung nachgewiesen wurde. In
8 Cores (4,1 %) war keine sichere Einschatzung der Farbung mdglich. In den
ubrigen 12 Cores (6,2 %) war keine Auswertung aufgrund von fehlendem Epithel

moglich.

162



Die Hypothese, dass eine fehlende p53-Expression in den Basalzellen bei nach-
gewiesener HPV-Infektion ein Surrogatmarker fir die Uberexpression von E6
sein konnte, kann mit letzter Sicherheit erst nach dem Ausschluss einer Mutation
im TP53-Gen bewiesen werden. Bei der vorliegenden Studie wurde keine mole-
kulare Untersuchung der Gewebeproben auf eine p53-Mutation durchgefuhrt. Die
ausfallende Farbung einzelner Gewebeproben kann daher nicht mit Sicherheit

einem proteolytischen Abbau von p53 zugeordnet werden.

4.3.1 Relevanz der Gewebeherkunft bei der p53-Expression

Die Tumorgenese von vulvaren intraepithelialen Neoplasien (VIN) kann Uber
zwei verschiedene Signalkaskaden vorangetrieben werden kann. Zum einen
kann eine VIN HPV-getrieben sein, zum anderen durch eine Mutation im p53-
Gen (Woelber et al. 2021). In dieser Studie wurden insgesamt 6 Cores von in-
traepithelialen Neoplasien der Vulva untersucht. In allen Fallen wurde ein dem
p53-Wildtyp entsprechendes Expressionsmuster beobachtet. Die in der vorlie-
genden Studie ausgewerteten VINs wurden mittels PCR-Analyse positiv auf HPV
getestet, wodurch von einer durch HPV-getriebenen Dysplasie ausgegangen

werden kann.

4.4 Antikorper

In der Literatur finden sich nur wenige Studien, in denen die Detektion der HPV-
Onkoproteine E6 und E7 mittels Immunhistologie (IHC) erfolgte (Lifsics
et al. 2021). Eine Etablierung der in diesen Studien verwendeten Antikorper in
der pathohistologischen Routinediagnostik ist bislang nicht erfolgt. Laut Went-
zensen wird die Entwicklung von Anti-E6- und Anti-E7-Antikorpern durch die ge-
ringe Immunogenitat von E6 und E7 erschwert (Wentzensen 2011). Der
Goldstandard zum Nachweis dieser Onkoproteine ist die in situ Hybridisierung
(ISH) (Outh-Gauer et al. 2019), welche jedoch im Gegensatz zur Immunhistologie
deutlich teuer ist und nicht in jedem pathohistologischen Routinelabor zur Verfi-
gung steht. Um das Problem des direkten immunhistochemischen E6- und E7-
Nachweises zu umgehen, wird in der pathohistologischen Routinediagnostik eine
immunhistologische Bestimmung des Tumorsuppressorproteins p16 durchge-

fuhrt, welches somit als Surrogatmarker fur E7 verwendet wird.
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Eine Uberexpression von E7 in Epithelzellen lasst auf eine HPV-Infektion schlie-
Ren. Einschrankend muss hierbei jedoch beachtet werden, dass eine p16-Uber-
expression auch ohne eine HPV-Infektion und somit ohne eine Uberexpression
von E7 auftreten kann (De Wispelaere et al. 2022). Um das Problem der Unspe-
zifitat einer p16-Uberexpression durch den direkten Nachweis von HPV E6 und
E7 zu I6sen, wurden in dieser Studie 2 verschiedene Antikérper gegen E6 und
ein Antikorper gegen E7 auf ihre Spezifitat und Anwendbarkeit in der histopatho-
logischen Routinediagnostik (formalinfixiertes paraffiniertes Gewebe, routinema-
Rig eingesetzte Reagenzien zur Vorbehandlung und Signaldetektion in der IHC)
getestet. Ferner wurde ein Antikorper zum Nachweis des L1-Hauptkapsidpro-
teins von HPV an den Studien-TMAs untersucht. Da die bislang verfigbaren An-
tikorper fur E6, E7 und L1 laut Herstellerangaben HPV-Typ-spezifisch binden
(siehe Tabelle 7 — 9), sollte insbesondere in dieser Studie auch auf die Reaktion
der Antikoérper mit den HPV-Typen geachtet werden, fir welche die Antikdrper

zur Zeit nicht validiert sind.

4.41 Antikorperklon C1P5

Stiasny et al. konnten mit dem Antikdrperklon C1P5 der Firma abcam am forma-
linfixierten paraffinierten Gewebe von cervicalen intraepithelialen Neoplasien und
Carcinomen reproduzierbar und spezifisch HPV-E6 nachweisen (Stiasny et al.
2016). Im Gegensatz zur Publikation von Stiasny et al., in der im Materialteil nur
von in der Studie untersuchten HPV-positiven Gewebeproben ohne nahere HPV-
Typ-Angabe berichtet wird, ist der Antikorperklon C1P5 laut Hersteller nur fur die
high risk HPV-Typen 16 und 18 validiert. Da somit ein anscheinend gut funktio-
nierender Antikérper zum HPV-E6-Nachweis fur die HPV-Typen 16 und 18 vor-
handen war, sollte in dieser Studie insbesondere das Farbeverhalten von C1P5
bei anderen HPV-Typen untersucht werden. Im besten Fall hatte der Antikorper
auch das HPV-E6-Protein anderer HPV-Typen erkannt, wodurch ein Typ-unab-
hangiger immunhistochemischer und damit kostengunstiger HPV-Nachweis mit
der Moglichkeit einer Risikoabschatzung fur die Progression einer Dysplasie zum
Carcinom moglich gewesen ware. Der Surrogatmarker p16 hatte somit durch

C1P5 ersetzt werden konnen.
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Ferner sollte das Farbeverhalten von C1P5 unter routinemafigen Vorbehand-
lungsbedingungen bei automatisierter immunhistochemischer Farbung (Ro-

che/Ventana stainer) untersucht werden.

Vor Anwendung des Antikérpers am Studienmaterial wurde der Antikorper C1P5
an einem Kontroll-Tissue Microarray (TMA) mit verschiedenen Vorbehandlungen
(Pronase, CC1, CC2) und Verdunnungen (1:25, 1:100, 1:200, 1:300) ausgetes-
tet. Dieser Kontroll-TMA beinhaltete definierte HPV 16-, HPV 18-, HPV 56-posi-
tive und HPV-negative Plattenepithel- und Adenocarcinome der Cervix. Im
Gegensatz zu Stiasny et al. konnte jedoch bei ausgepragter unspezifischer stro-
maler Farbung - moglicherweise aufgrund unterschiedlicher Vorbehandlungen
und Detektionssysteme - keine gesicherte spezifische Farbung erlangt werden.
In der Studie von Stiasny et al. wurde das Detektionssystem Zytochem-Plus HRP
Polymer-Methode von Zytomed Systems GmbH, Berlin, Deutschland, verwendet
(Stiasny et al. 2016). Es wird beschrieben, dass dieses Kit durch endogenes Bi-

otin eine unspezifische Hintergrundfarbung umgeht (Stiasny 2018).

Stiasny farbte mit einer Verdiinnung von 1,000 mg/ml das zu untersuchende Ge-
webe per Hand (Stiasny 2018). In dieser Studie erfolgte die immunhistochemi-
sche Farbung mit Vorbehandlung, Inkubation des Antikérpers und Detektion
(OptiView DAB IHC Detection Kits; indirekte, biotinfreie Methode) im vollautoma-
tischen Immunostainer BenchMark ULTRA (Ventana). Dieses Detection Kit
zeichnet sich durch eine sehr starke Signalamplifikation aus. Neben der Austes-
tung an dem Kontroll-TMA erfolgte der Einsatz des C1P5 auch an formalinfixier-
ten und paraffinierten Zellblocken von HelLa- (HPV 18-positives
Plattenepithelcarcinom der Cervix), SKBR3- (HPV-negatives Mammacarcinom)
und MCF7- (HPV-negatives Mammacarcinom) Zelllinien unter CC1-Vorbehand-
lung und einer Verdinnung von 1:100. Alle Zelllinien zeigten eine starke zyto-
plasmatische und nukleare Farbung, welche wiederum als unspezifisch gewertet
werden muss. Um den Antikérper C1P5 noch an weiteren Gewebeproben von
cervicalen und vulvaren intraepithelialen Neoplasien (CIN, VIN) und an Cer-
vixcarcinomen zu testen, wurden die Schnitte der Studien-TMAs 1 — 6 ebenfalls

bei Vorbehandlung mit CC1 und einer Verdiinnung von 1:100 gefarbt.
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Auch hier zeigte sich eine ausgepragt unspezifische Farbung der Epithelzellen
und des Stromas. Aufgrund der schlechten Farbeergebnisse, die im Widerspruch
zur Literatur standen, wurde der Hersteller kontaktiert und mit den vorliegenden
Daten konfrontiert. Nach Aussage der Firma abcam war zwischenzeitlich sowohl
die Produktion als auch der Vertrieb des Antikérperklons C1P5 wegen nicht zu-
friedenstellender Performance eingestellt worden (persdnliche Kommunikation
mit abcam, Juli 2023).

Als Entschadigung fur den, zumindest unter Routinebedingungen nicht funktio-
nierenden gekauften Antikérperklon C1P5 wurden von der Firma abcam die An-
tikdrperklone BF7, 8E2 und K1H8 fur weitere Untersuchungen im Rahmen dieser

Arbeit zur Verflgung gestellt.

4.4.2 Antikorperkion BF7

Der Antikdrperklon BF7 soll gemaf der Herstellerangaben (Firma abcam) spezi-
fisch das HPV 18-E6-Protein bei Westerblot-, Radio-Immunassay- und Elisa-
Analysen nachweisen. Eine Anwendung des BF7-Klons in der Immunhistologie

war bislang laut Hersteller nicht erfolgt.

Zur Etablierung von BF7 in der pathohistologischen Routinediagnostik wurde der
Antikdrper mit verschiedenen Verdinnungen (1:25, 1:100, 1:200, 1:500) bei Vor-
behandlung mit CC1 (Roche/Ventana) am Kontroll-TMA und an den Zelllinien
ausgetestet. Eine sehr schwache zytoplasmatische Farbereaktion in Carcinom-
zellen zeigte sich nur mit der Verdinnung 1:25 in einem HPV 18-infizierten A-
denocarcinom und in einem HPV-negativen Plattenepithelkarzinom. Jedoch fand
sich auch eine sicher unspezifische Reaktion im Stroma der untersuchten Ge-
webe. Die HelLa-Zelllinie, welche als Positivkontrolle fir BF7 vorgesehen war,
zeigte keinerlei Reaktion bei den verschiedenen Verdinnungsstufen. Die
Schnitte der Studien-TMAs 1 — 6 wurden ebenfalls mit CC1 vorbehandelt und mit
BF7 in einer Verdinnung von 1:100 Uberschichtet. Nur 1 Core von 192 Cores
zeigte eine schwache nukleare Farbereaktion. Unspezifische Farbungen fanden
sich in 3 Cores.
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BF7 erscheint zumindest unter Verwendung dieser immunhistochemischen Far-
beprotokolle insbesondere bei HPV 18 als nicht geeignet flr den routinemalligen
Einsatz zum Nachweis von HPV E6 und ist somit nicht geeignet als Ersatz fur
p16.

4.4.3 Antikorperkion 8E2

Der Antikodrperklon 8E2 soll gemal} der Herstellerangaben (Firma abcam) spezi-
fisch das HPV 18-E7-Protein bei Western-Blot- und Elisa-Analysen sowie bei der
Immunprazipitation und der Immunzytochemie nachweisen. So konnte Aco-Tla-
chi et al. mittels des Antikdrperklons 8E2 in einer Western-Blot-Analyse das E7-
Protein in HeLa-Zellen detektieren (Aco-Tlachi et al. 2018). Bei der Untersuchung
der in der vorliegenden Studie eingesetzten Zelllinien zeigten die HeLa-Zellen in
allen Verdunnungsstufen (1:25, 1:100, 1:200, 1:500) eine starke zytoplasmati-
sche Farbereaktion unter Vorbehandlung mit CC1. Bei den Verdinnungen 1:25
und 1:100 fand sich eine teilweise kraftige nukleare und zytoplasmatische Anfar-
bung der SKBR3- und MCF7-Zelllinien. Bei héheren Verdinnungen zeigte sich

diese unspezifische Reaktion nicht mehr.

In der Studie von Sun et al. wurde mit dem Antikorperklon 8E2 das HPV 18-E7-
Protein unter anderem mittels Immunhistochemie nachgewiesen (Sun et al.
2021). Bei Anfarbung der Schnitte des Kontroll-TMAs der vorliegenden Studie
unter Vorbehandlung mit CC1 konnte in allen Verdinnungen (1:25, 1:100, 1:200,
1:500) im von HPV 18 befallenen Epithel eine Farbereaktion erreicht werden. Bei
den Verdinnungen 1:25 und 1:100 konnte in mit HPV 16 und HPV 56 infiziertem
Epithel eine schwache Farbung erzielt werden. Jedoch zeigte sich auch bei die-
sen Verdinnungen eine schwache stromale Farbereaktion, so dass ein spezifi-
scher HPV-Nachweis wohl erst ab einer Verdinnung von 1:200 und nur far HPV
18 gelingt. Das in allen Verdlinnungsstufen mit 8E2 positive, jedoch HPV-nega-
tive Adenocarcinom lasst jedoch an einer spezifischen Darstellung von HPV 18-
E7 zweifeln. Eine falsch negative PCR bei der damaligen routinemafligen HPV-
Typisierung z.B. aufgrund eines neuen mittels PCR noch nicht detektierbaren

HPV-Typs kann jedoch nicht ganzlich ausgeschlossen werden.
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Die Schnitte der Studien-TMAs 1 — 6 wurden ebenfalls mit CC1 vorbehandelt und
mit dem Antikérperklon 8E2 in einer Verdiinnung von 1:100 gefarbt. In 12 von 13
HPV 18-positiven dysplastischen oberflachlichen Plattenepithelien konnte mittels

8EZ2 eine Farbereaktion gefunden werden.

Die HPV-Typen 2, 6, 11, 16, 31, 33, 35, 44, 45, 56, 58, 62, 64, 66, 70, 73, 83, 91
zeigten ebenfalls eine positive, jedoch Uberwiegend im Vergleich zu HPV 18
deutlich schwachere zytoplasmatische und/oder nukleare Anfarbung. Bei diesen
Gewebeproben fanden sich aber auch Farbereaktion im Stroma, sodass die Spe-

zifitat der epithelialen Anfarbung in Zweifel gezogen werden muss.

Shi et al. berichtet in seiner Studie Uber ein Gemisch aus monoklonalen E7-Anti-
korpern, welche mittels Gewebeschnitten verschiedener cervicaler Lasionen im-
munhistochemischer Farbung getestet wurde (Shi et al. 2018). Nach Shi et al.
wurden E7-Proteine der high-risk HPV-Typen 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 52, 58
und 59 mit hoher Spezifitat detektiert und wiesen ein ahnliches Expressionsmus-
ter wie die p16-Immunfarbung auf (Shi et al. 2018). Somit kdnnte laut Shi et al.
das HPV E7-Protein ein geeigneter Biomarker bei HPV-Infektionen darstellen
(Shi et al. 2018). Der von Shi et al. beschriebene Antikdrper-Cocktail kann bislang
leider nicht kommerziell erworben werden. Anfragen bei den Firmen Roche und
abcam verliefen negativ (persdnliche Kommunikation, September 2023). Eine
Kontaktaufnahme per E-mail mit dem Senior-Autor der Arbeit, Hr. Dr. Xiaojia
Chang, gelang nicht, obwohl die E-mail anscheinend ihr Ziel erreichte und nicht
zuruckgeschickt wurde (Kontaktanfrage, August 2023). Somit konnte dieser

Cocktail leider nicht im Rahmen dieser Arbeit ausgetestet werden.
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4.4.4 Antikorperkion K1H8

Der Antikodrperklon K1H8 soll gemal} der Herstellerangaben (Firma abcam) spe-
zifisch das HPV-Hauptkapsidprotein L1 der HPV-Typen 6, 11, 16, 18, 31, 33, 42,
51, 52, 56 und 58 bei immunhistochemischen Untersuchungen nachweisen. Fur
die Detektion von Virusproteinen werden Sequenzhomologien der Proteine zwi-
schen den verschiedenen HPV-Typen genutzt (Resnick et al. 1990; Sotlar 2008).
K1H8 detektiert ein nicht-konformationelles internes lineares Epitop von L1,
wodurch die Detektion verschiedener HPV-Typen moglich wird (lwasaki et al.
1992).

Da es sich bei dem Antikorperklon K1H8 um einen vorverdunnten ready-to-use
Antikdrper handelt, wurde der Antikdrperklon nicht in weiteren Verdinnungen ge-
testet. Bei der Untersuchung der in der vorliegenden Studie eingesetzten Zellli-
nien zeigten weder die HelLa-Zellen, noch die SKBR3- und MCF7-Zellen eine
Farbereaktion unter Vorbehandlung mit CC1. Dies lasst darauf schlie3en, dass
der K1H8-Antikorper moglicherweise zumindest bei diesem Farbeprotokoll nicht

fur eine spezifische Darstellung von L1 geeignet ist.

Ferner wurde der Antikorperklon K1H8 an einem TMA mit malignen Mesothelio-
men unter Vorbehandlung mit CC1 in der vom Hersteller vorgegebenen Verdun-
nung getestet. Bei 16 von 17 Cores, die untersucht wurden, konnten sparliche
freiliegende braune Granula und/oder eine schwach zytoplasmatische Farbung
in Mesotheliomzellen beobachtet werden. Die Farbung in den Mesotheliomzellen
spricht gegen eine Spezifitat des Antikdrperklons K1H8, da eine Infektion der

Mesotheliomzellen mit HPV ausgeschlossen werden kann.

Die Schnitte der Studien-TMAs 1 — 6 wurden ebenfalls mit CC1 vorbehandelt und
mit dem Antikdrperklon K1H8 in der vom Hersteller vorgegebenen ready-to-use
Verdlnnung gefarbt. In nur 56 Cores (31,1 %) der 180 Cores (100 %) konnte eine
epitheliale Farbung erzielt werden, wobei die Mehrzahl der angefarbten Epithe-

lien eine nur schwache Farbung aufwiesen.
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In der Studie von Ilwasaki et al. wurde der Antikérperklon K1H8 entwickelt und in
insgesamt 68 Biopsien des weiblichen Genitaltraktes, bei denen es sich um Con-
dylomata acuminata und koilozytare Lasionen mit oder ohne Dysplasien han-
delte, untersucht (lwasaki et al. 1992). Das Hauptkapsidprotein L1 der HPV-
Typen 6, 11, 16, 18, 31, 33, 42, 51, 52, 56 und 58 wurde mittels IHC in 62 %
nachgewiesen (lwasaki et al. 1992). Die fur das Antigen positiven Zellen zeigten
immer eine koilozytare Veranderung; viele koilozytare Zellen waren jedoch nega-
tiv (lwasaki et al. 1992). Die Lokalisation des Antigens wurde in der Studie von
Iwasaki et al. Uberwiegend im Zellkern, weniger im Zytoplasma und in den ober-

flachlichen und mittleren Epithelschichten beobachtet (lwasaki et al. 1992).

In der Studie von Alshenawy wurde mittels IHC die Expression von p16, Ki-67
und HPV-L1 (mittels des Antikdrperklons K1H8) miteinander verglichen (Als-
henawy 2014). Die Expression sollte mit dem Grad der Dysplasie in intraepithe-
lialen Lasionen der Cervix in Zusammenhang gestellt werden, um
moglicherweise einen Surrogatmarker fur die Progression von cervicalen in-
traepithelialen Lasionen und Cervixcarcinomen zu entwickeln (Alshenawy 2014).
Nach Alshenawy wurde - wie auch in der Studie von lwasaki et al- in den Zellen
der oberen Epithelschichten eine Farbung nachgewiesen, wahrend in der basa-
len und parabasalen Epithelschicht keine Farbung festgestellt werden konnte
(Alshenawy 2014).

Wahrend in HPV 16-infizierten Lasionen, die aktiv Viren produzieren, die Expres-
sion der Onkoproteine E6 und E7 gleichmallig im gesamten infizierten Epithel
erfolgt, nimmt die Expression des Hauptkapsidproteins L1 in den suprabasal ge-
legenen Zellen deutlich zu (Laimins 1996; Przybylski et al. 2023). Aufgrund der
Erkenntnisse aus der Studie von Iwasaki et al. und Alshenway war daher mit

einer Expression in der oberflachennahen Epithelschichten zu rechnen.
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Die Expression in den oberflachennahen Epithelschichten konnte in der vorlie-
genden Studie bei 15 Cores der TMAs 1 — 6 bei der Farbung mit dem Antikorper-
klon K1H8 nachgewiesen werden. In den Ubrigen 41 Cores, die eine epitheliale
Anfarbung zeigten, wurde entweder eine Farbung nur in der basalen Epithel-
schicht oder sowohl in superfiziellen als auch basalen Epithelschichten nachge-

wiesen.

Nach Alshenawy werden die Kapsidproteine L1 und L2 nach deren Biosynthese
im Zytoplasma in den Zellkern transloziert, womit der Nachweis von L1 im Zell-
kern erklart werden kann (Alshenawy 2014). In der vorliegenden Studie wurde in
41 der 56 Cores eine nukleare Farbung im Epithel beobachtet. In lediglich
9 Cores wurde eine rein zytoplasmatische Farbung nachgewiesen. In den ubri-
gen 6 Cores wurde sowohl eine zytoplasmatische als auch eine nukleare Far-

bung detektiert.

Der Schweregrad einer Dysplasie hangt von der Verteilung der viralen Genpro-
dukte im Epithel und von der Fahigkeit des Virus ab, den Produktionszyklus voll-
standig abzuschlieBen (Middleton et al. 2003). Die Vollendung des viralen
Lebenszyklus wird bei der produktiven Infektion durch die Expression der Kapsid-
proteine L1 und L2 und einer gesteigerten Expression des E4-Virusproteins mog-
lich (Alshenawy 2014; Sotlar 2008). Der virale Lebenszyklus wird in Zellen, in
denen L1 nachgewiesen wird, als abgeschlossen bezeichnet (Alshenawy 2014).
Nach Alshenawy nahm die Expression des HPV-Hauptkapsidproteins L1 mit zu-

nehmendem Dysplasiegrad ab (Alshenawy 2014).

In der Studie von Przybylski et al. wurde ebenfalls beobachtet, dass bei Patien-
tinnen mit einem molekularen HPV-Nachweis ohne cervicale Lasionen ein hohe-
rer L1-Spiegel gemessen wurde als bei Patientinnen mit einer LSIL (CIN I) und
einer HSIL (CIN 1) (Przybylski et al. 2023). Der Grund hierfur kénnte sein, dass
die DNA-Sequenzen der Proteine L1 und E1 haufig bei der Integration in das

Wirtsgenom verloren gehen (Williams, Kostiuk & Biron 2022).
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In der Studie von Bin et al. wurde gezeigt, dass der Dysplasiegrad bei Fehlen von
L1 zunimmt (Bin et al. 2013). Bin et al. zeigte somit eine negative Korrelation der
L1-Expression mit dem Grad der Lasion (Bin et al. 2013). Dies unterstutzt die
Hypothese von Przybylski et al., dass bei erhohter L1-Expression die Wahr-
scheinlichkeit flr die Entstehung einer Epitheldysplasie und das Fortschreiten der

Dysplasie in ein invasives Carcinom verringert ist (Przybylski et al. 2023).

Ein dementsprechender Zusammenhang konnte mit dem in der vorliegenden
Studie verwendeten Gewebe bei der angewandten Methodik nicht festgestellt
werden. So zeigten die einzigen zwei Gewebe mit starker Expression von L1 bei
molekularem Nachweis einer HPV 18-Infektion eine CIN Ill. Anhand der Erkennt-
nisse der oben genannten Studien von Bin et al. und Przybylski et al. ware bei
einer HSIL nicht mit einer derartigen Expression zu rechen. Es kann lediglich
vermutet werden, dass in den K1H8 exprimierenden high-grade Lasionen der
vorliegenden Studie eine produktive HPV-Infektion vorlag, womit eine derartige
Expression von L1 erklart werden kdnnte. Wahrend der Grolteil der Carcinome
keine Farbung aufwies, zeigte ein Carcinom der insgesamt 6 Carcinome eine

Farbereaktion.

In 124 der 180 Cores zeigte sich bei der Farbung mit dem Antikorperklon K1H8
keine Farbereaktion. In diesen Cores kdnnte das Gewebe in einer Phase der
Infektion gewesen sein, in der noch kein L1 exprimiert wird oder bei erfolgter In-
tegration des Virusgenoms ins Wirtsgenom die fur das L1-Protein kodierende
DNA verloren ging. Eine weitere Ursache fur das Ausbleiben der Farbung kénnte
eine der im Kapitel 4.2 beschriebenen praanalytischen Gewebeschadigungen

sein.

Ferner liel} sich kein Unterschied im Farbeverhalten der Proben, die mit einem
vom Hersteller validierten HPV-Typ infiziert waren und den HPV-Typen, die nicht
validiert waren, erkennen. Neben den vom Hersteller validierten HPV-Typen
farbte der Antikdrperklon K1H8 auch die HPV-Typen 2a, 35, 62, 64, 73, 91 sowie
einen neuen, damals mittels PCR identifizierbaren, jedoch noch nicht offiziell
klassifizierten HPV-Typ.
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Daruber hinaus wurde in der vorliegenden Studie in 4 von 9 Cores ohne moleku-
laren HPV-Nachweis eine Farbung nachgewiesen. Eine falsch negative PCR bei
der damaligen routinemafRigen HPV-Typisierung z.B. aufgrund eines neuen mit-
tels PCR noch nicht detektierbaren HPV-Typs kann jedoch nicht ganzlich ausge-

schlossen werden.

Far die immunhistochemische Routinediagnostik scheint der Antikorperklon
K1H8 nicht hilfreich zu sein, da damit nicht alle durch HPV entstandenen Dyspla-
sien und Carcinoma nachgewiesen werden kdnnen. Im Gegensatz dazu liefert
p16 zuverlassigere Ergebnisse. Alshenawy kommt zu dem Schluss, dass der
Nachweis von HPV-L1 mit dem Antikdrperklon K1H8 nur in Erganzung zu p16
und MIB-1 eine genauere Diagnostik und Prognose erlaubt (Alshenawy 2014).
Przybylski et al. kommt zu einem ahnlichen Ergebnis: Die Untersuchung der L1-
Expression bietet lediglich eine Einstufung der Progressionswahrscheinlichkeit

cervicaler Lasionen (Przybylski et al. 2023).

Abschlie3end lasst sich festhalten, dass K1H8 in der vorliegenden Studie ledig-
lich wenige Zellen bei manchen Geweben gefarbt hat und sich somit eine routi-
nemalige Anwendung als Ersatz fur p16 verbietet. Jedoch koénnte die
Anwendung von K1H8 in koilozytaren nicht dysplastischen Epithelveranderungen

sinnvoll sein, in denen p16 noch nicht exprimiert wird.

4.4.5 Vergleich der Antikorperklone C1P5, BF7, 8E2 und K1H8 mit der p16-
Expression

p16 dient, wie in Kapitel 1.4.4.2 beschrieben, als Surrogatmarker fur HPV (Hoehn

et al. 2021). Wie in den vorangegangenen Kapiteln dargelegt, konnte keiner der

getesteten Antikorperklone den in der histopathologischen Routine weltweit ein-

gesetzten p16-Biomarker ersetzen.
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5 Zusammenfassung

Humane Papillomaviren (HPV) sind in den meisten Cervixcarcinomen und in de-
ren Vorstufen - der cervicalen intraepithelialen Neoplasie (CIN) und dem Adeno-
carcinoma in situ (AlS) - nachweisbar. Es wird zwischen high-risk (HR) und low
(LR)-risk HPV-Typen unterschieden. Die Wahrscheinlichkeit fir die Entstehung
einer Epitheldysplasie im Sinne einer CIN und eines AIS und fur das Fortschrei-
ten dieser Prakanzerosen in ein invasives Carcinom (Progressionswahrschein-
lichkeit) ist bei einer Infektion mit einem HR-HPV-Typ im Vergleich zu einem LR-
HPV-Typ deutlich erhéht. Dabei spielen die viralen Onkoproteine E6 und E7 eine
malfdgebliche Rolle in der malignen Transformation. Zum Nachweis einer HPV-
Infektion kann auch das HPV-Hauptkapsidprotein L1 bestimmt werden. In der
histopathologischen Routinediagnostik der CINs wird jedoch bislang nur das p16-

Protein als Surrogatmarker flr eine HPV-Infektion verwendet.

Ziel dieser Studie war die Etablierung eines routinemaliigen immunhistochemi-
schen Nachweises der HPV-Onkoproteine E6 und E7 und des HPV-
Hauptkapsidproteins L1 am formalinfixierten paraffinierten Gewebe, um den
HPV-unspezifischen immunhistochemischen p16-Nachweis abzuldsen. Ferner
sollte gepruft werden, ob die Antikrper auch bei anderen als den bislang von
den Herstellern angegebenen und in der Literatur beschriebenen HPV-Typen

binden.

Hierzu wurden ein Kontroll-TMA und 21 Studien-TMAs mit insgesamt 598 Gewe-
bestanzzylindern (Cores) erstellt. Die Antikérperklone C1P5 (HPV 16-/18-E6),
BF7 (HPV 18-E6), 8E2 (HPV 18-E7) und K1H8 (HPV 6-/ 11-/ 16-/ 18-/ 31-/ 33-/
42-/ 51-/ 52-/ 56-/ 58-L1) wurden an Paraffinschnitten von drei Carcinomzelllinien
(HeLa, SKBR3, MCF7), dem Kontroll-TMA und 6 der 21 Studien-TMAs mit ins-
gesamt 118 CINs und 18 Cervixkarzinomen ausgetestet. Bis auf eine Gewebe-
probe konnte der Erhalt der Antigenitat mittels p16-, MIB-1- und p53-

Immunhistologie bestatigt werden.
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Trotz Austestung des Antikoérperklons C1P5 mit unterschiedlichen immunhisto-
chemischen Farbeprotokollen (z.B. Vorbehandlung mit Pronase, Ventana/Roche
CC1) und unterschiedlichen Antikorperkonzentrationen konnte keine sichere De-
tektion des HPV-EG-Proteins nachgewiesen werden, da der Antikorper nicht nur
dysplastisches oder carcinomatdses Epithel, sondern auch mesenchymale Ge-
websanteile anfarbte. Aus diesem Grund wurden die immunhistochemischen Un-
tersuchungen nach Auswertung der Carcinomzelllinen, des Kontroll-TMAs und 6
der 21 Studien-TMAs abgebrochen. Aufgrund der schlechten Farbeergebnisse
wurde der Hersteller kontaktiert und mit den vorliegenden Daten konfrontiert.
Nach Aussage der Firma abcam war zwischenzeitlich sowohl die Produktion als
auch der Vertrieb des Antikdrperklons C1P5 wegen nicht zufriedenstellender Per-

formance eingestellt worden (persdnliche Kommunikation mit abcam, Juli 2023).

Trotz Austestung des Antikorperklons BF7 bei CC1 Vorbehandlung in unter-
schiedlichen Antikdrperkonzentrationen zeigte sich keine sicher verwertbare Far-

bereaktion insbesondere auch bei HPV 18 positiven Geweben.

Ab einer Verdinnung von mindestens 1:200 und einer CC1-Vorbehandlung
zeigte der Antikorperklon 8E2 eine spezifisch erscheinende Farbereaktion in der
HelLa-Zelllinie im Gegensatz zu den Mammacarcinomzelllinien SKBR3 und
MCF7. Es fiel auf, dass mit Ausnahme von einem Core in den HPV 18 positiven
oberflachlichen Plattenepithelien eine Farbereaktion mittels 8E2 nachgewiesen
werden konnte. Die HPV-Typen 2, 6, 11, 16, 31, 33, 35, 44, 45, 56, 58, 62, 64,
66, 70, 73, 83, 91 zeigten ebenfalls eine positive, jedoch Uberwiegend im Ver-
gleich zu HPV 18 deutlich schwachere zytoplasmatische und/oder nukleare An-
farbung. Bei diesen Gewebeproben fanden sich aber auch Farbereaktionen im
Stroma, sodass die Spezifitat der epithelialen Anfarbung in Zweifel gezogen wer-
den muss. Aufgrund der stark variierenden Farbeergebnisse und den unspezifi-
schen Farbungen kann lediglich spekuliert werden, ob der Antikorperklon in
einigen Fallen bei der in dieser Studie verwendeten Gewebeproben mit der an-

gewandten Methodik valide Ergebnisse geliefert hat.
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Der Antikoérperklon K1H8 wurde bei CC1 Vorbehandlung in der vom Hersteller
vorverdinnten Konzentration an den Carcinomzelllinien, einem TMA mit malig-
nen Mesotheliomen und den 6 Studien-TMAs ausgetestet. Flr die immunhisto-
chemische Routinediagnostik scheint der Antikorperklon K1H8 nicht hilfreich zu
sein, da damit nicht alle durch HPV entstandenen Dysplasien und Carcinome
nachgewiesen werden konnten und zumindest unter dem in der vorliegenden
Studie verwendeten Farbeprotokoll eine Farbereaktion in mesenchymalen Ge-
webeanteilen nachgewiesen werden konnte, wodurch die Spezifitat von K1H8 in
Frage gestellt werden muss. Im Gegensatz dazu liefert p16 zuverlassigere Er-
gebnisse. Jedoch konnte die Anwendung von K1H8 in koilozytaren nicht dysplas-
tischen Epithelveranderungen sinnvoll sein, in denen p16 noch nicht exprimiert

wird.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass sich keiner der getesteten Antikor-
per zumindest mit den in dieser Studie angewandten Farbeprotokollen fur die
Routinediagnostik eignet, um p16 als Surrogatmarker fur eine HPV-Infektion ab-
zulésen. Andere Untersuchungsmethoden, wie zum Beispiel die in situ-Hybridi-
sierung (ISH), die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und die reverse
Transkriptase-(RT)-PCR sind somit zumindest bislang die besseren Methoden
zum spezifischen Nachweis einer Infektion mit HPV, zur Identifizierung der spe-
zifischen HPV-Typen und zur Beurteilung der Progressionswahrscheinlichkeit
uber die HPV-E6 und -E7-m-RNA, wobei diese Methoden deutlich kostenintensi-
ver im Vergleich zur Immunhistologie sind. Auch die zuletzt genannten Methoden
ersetzen jedoch nicht die HE-Farbung, welche nach wie vor am Anfang jeder
routinemanigen Dysplasie- und Carcinomdiagnostik steht. Der in der Studie von
Shi et al. publizierte Antikorper-Cocktail zum Nachweis von HPV-E7 kénnte in
naher Zukunft den Surrogatmarker p16 abldsen. Allerdings ist dieser Antikorper-
Cocktail bisher nicht kommerziell erhaltlich, weswegen dieser Cocktail in dieser
Studie auch nicht getestet werden konnte. Eine E-Mail zur Kontaktaufnahme mit
dieser Arbeitsgruppe blieb unbeantwortet.
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