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1 EINLEITUNG

1.1 ALLGEMEINE EINFUHRUNG

1.1.1  Zervikale intraepitheliale Neoplasie (CIN): Definition, Haufigkeit und Verlauf

Der ProzelR der zervikalen Kanzerogenese ist bis heute weder morphologisch noch
biologisch eindeutig geklart.

Die Uberwiegend squamdsen invasiven Zervixkarzinome entwickeln sich aus
prainvasiven Vorstufen, die als epitheliale Dysplasien oder zervikale intraepitheliale
Neoplasien (CIN) bezeichnet werden. Nicht jede Epitheldysplasie ist eine obligate
Prakanzerose, also der Beginn eines invasiven Prozesses, sondern es handelt sich um
Lasionen mit unterschiedlicher Abheilungs- und Entartungswahrscheinlichkeit. Der
Verlauf der Dysplasie kann progredient von der leichtgradigen Veranderung bis zum
invasiven Karzinom, teilweise Uber Jahrzehnte, sein (Richart 1973). Eine
schwergradige Lasion wird aber auch spontan, ohne vorhergehenden Nachweis

leichtgradiger Veranderungen, diagnostiziert (Kiviat und Koutsky 1993).

Die histologische und zytologische Klassifikation unterliegt immer wieder
Veranderungen, da eine klare Einteilung der unterschiedlichen Schweregrade mit
ihrem Entartungsrisiko nicht mdglich ist. Diese Unsicherheit und der damit verbundene
Wandel der Klassifikationen fihrt in der klinischen Beurteilung zu Schwierigkeiten bei

Therapieempfehlungen.

1973 entwickelte Richart eine Gliederung, nach der drei Schweregrade der zervikalen
intraepithelialen Neoplasie, leichtgradig (CIN 1), mittelgradig (CIN 2) und schwergradig
(CIN 3), unterschieden werden (Richart 1973). Verglichen mit der vorhergehenden
Einteilung, nach Empfehlung der WHO, werden in der Gruppe CIN 3 die schwere
Dysplasie und das Carcinoma in situ (Cis) zusammengefal3t, da ihre pramaligne
Potenz gleich eingeschatzt wird. 1990 modifiziert Richart diese Klassifikation und
unterscheidet nur noch zwei Gruppen, low-risk und high-risk Lasionen (Richart 1990),
die in ahnlicher Weise auch in der Bethesda-Klassifikation zytologischer Diagnosen als
LSIL (low-grade squamous intraepithelial lesion) und HSIL (high-grade squamous
intraepithelial lesion) beschrieben werden (Kurman und Solomon 1994). Die

mittelgradige intraepitheliale Neoplasie (CIN 2) wird den schwergradigen



Veranderungen (CIN 3) als high-risk Lasion gleichgesetzt. Aufgrund eines deutlich
héheren Prozentsatzes an spontanen Ruckbildungen und der weniger

wahrscheinlichen Progression der CIN 2 gerat diese Einteilung immer wieder in Kritik.

Abbildung 1: Einteilungsprinzipien der histologischen und zytologischen
Klassifikationen mit schematischer Darstellung der histologischen Befunde (Riethdorf L
et al. 1999)
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In verschiedenen prospektiven Studien wurde der Verlauf der zervikalen
intraepithelialen Neoplasien untersucht. In ca. 10% der Falle entwickelt sich aus einer
unbehandelten Zervixdysplasie ein invasives Karzinom (Koss 1989). Die
Progressionswahrscheinlichkeit hangt vom Schweregrad der Dysplasie ab. Innerhalb
eines Beobachtungszeitraums von 3 bis 4 Jahren wurde bei 62% der leichtgradigen
Lasionen (CIN 1) eine spontane Remission und nur bei 16% eine Progression zur
héhergradigen Atypie beobachtet (Nasiell et al. 1983; Kataja et al. 1989). Im Stadium
CIN 3 stellt eine spontane Remission die Ausnahme dar. Eine Verlaufsstudie an
Carcinoma in situ zeigt innerhalb eines Beobachtungszeitraums von 5 bis 28 Jahren
eine Persistenz in 75% und eine Progression zum invasiven Karzinom in 25% der Falle
(Mcindoe et al. 1984). In anderen Arbeiten wird die Progressionswahrscheinlichkeit der
CIN 3 sogar mit 33 bis 50% angegeben (Schiffman und Brinton 1995).



Tabelle 1: Verlauf der Zervixdysplasien Léning 2001 (modifiziert nach Ostor 1993)

Abheilung Persistenz Progression
CIN1 50-70% (57%) 20-40% (32%) 10-30% (11%) zu Cis
1% zum inv. Karzinom
CIN2 20-60% (43%) 30-60% (35%) 15-60% (22%) zu Cis
5% zum inv. Karzinom
CIN3 10-70% (32%) 20-70% < 5-40% (>12%) zum

inv. Karzinom

Das Zervixkarzinom ist noch immer eine der haufigsten malignen Erkrankungen der
Frau und tritt mit einer Inzidenz von 16/100.000 in Deutschland auf. In Landern der
dritten Welt ist das Zervixkarzinom sogar der haufigste maligne Tumor der Frau.
Weltweit schwankt die Inzidenz zwischen 5 und 88 Frauen pro 100.000, wobei Israel
die niedrigste und Kolumbien die héchste Rate aufweist (Kessler 1987, Brinton und
Hoover 1992).

Die Inzidenz von zervikalen intraepithelialen Neoplasien ist ungefahr 30mal héher als
die des Zervixkarzinoms (Koss 1989). In den USA werden jahrlich ca. 600.000
Dysplasien diagnostiziert (400/100.000/Jahr), darunter 8.400 schwere Dysplasien und
Carcinoma in situ (1,4%). In 0,5% bis 3% der Falle werden im zytologischen Screening
zervikale Dyplasien nachgewiesen (Sandmire et al. 1976; Wright und Richart 1992).
Damit durfte in Deutschland die Inzidenz schwergradiger Prakanzerosen bei 1% liegen
(ungefahr 300.000 Frauen/Jahr). Das mittlere Lebensalter bei Diagnose liegt fir
Dysplasien, Cis und invasives Zervixkarzinom bei 34, 42 und 48 Jahren (Wright und
Richart 1992, Perez et al. 1992).



1.1.2 Humane Papillomavirus (HPV)-Infektion

1.1.2.1 Atiologischer Faktor der CIN

Die squamdsen zervikalen intraepithelialen Neoplasien sind nach virologischen und
morphologischen Befunden eine Konsequenz aus, vermutlich in vielen Fallen seit
Jahren, persistierender Infektion mit humanen Papillomaviren (zur Hausen 1977; IARC
1995). Dabei handelt es sich um eine notwendige, aber keinesfalls ausreichende
Bedingung der zervikalen Kanzerogenese. Eine Infektion mit humanen Papillomaviren
fuhrt in 2% der Falle zur Entstehung eines invasiven, HPV-positiven, Karzinoms (zur
Hausen 1991).

Humane Papillomaviren infizieren Epithelzellen und rufen unterschiedliche proliferative
Lasionen des Gewebes, sowohl benigne als auch maligne Formen, hervor. Mittlerweile
sind fast 100 verschiedene Virustypen entdeckt worden, die spezifisch verschiedene
Krankheitsbilder verursachen (De Villiers 1989). Im Bereich genitaler Infektionen sind
ungefahr 40 verschiedene Typen nachgewiesen worden (Walboomers et al. 1994).
Aufgrund des unterschiedlichen sogenannten onkogenen Potentials werden low-risk
und high-risk HPV-Typen unterschieden (van Ranst et al. 1992). Low-risk HPV (HPV 6,
11, 42, 43 und 44) werden in Condylomata acuminata und leichtgradigen Dysplasien
nachgewiesen, aber nur ausnahmsweise in invasiven Karzinomen, high-risk HPV (HPV
16, 18, 31, 33, 35, u.a.) hingegen finden sich typischerweise in invasiven Karzinomen
und schwergradigen intraepithelialen Neoplasien (Lérincz et al. 1992, Schiffman et al.
1993, Bosch et al. 1995).

Die Inzidenz von HPV-Infektionen bei jungen Frauen ist hoch und liegt nach einer
Studie von Ho bei 20 bis 46% (Ho et al. 1998). Mit Aufnahme des Geschlechtsverkehrs
und einer erhéhten Zahl wechselnder Sexualpartner, ist die hohe Inzidenz von mehr
als 50% im Alter von 15 bis 19 Jahren zu erklaren (Ley et al. 1991; Bosch et al. 1992).
Die Pravalenz der HPV-Infektion erreicht mit 20% einen Haufigkeitsgipfel zwischen
dem 20. und 25. Lebensjahr und sinkt mit zunehmendem Alter auf 3 bis 10% bei
Frauen im 30. bis 50. Lebensjahr (Reid et al. 1987; Koutsky et al. 1988; Melkert et al.
1993; Schiffman und Brinton 1995). Die meisten Infektionen verlaufen also regredient.
Legt man die Polymerase Kettenreaktion (PCR), als die wohl zur Zeit sensitivste

Bestimmungsmethode fur HPV zugrunde, liegt die durchschnittliche Pravalenz der



HPV-Infektion insgesamt in einem Bereich von 10 bis 15%, davon 65 bis 70% mit den
onkogenen Typen HPV 16 und 18 (Schiffman et al.1994; Kriiger et al.1994).

Bei jungen Frauen liegt die Wahrscheinlichkeit eine initiale HPV-Infektion wieder zu
verlieren, innerhalb von 6 Monaten bei 52% und innerhalb von 18 Monaten bei 92%
(Ho et al. 1995). Die Dauer der Infektion hangt einerseits von biologischen Faktoren
und andererseits einer genetischen Disposition des Wirtes ab. Eine sogenannte
Reifung der Wirtsimmunitat gegenliber HPV Uber einen Zeitraum von 12-14 Jahren
wird als Erklarung fur die abnehmende Infektionsrate mit zunehmenden Lebensalter
diskutiert (Koutsky et al. 1995). Dieser Vorstellung widersprechend wurde in einer
jungeren Studie aus Costa Rica ein zweiter Haufigkeitsgipfel der HPV-Infektion mit
einer Pravalenz von 20% bei Frauen ab dem 65. Lebensjahr beschrieben (Herrero et
al. 2000).

Trotz der hohen Inzidenz von HPV-Infektionen, auch mit high-risk HPV-Typen, treten
zervikale intraepitheliale Neoplasien nur bei bis zu 3% der Frauen auf (Ho et al. 1998).
In einer amerikanischen Untersuchung von Studentinnen waren Uber einen
Beobachtungszeitraum von 3 Jahren 60% der HPV-Infektionen transient und nur 10%
der HPV-infizierten Frauen entwickelten eine Dysplasie (Schiffman und Brinton 1995).
Persistierende Infektionen mit bestimmten high-risk Papillomavirustypen, besonders
HPV 16, sind mit einem erhdéhten Progressionsrisiko verbunden (Kataja et al.1992;
Koutsky et al. 1992; Olsen et al. 1995; Nobbenhuis et al. 1999). Im Unterschied dazu
zeigt die Gruppe der low-risk Typen (HPV 6,11 etc.) selten eine persistierende Infektion
(Hildesheim et al. 1994) und man findet sie nur ausnahmsweise in malignen Zellver-
anderungen. In den Fallen, in denen eine LSIL zu CIN 3 progredierte konnte in Uber
95% der Falle high-risk HPV, besonders HPV 16, nachgewiesen werden (Campion et
al. 1986; Remmink et al. 1995). Der Virusnachweis allein ist aber kein ausreichender
Parameter zur Verlaufsbeurteilung. In einer weiteren prospektiven Studie von
Patientinnen mit CIN 1 lag der positive Vorhersagewert des high-risk HPV-Nachweises
nur bei ca. 50%, da die Halfte aller high-risk HPV-positiven CIN 1 spontan regredierten
(Herrington et al. 1995).

Mit zunehmendem Schweregrad der Dysplasie zeigt sich eine zunehmende Haufigkeit
HPV-positiver Befunde (Tabelle 1.1.2.1). In ungefahr 60% der CIN 1 und in Gber 90%
der CIN 3 werden HPV-Typen nachgewiesen (Lérinzc et al. 1992; zur Hausen 1994).



Beim invasiven Karzinom kénnen mit sensitiven Methoden (PCR) in bis zu 99,7% HPV-
Infektionen nachgewiesen werden (Kleter et al. 1999; Walboomers et al. 1999). Die
Frage ob HPV-negative Zervixkarzinome existieren wird immer wieder diskutiert. Dies
erscheint aber bei Anwendung moderner Nachweisverfahren und Kenntnis noch

unbekannter HPV-Typen unwahrscheinlich (Walboomers und Meijer 1997).

High-risk HPV-Infektionen lassen sich bei unauffalliger Exfoliativzytologie in 5 bis 15%
der Félle, bei CIN 1 in ungefahr 50%, bei CIN 2 in 75% und CIN 3 in 95% der Falle
nachweisen (Melkert et al. 1993; Kjaer et al. 1996). Am haufigsten ist die Infektion mit
HPV 16, die bei 50% der invasiven Plattenepithelkarzinome auftritt (Walboomers et al.
1999), sowie bei héhergradigen CIN doppelt so haufig im Vergleich zu niedriggradigen
CIN 1 (van den Brule et al. 1991). Low-risk HPV-Typen kommen nur selten in
zervikalen intraepithelialen Neoplasien vor und sind in durchschnittlich 4 bis 6%
nachweisbar (Burger et al. 1995).

In einer deutschen Studie ergab sich eine entsprechende Verteilung der high-risk und
low-risk Typen, wobei HPV 16 und 31 am haufigsten auftraten; HPV 16 bei CIN 3
sogar in 74% der Falle (Nindl et al. 1999).

Simultane Infektionen mit mehreren HPV-Typen treten in ungefahr 30% der CIN auf
und sind nachweislich nicht mit einem héheren Progressionsrisiko verbunden (Ho et al.
1998; Herrero et al. 2000). In invasiven Karzinomen ist in der Regel nur ein HPV-Typ
nachweisbar. Dies entspricht dem monoklonalen Ursprung der malignen

Transformation.

Tabelle 1.1.2.1 Haufigkeit von HPV-Infektion bei zervikalen Dysplasien

Normale Zyto LSIL HSIL
CIN1 CIN 2 CIN3
HPV (Kjaer et al.) 15% 61% 74%
HrHPV (Nindl et al.) 47% 77% 97%
HPV 16 (Lorincz et al.) 02% 16% 47%




1.1.2.2 Molekularbiologische Vorgange der HPV-induzierten Kanzerogenese

Die molekularen Wirkmechanismen, die zur malignen Transformation der Zelle fihren,
sind nur teilweise erklart. Die Progression von der leichten zur schweren Dysplasie
sowie zum invasiven Zervixkarzinom geht mit einer zunehmenden Expression viraler
Onkogene einher, welche direkt in die Regulation des Zellzyklus und die Stabilitat des
Genoms eingreifen (Kasher et al. 1988; Kahn et al. 1994; Heinzel et al. 1995; zur
Hausen 1994a).

Das humane Papillomavirus tragt eine doppelstrangige, zirkulare DNA von ca. 8000
Basenpaaren in einem Kapsid. Man unterscheidet drei funktionelle Regionen der DNA:
URR (upstream regulatory region), ,early region® und ,late region®. Die Regulation der
Transkription viraler Proteine erfolgt Gber die URR. Die ,early region® kodiert die
sogenannten Onkoproteine E1, E2, E4, E5, E6 und E7, von denen E6 und E7 eine
besondere Bedeutung bei der malignen Transformation zukommt. In der ,late region”

sind die viralen Kapsidproteine L1 und L2 kodiert.

Abbildung 2: Genom des HPV Typ 16 (Milde-Langosch et al. 1999)

In schwergradigen Dysplasien und im invasiven Zervixkarzinom ist die Expression von
E6 und E7 deutlich erhéht (Duerst et al. 1992; Sherman et al. 1992; Nilsson et al.
1996) und korreliert mit der Malignitat der Karzinomzellen (von Knebel Doeberitz et al.
1992). Die Immortalisierung humaner Keratinozyten in vitro, das hei3t die Blockade
des Absterbens dieser Zellen in Kultur, ist auf die Wirkung dieser Onkogene aus high-

risk HPV zurtickzufiihren (Hawley Nelson et al. 1989; Muenger et al. 1989).



Die spezifische Komplexierung der viralen Onkoproteine E6 (White et al. 1994) und E7
(Pagano et al. 1992) mit den Tumorsuppressorproteinen p53 und Retinoblastomprotein
(Rb), die eine Schlisselstellung in der Zellregulation besitzen (Levine 1993), ist bisher
am besten untersucht.

Das E6-Onkoprotein bindet p53, so dalt es uUber die Ubigiutin-abhangige Proteolyse
zur Degradation dieses Tumorsuppressorgens kommt (Park et al. 1995; Scheffner et
al. 1993). P53 kann sowohl Apoptose, als auch Zellzyklusarrest zur Behebung von
DNA-Schaden induzieren. Der Verlust von p53 in E6-exprimierenden Zellen kann zu
einer unkontrollierten Zellzyklusprogression und Akkumulation genetischer Mutationen
fuhren und somit zur neoplastischen Zelltransformation beitragen.

Das E7-Onkoprotein kann mit dem Tumorsuppressor Retinoblastoma-Protein (Rb) und
seinen verwandten Proteinen p107 und p130 Komplexe bilden (Scheffner et al. 1994;
Park et al. 1995). In normalen nicht HPV-infizierten Zellen spielen diese Proteine eine
zentrale Rolle im Zellzyklus, indem sie die Bildung verschiedener, an der DNA-
Replikation in der S-Phase beteiligter, Proteine kontrollieren. Durch die Bindung des
HPV 16 E7-Onkoproteins an Rb, sowie p107 und p130, wird dieser Mechanismus

gestort. Es kommt zur unkontrollierten Transkription von Zellzyklus-abhangigen Genen.

Auch Veranderungen der Regulationsmechanismen der spezifischen
Akzeptorsequenzen der URR, zum Beispiel durch die Integration der HPV-DNA (zur
Hausen 1988) oder die Deletion der URR-Region (May et al. 1994) kénnen zu einer
unkontrollierten Onkogenexpression und damit moglicherweise zu einer neoplastischen
Transformation fihren. In den meisten Zervixkarzinomen (70%) ist die HPV-DNA in
das Wirtsgenom integriert (Schwarz et al. 1985), in gutartigen Lasionen hingegen liegt
sie in zirkularer, extra-chromosomaler, episomaler Form vor (Cullen et al. 1991). Die
Angaben zur Haufigkeit integrierter HPV-DNA in prainvasiven Zervixlasionen
schwanken zwischen 5 und 50%; dabei kann es sich um Risikolasionen mit héherer

Progressionswahrscheinlichkeit handeln (Cullen et al. 1991; Klaes et al. 1999).
Die kanzerogene Wirkung der high-risk HPV mit den Onkoproteinen E6 und E7 Iaft

sich durch eine funktionelle Inaktivierung der Tumorsuppressorgene p53 und Rb nicht

vollstandig erklaren.
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1.1.3 Maogliche Progressionsfaktoren der CIN

Welche zusatzlichen Faktoren aufler der Infektion mit onkogenen HPV-Typen eine
Rolle fur die Entwicklung einer atypischen oder invasiven L&sion spielen, ist Inhalt
zahlreicher Forschungsprojekte. Bei virusassoziierten Tumorerkrankungen besteht
typischerweise eine jahrelange Latenz zwischen der Primarinfektion und dem Auftreten
des invasiven Karzinoms und nur bei einem geringen Prozentsatz der virusinfizierten
Personen kommt es Uberhaupt zur malignen Entartung (Butz und Hoppe-Seyler 1995).
Eine zusatzliche Schadigung der Wirtszelle oder eine genetische Disposition ist zur

Kanzerogenese erforderlich.

Mégliche zusatzliche Progressionsfaktoren sind

» virale Marker, z.B. die Viruskonzentration,

» tumorbiologische Marker, z.B. das Enzym Telomerase, die chromosomale
Aneuploidie und

* humangenetische Marker, z.B. eine bestimmte Konstellation der HLA-Allele.

Die Frage der Bedeutung der Viruskonzentration (viral load) wird kontrovers diskutiert.
Einige Untersuchungsergebnisse zeigen, dal die Zahl der Viruskopien im Zellabstrich
mit dem onkogenen Potential korreliert (Greenberg et al. 1995). Bei Frauen mit
dysplastischen Lasionen ist die Zahl der Viruskopien 5-fach hdher als bei Frauen mit
HPV-Infekt und normaler Zytologie (Villa et al. 1995). Bei Nachweis hoher HPV-16-
Konzentrationen koénnte die Wahrscheinlichkeit zur Entwicklung einer schweren
Dysplasie mit bis zu 90% vorhergesagt werden (Cuzick et al. 1992; Cuzick et al. 1994).
Um den diagnostischen Wert der HPV-Konzentration als prognostischen Marker fir

den Krankheitsverlauf zu ermitteln, sind noch weitere Untersuchungen erforderlich.

Das Enzym Telomerase tragt zur Zellimmortalisierung bei, die wahrscheinlich eine
entscheidende Voraussetzung fiir die maligne Transformation darstellt. Die Verkiirzung
der Chromosomen wahrend der Zellteilung durch unvollstdndige Replikation von
repetitiven DNA-Sequenzen, den Telomeren, stellt ein wesentliches Merkmal der
zellularen Seneszenz dar. Das Enzym Telomerase restauriert die Telomere und wirkt
so an der Immortalisierung der Zellen. Bei HPV 16 E6 transfizierten, menschlichen
Keratinozyten konnte eine hundertfache Zunahme der Telomeraseaktivitat und der

Zellimmortalisierung induziert werden (Klingelhutz et al. 1996). Auch in
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Zervixkarzinomen und in praneoplastischen Lasionen wurde Telomeraseaktivierung in
enger Assoziation mit viraler Onkogenexpression nachgewiesen (Riethdorf S et al.
2001).

Die chromosomale Aneuploidie der zytologischen Praparate kdnnte ein moglicher
zusatzlicher Marker der neoplastischen Transformation sein. Aufgrund von Defekten
bestimmter Mitose-Gene ist die regulare Aufteilung der Chromatiden gestért und es
kommt zu numerischen und/oder strukturellen Chromosomenaberrationen. Das
Ausmall der DNA-Aneuploidie korreliert mit dem Grad der Malignitat (Boecking et al.
1986). Nach einer Untersuchung von Boecking liegt der mittlere positive pradiktive
Wert bei bis zu 95% und der negative Vorhersagewert bei 98% (Boecking 1998).

Aktuell werden als weitere Prognosefaktoren onkogene Virussubtypen (Londesborough

et al.1996) und noch zu identifizierende Tumorgene diskutiert (Nees et al. 1998).

Nach Ubereinstimmender Auffassung ist eine dieser zusatzlichen Untersuchungs-
methoden allein nicht in der Lage, eine hinreichende Aussage zum Verlauf der HPV-
Infektion zu machen.

Die Diskussion humangenetischer Marker konzentriert sich auf eine bestimmte

Konstellation der HLA-Allele und wird in den folgenden Kapiteln ausfihrlich dargestellt.

1.1.4 Immunabwehr gegen HPV

Die Immunabwehr bei HPV-Infektion und HPV-induzierten L&sionen ist erst wenig
verstanden. Sowohl zellulare als auch humorale Immunmechanismen spielen eine
Rolle beim Verlauf der HPV-Infektion (Pyrhénen 1978; Kirchner 1986). Eine
persistierende Infektion, als Hauptrisikofaktor flir die Progression der epithelialen
Dysplasie, wird erklart durch eine verminderte Immunkompetenz des Wirtes (Labeit et
al. 1995). Die HPV-infizierten Zellen sind dem Immunsystem nur eingeschrankt
zuganglich, da sie ausschlieRlich im epithelialen Gewebe liegen. Die Hauptmediatoren
der Immunantwort sind also die Keratinozyten, intraepithelialen Lymphozyten und
dendritischen Langerhanszellen (Jenson et al. 1991; Roche und Crum 1991). Im
Unterschied zu anderen Virusinfektionen kommt es bei der HPV-Infektion nicht zu einer

Viramie wahrend der Replikation (Odunsi und Ganesan 1997).
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Bei immunsupprimierten Frauen (Halpert et al. 1986; Benton et al. 1992) besonders mit
eingeschrankter zelluldrer Abwehr und reduzierter Anzahl an CD4-T-Lymphozyten (Ho
et al. 1994) sowie HIV-Infizierten (Laga et al. 1992), ist ein erhdhtes Risiko an HPV-
Infektionen und assoziierten pramalignen und malignen Lasionen zu erkranken,
beschrieben. Die Effektivitat der zellularen Immunabwehr ist wohl entscheidend fur den
Verlauf der Erkrankung und kann eine Regression der CIN und eine Elimination von
HPV bewirken (Kadish et al. 1997). Patientinnen mit eingeschrankter Antikérper-
Produktion sind nicht haufiger von HPV-Infektionen betroffen (Benton et al. 1992).
Antikérper gegen exprimierte HPV-Proteine der "early region " und "late region" sind
nachweisbar (Galloway und Jenison 1990). Einige korrelieren anscheinend mit dem

Verlauf der Erkrankung, ohne diesen jedoch zu beeinflussen (Jochmus 1997).

Betrachtet man die Verteilung der Abwehrzellen und Expression von HLA-Molekilen
im Tumorgewebe stellen sich folgende Zusammenhange dar.

Papillomavirus-induzierte Tumore mit spontaner Regression zeigen eine deutliche
Infiltration mit CD4-Helfer- und/oder CD8-Killer-T-Lymphozyten im Tiermodell bei
Kaninchen und Rindern (Selvakumar et al. 1997; Knowles et al. 1996) sowie auch beim
Menschen (Coleman et al. 1994). In zervikalen intraepithelialen Neoplasien ist eine
erhohte Anzahl an CD4-Zellen beschrieben (Tay et al. 1987). Eine reduzierte
inflammatorische Immunreaktion, die bei héhergradigen CIN gezeigt worden ist, kdnnte
die Progression der Dysplasie erklaren (Tendler et al. 1999). Eine ineffektive lokale
Immunabwehr kann zusatzlich durch die verminderte Toxizitat naturlicher Killerzellen
bedingt sein, wie bei HPV 16-induzierten anogenitalen Dysplasien und invasiven
Karzinomen beschrieben (Malejczyk J et al. 1988; Malejczyk J und M 1991).

Die Eliminierung virusinfizierter Zellen ist von der Prasentation der Fremdantigene
durch HLA-Klasse 1- und 2-Moleklle an die Lymphozyten abhéangig.
Interessanterweise zeigen Zervixkarzinomzellen eine Reduktion der Expression von
HLA-Klasse 1-Molekilen im Unterschied zu einer gesteigerten Expression von HLA-
Klasse 2-Molekllen (Glew et al. 1992). Auch in zervikalen intraepithelialen Neoplasien
ist eine Herrunterregulation der HLA-Klasse 1-Molekile beschrieben (Cromme et al.
1993; Duggan-Keen und Lacey 1998). Durch die Reduktion der HLA-Klasse 1-
Molekile, versuchen die HPV-infizierten Zellen der Immunabwehr zu entgehen.
Hingegen ist mit zunehmendem Schweregrad der Dysplasie eine zunehmende
Expression von HLA-Klasse 2-Molekiilen, besonders HLA-DQ, von Keratinozyten und

Langerhanszellen nachweisbar (Mota et al. 1998).
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Die HLA-Klasse 2-Molekile scheinen eine Schlisselrolle zu tragen, da sie vermehrt
von transformierten Zellen exprimiert werden. AuRerdem aktivieren sie die, im
Tumorgewebe haufiger nachweisbaren, CD4-T-Lymphozyten durch die Prasentation
von HPV-Epitopen und setzen dadurch eine Kaskade von Immunreaktionen in Gang.
Die lokale Immunantwort im Epithelgewebe ist der entscheidende
Abwehrmechanismus bei HPV-assoziierten Lasionen. Das HLA-System tragt eine
zentrale Rolle bei der Abwehr von Virusinfektionen und Eliminierung transformierter
Zellen.

Folgende Mechanismen sind vorstellbar, die die Bedeutung des HLA-Phanotyps fir die

Abwehr von HPV-Infektion und HPV-assoziierten Lasionen erklaren:

» Bestimmte HLA-Molekile prasentieren HPV-Epitope von infizierten dysplastischen
Zellen nur ineffektiv den immunkompetenten Zellen, z.B. durch geringe Affinitat.

* In der Phase der Deletion von T-Zellen im Thymus werden durch bestimmte
Konstellationen die HLA-Molekile selektiert und deletiert, die fur die Abwehr von
HPV entscheidend waren.

 Es findet eine aktive Suppression der Immunantwort durch HPV-induzierte
Veranderungen statt, z. B. Veranderungen der HLA-Expression der Zellen.

» Ein protektiver Mechanismus einiger HLA-Molekule ist vorstellbar durch eine hohe

Bindungsaffinitat zu HPV-Epitopen und eine dadurch effektivere Abwehr.

Abbildung 3: Prasentation von Fremdantigenen durch HLA an T-Lymphozyten

T-Zellrezeptor
AKkti-
vierungs-
signal

Peptid-Antigen

CD4-Molekiil

HLA-Klasse II-Molekiil
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1.1.5 Humanes-Leukozyten-Antigen-(HLA)-System

1954 wurde im Rahmen der Transplantationsmedizin das HLA-System beim
Menschen, auch bezeichnet als Haupt-Histokompatibilitatsantigen-Komplex oder MHC
(major histocompatibilty complex), entdeckt (Dausset 1954).

Die entscheidende Funktion der HLA-Moleklle ist die Bindung von koérperfremden
Antigenen, z.B. viralen oder bakteriellen Pathogenen, und deren Prasentation an
immunkompetente Zellen. Durch den HLA-Peptid-Komplex wird sowohl die humorale
als auch die zellulare Immunabwehr aktiviert. Die Abwehr fremder Antigene ist also
unmittelbar abhangig von der Konstellation des HLA-Systems.

Die Gene, die den HLA-Komplex kodieren, sind auf dem kurzen Arm des Chromosoms
6 lokalisiert (Franke und Pellegrino 1977; Campbell und Trowsdale 1993) und werden
in der Regel als Kopplungseinheit, Haplotyp, vererbt. Ein ausgepragter
Polymorphismus kennzeichnet das HLA-System, denn es existieren bis zu 70
verschiedene Allele fur einen Genlocus. Fir einige dieser Allele wurde ein
sogenanntes Kopplungsungleichgewicht beschrieben, das heifdt sie treten haufiger in
einem Haplotyp gemeinsam auf als populationsgenetisch erwartet. Exprimiert werden

die HLA-Gene kodominant, so dal je zwei Antigene an der Zellmembran existieren.

Bei den HLA-Molekllen handelt es sich um transmembrantse Proteine, die aus zwei

Ketten bestehen, jeweils einer a- und einer R-Kette. Der proximale Anteil der Molekule

ist in der Zellmembran verankert, der distale, variable Anteil trdgt eine Bindungsstelle
fur Antigen und T-Zellrezeptor. HLA-Molekiile kénnen im Prinzip unzahlige Peptide
binden, sie sind also nicht spezifisch. Einzelne Aminosauren in der Bindungsstelle

sorgen flr die Verankerung verschiedener Peptide (Rammensee et al. 1993).

Man untergliedert zwei Klassen, die sich strukturell und funktionell voneinander
unterscheiden: HLA-Klasse 1 mit den Typen HLA-A, -B und -C, sowie HLA-Klasse 2
mit HLA-DR, -DQ, -DP. HLA-Klasse 1-Antigene sind auf allen kernhaltigen Zellen des
Menschen zu finden. HLA-Klasse 2-Antigene auf Zellen der Immunabwehr, namlich
den B-Lymphozyten, Makrophagen und einigen anderen professionell
antigenprasentierenden Zellen (APC), z.B. den dendritischen Zellen und
Langerhanszellen. Durch Induktion von Interferon-_ kénnen auch Epithelzellen HLA-

Klasse 2-Molekiile exprimieren.
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HLA-Klasse 1-Molekiile prasentieren intrazellulare Antigene an CD8-positive
zytotoxische T-Zellen. Im Zytosol werden Proteine von Enzymkomplexen, den
Proteasomen, in Peptide gespalten und von ATP-abhangigen Transportmolekilen

(TAP) in das endoplasmatische Retikulum geleitet. Dort bildet die a-Kette der HLA-

Klasse 1 mit einem R2-Mikroglobulin und dem Peptid einen Komplex, der an die
Zellmembran transportiert wird. Das HLA-Molekil mit dem Peptid ist der Ligand fiir den
Rezeptor der CD8-T-Lymphozyten.

HLA-Klasse 2-Molekiile prasentieren die Fremdantigene CD4-positiven T-Zellen, den
inflammatorischen und den Helfer-Zellen, die dann eine Kaskade von
Abwehrreaktionen auslésen (z.B. Aktivierung von Makrophagen, die die infizierte Zelle
eliminieren und Aktivierung von B-Lymphozyten zur Umwandlung in Plasmazellen mit
Produktion von Antikérpern und Mediatorstoffen). Lysosomale Peptide, z.B. aus
extrazellularen Pathogenen, werden in Endosomen an HLA-Klasse 2-Molekile

gekoppelt und dann auf der Zelloberflache exprimiert.

1.1.6 HLA und HPV-assoziierte zervikale Lasionen

Die Bedeutung der Konstellation des HLA-System ist bereits flr verschiedene virus-
induzierte maligne Tumore beschrieben. Sowohl das durch Epstein-Barr-Virus
induzierte invasive Nasopharynx-Karzinom (Lu et al. 1990; Liebowitz 1994), als auch
Hodgkin-Lymphome (Klitz et al. 1994) zeigen eine Assoziation mit bestimmten HLA-
Klasse 2-Allelen. Ein protektiver Mechanismus durch das HLA-Klasse 2-Allel
DRB1*1302 vor persistierenden Hepatitis-B-Infektionen, ein Risikofaktor fir das
invasive hepatozellulare Karzinom (HCC), ist gezeigt worden (Thursz 1995). Man geht
davon aus, dall das Hepatitis-B-Virus an der Entwicklung von ca. 75% bis 90% der
Falle von primaren HCC beteiligt ist und sich das karzinogene Risiko fur chronisch
HBV-infizierte Patienten auf das 100-fache erhoht (Beasley et al. 1988).

Etwa 10% der weltweit auftretenden Krebserkrankungen stehen in Beziehung zu
humanen Papillomavirus-Infektionen (zur Hausen 1991). Im Tiermodell ist die
Regression HPV-induzierter Tumore mit HLA-DR-Molekilen und ein erhdhtes Risiko

der malignen Transformation mit HLA-DQ-Molekdlen assoziiert (Han et al. 1992).
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Beim Menschen sind die bisherigen Ergebnisse zu Assoziationen von HLA-Genen mit
dem invasiven Zervixkarzinom richtungsweisend. Die Resultate bei zervikalen
intraepithelialen Neoplasien und die Korrelation mit bestimmten HPV-Typen sind noch
uneinheitlich. Ursachlich dafiir kdnnen unterschiedliche Populationen mit genetischer
Heterogenitat, unterschiedlich sensitive und spezifische Methoden der HLA- sowie der
HPV-Typisierung und geringe Fallzahlen von untersuchten Patientinnen- und
Kontrollgruppen sein. Bei Betrachtung von Patientinnen mit prainvasiven
Epitheldysplasien kommt erschwerend hinzu, dafl die Klassifikation zytologisch oder

histologisch erfolgen kann und verschiedene Einteilungsprinzipien Anwendung finden.

Mit Abstand am haufigsten wurde eine positive Korrelation von HLA-DQB1*03 mit dem
invasiven Zervixkarzinom beschrieben (Wank und Thomssen 1991; Hildesheim et al.
1998; Cuzick et al. 2000 u.a.). Eine entscheidende Bedeutung dieser Allele fiir die
Pathogenese der héhergradigen zervikalen neoplastischen Zellveranderungen scheint
sehr wahrscheinlich. Als zweithdufigstes Empfanglichkeitsgen wird DQB1*0602
dargestellt, besonders in Zusammenhang mit Nachweis einer HPV 16- und 18-Infektion
(Wank et al. 1993; Gregoire et al. 1994; Apple et al. 1994; Cuzick et al. 2000).
Bemerkenswert sind die Ergebnisse, in denen Korrelationen nur bei Betrachtung
spezifischer HPV-Infektionen beschrieben werden. DQB1*0303 und DQB1*0602 sind
signifikant positiv assoziiert mit den high-risk HPV-Typen 16 und 18. Fir Tragerinnen
dieser Allele besteht ein deutlich erhdhtes Risiko, an einer HPV-induzierten zervikalen
Neoplasie zu erkranken.

Mehrfach wurde ein protektiver Mechanismus durch das HLA-Klasse 2-Molekil DR13
gezeigt (Apple et al. 1994; Sastre-Garau et al. 1996; Krul et al. 1999).

Nach bisherigem Wissensstand ist noch nicht geklart, ob die Etablierung der
Priméarinfektion mit HPV oder die Entwicklung einer malignen Transformation bei
bestehender HPV-Infektion durch eine bestimmte Konstellation der HLA-Allele

beeinfluflt wird.

Die bisher gezeigten Korrelationen von HLA mit invasivem Zervixkarzinom sowie CIN

und HPV werden im Rahmen der Diskussion (Kapitel 4.1) naher beschrieben.
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1.2 FRAGESTELLUNG DER ARBEIT

Seit Anfang der achtziger Jahre ist allgemein akzeptiert, dal® die Infektion mit humanen
Papillomaviren ein entscheidender Faktor fir die Entstehung zervikaler Neoplasien ist.
Trotz der hohen Inzidenz der HPV-Infektion entwickelt jedoch nur eine Minderheit der
Frauen eine Epitheldysplasie und davon nur ein geringer Prozentsatz ein invasives
Karzinom. In der Tat verlauft der grof3te Teil der HPV-Infektionen regredient. Welche
zusatzlichen Faktoren die zervikale Kanzerogenese beeinflussen ist Schwerpunkt

zahlreicher wissenschaftlicher Studien.

Wie bei anderen virus-induzierten Erkrankungen ist vorstellbar, dal die
Funktionsfahigkeit der Immunabwehr den Verlauf der HPV-Infektion entscheidend
beeinflult. Nachgewiesen ist, da® immunsupprimierte Frauen ein deutlich erhdhtes
Risiko tragen an CIN und invasivem Zervixkarzinom zu erkranken.

Eine Schlisselrolle der Immunantwort Gbernimmt das HLA-System durch Prasentation
der HPV-Epitope an immunkompetente Zellen.

Hypothese ist, dall durch eine bestimmte Konstellation der HLA-Allele die
Immunabwehr gegen HPV und dadurch Entstehung und Verlauf der zervikalen

intraepithelialen Neoplasie beeinflut werden.

Es sind bereits zahlreiche Korrelationen von HLA-Klasse 2-Allelen mit dem invasiven
Zervixkarzinom beschrieben. Eine besondere Bedeutung der positiv assoziierten HLA-
DQB1*03-Allele ist sehr wahrscheinlich. Die bisher gezeigten Assoziationen mit CIN
sind noch uneinheitlich und auch die Zusammenhange mit HPV-Infektion oder

spezifischen HPV-Typen sind nicht abschlieRend geklart.

Ziel der Arbeit ist es, an einem norddeutschen Patientinnenkollektiv die Assoziation
von HLA- DQB1-Allelen und CIN zu beleuchten.

Untersucht werden Haufigkeitsverteilungen der HLA-DBQ1-Allele bei:

= CIN im Vergleich zu Kontrollen

= CIN unterschiedlichen Verlaufes

= CIN mit Nachweis unterschiedlicher HPV-Infektion.
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2 PATIENTINNEN UND METHODEN

2.1 PATIENTINNEN

Das Patientinnenkollektiv setzt sich aus insgesamt 106 norddeutschen Frauen
zusammen, die sich in den Dysplasie-Sprechstunden der Poliklinik fiir Frauenheilkunde
und Geburtshilfe des Universitatsklinikums Eppendorf und der gyndkologischen Praxis
Frau Dr. Kiihler-Obbarius in Hamburg in den Jahren 1997 bis 1999 vorstellten.

Die Untersuchung der Patientinnen in der Dysplasie-Sprechstunde umfallt die
kolposkopische, zytologische und histologische Diagnostik. Bei allen Patientinnen ist
histologisch eine zervikale intraepitheliale Neoplasie unterschiedlicher Schweregrade

gesichert.

In insgesamt 97 Fallen ist eine HPV-Diagnostik an zytologischen oder histologischen
Materialen mit den Verfahren der Polymerasekettenreaktion (PCR) oder des Hybrid

Capture Assays durchgefihrt worden.

In der Uberwiegenden Zahl der Falle, 96 Patientinnen, handelt es sich um die
Erstdiagnose einer CIN und die dann anschlieBende Behandlung. Eine
Verlaufsbeurteilung (Beobachtungszeitraum 5 bis 192 Monate) war in 54 Fallen
moglich. Acht Patientinnen mit CIN 1 und CIN 2 wurden ohne operative Sanierung der
Lasion beobachtet. 17 Patientinnen (2 CIN 1, 4 CIN 2, 11 CIN 3) wurden wegen eines
Rezidives nach operativer Therapie in der Dysplasie-Sprechstunde behandelt. 29
Patientinnen wurden in der Sprechstunde in regelmaRigen Nachsorgeuntersuchungen

ohne Wiederauftreteten der Erkrankung betreut.

Bei allen Patientinnen wurde eine Anamnese erhoben in der allgemeine Erkrankungen
und Herkunft erfal®t wurden. Nur norddeutsche Patientinnen, das heil3t Frauen mit
Eltern norddeutscher Herkunft, wurden in die Studie aufgenommen.

Aus der Anamnese der Patientinnen haben sich bei drei Frauen zusatzliche
Erkrankungen ergeben, namlich Hyperprolaktinamie, Morbus Crohn und invasives
Mammakarzinom. In allen Fallen lag diese Erkrankung Jahre zurtick und es bestand

keine Therapie zum Zeitpunkt der Diagnose der CIN. Aufgrund keiner bewiesenen oder
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vermuteten Korrelation dieser Erkrankungen mit bestimmten HLA-Allelen wurden die
Patientinnen in die weitere Auswertung eingeschlossen.

Das mediane Lebensalter lag bei 30,5 Jahren (19-52 Jahre).

Die Behandlung der Patientinnen erfolgte in unterschiedlicher Weise, abhangig vom
Schweregrad der Dysplasie und der individuellen Lebenssituation entsprechend der
Empfehlung der Arbeitsgemeinschaft fir Zervixpathologie und Kolposkopie der

deutschen Gesellschaft fir Gynakologie und Geburtshilfe.

Das Kontrollkollektiv setzt sich aus insgesamt 116 norddeutschen Frauen mit
unauffalliger Exfoliativzytologie innerhalb des vorhergehenden Jahres und ohne
anamnestisch bekannte genitale Erkrankungen zusammen. Es handelt sich dabei um
Patientinnen und Mitarbeiterinnnen der Universitatsfrauenklink Hamburg-Eppendorf.
Insgesamt waren 110 Frauen Wodchnerinnen oder Schwangere (95% der
Kontrollgruppe), die in der Universitatsfrauenklinik betreut worden sind. Eine
Anamnese mit Fragen zur Herkunft, genitalen und allgemeinen Erkrankungen wurde in
allen Fallen erhoben. Zusatzliche Erkrankungen sind bei 3 Frauen bekannt. In 2 Fallen
handelt es sich um Neurodermitis; bei einer Patientin wurde eine fokal nodulére
Hyperplasie (FNH) der Leber diagnostiziert. Da ein gehauftes Auftreten dieser
Erkankungen nach dem derzeitigen Wissensstand nicht mit bestimmten HLA-Typen
korreliert, wurden diese 3 Frauen in die Untersuchungen der Kontrollgruppe mit
einbezogen.

Das mediane Lebensalter des Kontrollkollektives lag bei 31,7 Jahren (17-72 Jahre) und

unterschied sich damit nicht signifikant von dem der Patientinnengruppe (30,5 Jahre).

Alle Frauen gaben nach entsprechender Aufklarung ihre Einwilligung zur

wissenschaftlichen Auswertung der erhobenen Befunde.

2.2 METHODEN

2.2.1 Histologische CIN-Diagnostik

Bei allen Patientinnen wurde histologisch eine zervikale intraepitheliale Neoplasie
gesichert und entsprechend der Klassifikation nach Richart aus dem Jahre 1973 als
CIN 1, CIN 2 und CIN 3 beschrieben. Die histologische Diagnostik erfolgte bei 78

Patientinnen in der Abteilung fiur Gynakopathologie des Universitatsklinikums
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Eppendorf, bei 18 Frauen in der Praxis Dr. Scotland, Hamburg, und bei 10 Frauen
durch andere histopathologische Labore.

Die Diagnostik wurde an Probeentnahmen der Portio vaginalis, Zervixabradaten,
Praparaten nach LLETZ (large-loop-exzision of the transformation zone), Konisation
oder Hysterektomie durchgefiihrt. Ergaben sich unterschiedliche Schweregrade in
verschiedenen Praparaten wurde jeweils der schwerste Grad der Dysplasie als
Diagnose gewertet.

Alle Praparate wurden nach Fixation in 5%igem Formalin und Paraffineinbettung

geschnitten, mit Hamatotoxylin-Eosin gefarbt und mikroskopisch beurteilt.

2.2.2 HPV-Diagnostik

Im Wandel der Entwicklung &nderte sich wahrend des Untersuchungszeitraumes die
Methode der HPV-Diagnostik.

Der Nachweis einer HPV-Infektion erfolgt gegenwartig durch Nachweis von HPV-DNA
infizierter Zellen aus zytologischen oder histologischen Praparaten. Als molekular-
biologische Techniken stehen die Polymerasekettenreaktion (PCR) und der Hybrid
Capture Assay zur Verfugung.

Zu Beginn der Untersuchungen wurde die PCR mit einem general primer, GP5+/GP6+
(de Roda Husman et al. 1996), an zervikalen Abstrichen durchgefihrt.

Seit 1997 kam zunehmend das Verfahren des Hybrid Capture Assays zur Anwendung
mit Differenzierung von 13 high-risk HPV-Typen (16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 66, 68) und 5 low-risk HPV-Typen (6, 11, 42, 43, 44) ohne weitere Spezifizierung
(Wright et al. 1998).

Durch eine typenspezifische PCR konnten Nachweise von HPV 16 (URR; forward 5'-
GCAGCTCTGTGCATAAC-3'; reverse 5'-CTGCACATGGGTGTGTGC-3'), HPV 18 (E2;
forward 5'-GAATTCACTCTATGTGCAG-3'; reverse 5-TAGTTGTTGCCTGTAGGTG-3')
und HPV 6/11 (forward 5'-CTCTGCCGGTGGTCAGTGCAT-3"; reverse 5'-
ATGCCTCCACGTCTGCAAC-3') erbracht werden (Riethdorf S et al. 2000).

Von insgesamt 97 Patientinnen (92%) liegt eine HPV-Diagnostik vor. Bei 89
Patientinnen wurde diese Analyse an zytologischem (n=72) oder histologischem
Material (n=17) durchgeflihrt, das zum Zeitpunkt der Erkrankung entnommen worden

ist. In den anderen 8 Fallen erfolgte die HPV-Diagnostik bei Auftreten des Rezidivs.
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2.2.3 HLA-Typisierung

Die serologische Bestimmung der HLA-Klasse 2-Merkmale ist mit einer hohen
Fehlerrate behaftet. Daher erfolgt die Bestimmung der HLA-Klasse 2-Antigene heute
durch die DNA-Typisierung der kodierenden polymorphen Gensequenzen.

Die Sequenzierung der HLA-DQB1-Allele wurde an peripheren Lymphozyten in dem
Labor Professor Wank des Institutes fur Immunologie der Ludwig-Maximilian-
Universitat in Minchen durchgefuhrt.

Aus peripherem Blut wurden durch Ficoll-Gradient Lymphozyten separiert und
anschlieBend die DNA extrahiert. Die polymorphen DNA-Abschnitte der HLA-Allele
wurden zunachst mit Primersequenzen fir DQB1*05/*06 sowie DQB1*02/*03/*04
amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden dann mit einer ALF Express Maschine
automatisch sequenziert, so dald Ergebnisse fir 18 verschiedene HLA-DQB1-Allele
vorliegen: *0201, *0202, *03011, *0302, *03032, *0304, *0305, *0402, 05011, *0502,
*05031, *05032, 06011, *06012, *0602, *0603, *06041, *0607.

Die Blutentnahme erfolgte bei den Patientinnen im Rahmen der Dysplasie-
Sprechstunden und bei der Kontrollgruppe in der Universitatsfrauenklink in Hamburg.
Es wurden jeweils drei Vacutainer @ 8 ml (CPT™, Becton Dickinson) pro Patientin
abgenommen. Innerhalb von 2 Stunden nach Blutentnahme wurde die Zentrifugation
durchgefuhrt. Zwei Proben wurden per Kurierdienst an das Insitut fur Immunologie in
Minchen gesendet und dort innerhalb von 48 Stunden nach Blutentnahme weiter
verarbeitet.

Von jeweils einem Probenréhrchen wurde in Hamburg in dem Labor fur
gynakologische Endokrinologie und dem Labor fur molekulare Onkologie der
Frauenklinik die Lymphozytenseparation durchgefiihrt und die Zellen in flissigem
Stickstoff asserviert.

In 25 Fallen mufBten fir die HLA-Typisierung Lymphozytenproben, nach bis zu drei
Jahren Asservation, aus Hamburg nach Minchen verschickt werden. An diesen
Proben wurde wegen Zellmangels dort eine "nested PCR" vor der automatischen
Sequenzierung durchgefihrt.

Im Institut fur Immunologie, Labor Professor Wank, war zum Zeitpunkt der
Durchfihrung der HLA-Typisierung die Zuordnung der Proben zu Patientinnen- oder

Kontrollkollektiv nicht bekannt ("blinde Bestimmung").
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2.2.3.1 Praparation der DNA aus Lymphozyten

Die folgende Methode wurde im Institiut fir Immunologie der Ludwig-Maximillian-
Universitat in Minchen von Diplombiologe S. Gu durchgefihrt.

Zur DNA-Praparation aus den peripheren Blutlymphozyten wurde der QlAamp blood
Kit verwendet. Alle Handlungen wurden nach folgendem Vorgehen, gemafR des
QlAamp blood Kit und QlAamp tissue Kit Handbuchs, durchgefiihrt.

A: Proben (bis zu 107 Lymphozyten in 0,2 ml PBS) in 1,5 ml Eppendorf-Gefalie
pipettieren

B: 25 pl QIAGEN Protease Stammldsung und 0,2 ml Puffer AL zugeben, Probe sofort
15 Sekunden vortexen

C: bei 70°C fir 10 Minuten inkubieren

D: Zugabe von 0,21 ml Ethanol (96-100%) und erneut mischen

E: QlAamp Zentrifugenréhrchen in ein 2 ml Sammeltube stellen und die vorbehandelte
Probe zugeben. Bei 6000 g eine Minute zentrifugieren, Réhrchen in ein neues
Sammeltube stellen und das alte zusammen mit dem Filtrat verwerfen.

F: 0,5 ml Puffer AW zugeben und wieder 1 Minute bei 6000 g zentrifugieren, das alte
Gefal verwerfen und das Réhrchen in ein neues stellen.

G: Probe erneut mit 0,5 ml Puffer AW waschen und 3 Minuten mit Maximal-
geschwindigkeit zentrifugieren.

H: Roéhrchen in ein neues 1,5 ml Eppendorf-Gefal} stellen, DNA mit 0,2 ml Puffer AE
oder auf 70°C vorgeheiztem destilliertem Wasser verdinnen. Bei Raumtemperatur
eine Minute inkubieren, dann bei 6000 g eine Minute zentrifugieren.

I: Die DNA ist nun gebrauchsfertig zur PCR-Amplifikation oder kann bei 4°C zur

spateren Verarbeitung gelagert werden.

2.2.3.2 PCR Reaktion fur DQB1 Exon2

Primersequenzen fir DQB1*05, DQB1*06:
5'forward DQB95010 Bio-GCA TGT GCT ACT TCA CCA ACG
3'reverse DQB95011 CAG GAT CCC GCG GTA CGC CA

Primersequenzen flir DQB1*02, DQB1*03 und DQB1*04:

5'forward DQB95010 Bio-GCA TGT GCT ACT TCA CCA ACG
3'reverse DQBY95012 CCG CTG AGT TGT GTC TGC ACAC
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Sequenzierungsprimer:
DQB95013f Cy5-CCT CGT AGT TGT GTC TGC ACAC

PCR-Programm:

Schritt 1: 95°C 2 min

Schritt 2: 95°C 30 sec
Schritt 3: 56°C 30 sec
Schritt 4: 72°C 45 sec
Schritt 2-4 35x wiederholen
Schritt 5: 72°C 5 min

Schritt 6: 4°C Endtemperatur

Die PCR-Produkte wurden auf einem Agarosegel getestet.

2.2.3.3. Sequenzierung

Die PCR- Produkte wurden mittels einer ALF Express Maschine sequenziert.
Reagenzien und Puffer:

Bindungspuffer: 2 M NaCl, 10 mM Tris / HCI pH 7,6, 1 mM EDTA

TE pH 8,0

1 M HCI

1 M NaOH

DYNA Beads M-280

- PCR-Produkt (40ul) in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefalt geben

- 0,3 ml DYNA-Beads-Suspension in ein weiteres Gefall auf dem Magnetic Particle
Concentrator (MPC) geben

- Beads zweimal mit 0,1 ml Bindungspuffer waschen

- 40 pl der gewaschenen Beads mit dem Bindungspuffer zum PCR-Produkt dazugeben

- Mischung 20 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Schiittler inkubieren

- Beads erneut mit Bindungspuffer und anschlieRend mit TE waschen

- DNA mit 0,1 M NaOH (8ul/Réhrchen) 10 Minuten bei Raumtemperatur denaturieren

- Magneten in den MPC geben und das NaOH in ein Gefalk mit 4 pl 2M HCI
transferieren (mit dem Uberstandstrang darin)

- 0,75 pl Tris/HCI pH 7,6 hinzufiigen

- Uberstandstrange sind fertig

24



- Beads mit Bindungspuffer und TE waschen, dann in Wasser waschen und wieder in
13 pl Wasser verdinnen, Beads-Strang ist ebenfalls fertig

Die folgenden verwendeten Reagenzien (ddNTP, T7-Polymerase, Anlagerungspuffer,
Extensionspuffer, Stoppuffer) entstammen alle dem ALF autoread200 Sequenzierungs
Kit.

- Strange mit 2 pl Sequenzierungsprimer und 2 pl Anlagerungspuffer bei 65°C fur 10
Min. inkubieren

- Mischung bei Raumtemperatur 10 Min. bis 2 Std. inkubieren

- 3 yl ddNTP zur Therasaki-Platte in der Reihenfolge ACGT hinzufligen

- 6 pl T7-Polymerase mit 18 ul Verdiinnungspuffer mischen

- Davon 2 ul mit 1 pl Extensionspuffer zu den Strangen geben

- Reaktion in einem 37°C Wasserbad durch Zugabe von 45 pl Stranglésung zu den
A,C,G,T-Léchern zum Ende bringen und nach 5 Min. durch Zugabe von 5 ul Stoppuffer

in jedes Loch beenden

Die endglltigen Proben werden auf das ReproGel High Solution (Pharmacia Biotech)
aufgebracht und laufen dann auf der ALF Express Maschine.
Die hierbei erzielten Ergebnisse werden durch das AlFwin Sequence Analyses Version

2.00 prozessiert und durch das HLA SequiTyper Version 2.00 typisiert.

2.2.4 Therapie

Je nach Schweregrad der CIN und individueller Lebenssituation der Patientin wurde
eine Therapie entsprechend der Empfehlung der Arbeitsgemeinschaft fir
Zervixpathologie und Kolposkopie der Deutschen Gesellschaft fiir Gynakologie und
Geburtshilfe (Heinrich 1998) durchgefihrt.

Als operative Verfahren kamen destruierende und ablative Techniken zur Anwendung.
Die Oberflachendestruktion zur Behandlung ektozervikaler niedriggradiger CIN-
Lasionen erfolgte mit einem CO,-Laser. Als ablative Therapie wurde Uberwiegend die
Hochfrequenzchirurgie, die Schlingenexzision (LLETZ) durchgefiihrt. Bei Erfordernis
einer Konisation erfolgte diese als Messer- oder Laserkonisation. Die einfache
Hysterektomie wurde abdominal oder vaginal ohne Lymphonodektomie in Ublicher

Weise durchgefihrt.
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2.3 AUSWERTUNG UND STATISTIK

Die Auswertung der Daten erfolgte nach verschiedenen Kriterien.

Die Verteilung der HLA-DQB1-Allele des Patientinnenkollektives mit nachgewiesener
CIN (n=106) wurde dem Kontrollkollektiv (n=116) gegenlibergestellt. Aulerdem wurde
die Haufigkeitsverteilung der HLA-Allele bei unterschiedlichen Schweregraden und

Verlauf der CIN sowie in Abhangigkeit vom HPV-Nachweis untersucht.

Die jeweiligen Haufigkeiten wurden in Kreuztabellen erstellt und die Gleichheit der
Gruppen mittels Pearsons Chiquadrat-Test und dem zweiseitigen exakten Test nach
Fisher fur kleine Stichproben tberprift. Ein p-Wert kleiner als 0,05 (nach log rank) galt
als statistisch signifikant. Das Relative Risiko mit 95% Confidenzintervall wurde

berechnet und die OR (odds ratio) als "case-control"-Wert angegeben.

Die Gruppe der leicht und mittelgradigen CIN (17 CIN 1 und 22 CIN 2) umfalt fir
Analysen von statistischer Signifikanz eine zu geringe Anzahl von Patientinnen. Die
Berechnungen zur Assoziation von HLA-DQB1-Allelen mit den verschiedenen

Schweregraden der CIN kénnen nur als hinweisend gewertet werden.

Subgruppenanalysen wurden bei Patientinnen mit niedriggradigen Dysplasien als
Verlaufsbeobachtung und bei Patientinnen mit rezidivierenden Dysplasien
vorgenommen.

Der Verlauf der CIN 1 und CIN 2 wurde bei insgesamt acht Patientinnnen Gber einen
Zeitraum von 6 bis 64 Monaten beobachtet. In dieser Subgruppe wurde die
Haufigkeitsverteilung der HLA-DQB1-Allele bei regredierendem, stabilem oder
progredientem Verlauf betrachtet.

Patientinnen mit Rezidiv einer Dysplasie wurden Patientinnen ohne Rezidiv bei
entsprechender histologischer Diagnose, HPV-Infektion, Therapie und gleichem
Beobachtungszeitraum gegenibergestellt. Da es sich hierbei um eine zeitabhangige
Betrachtung handelt, wurde eine Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meyer durchgefiihrt.
Das Auftreten eines Rezidives wurde als Ereignis definiert und in Abhangigkeit von
dem HLA-DQB1-Allel als Faktor betrachtet. Die statistische Signifikanz wurde

berechnet und ein p-Wert kleiner als 0,05 nach log rank als signifikant gewertet.
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Die Korrelation von HLA-DQB1-Allelen mit dem Auftreten einer HPV-Infektion ist in
unterschiedlichen Kollektiven der Patientinnen untersucht worden. Da innnerhalb des
Kontrollkollektives keine HPV-Typisierung erfolgte, wurden Patientinnen mit CIN und
unterschiedlichem HPV-Nachweis miteinander verglichen. HPV-positive CIN wurden
HPV-negativen, high-risk HPV-positive high-risk HPV-negativen und HPV 16-positive
HPV 16-negativen CIN gegeniber gestellt.

Die Auswertung der HPV 18- und HPV 6/11-Infektion erbrachte, entsprechend der

erwarteten Haufigkeit, wenig positive Falle ohne weitere statistische Analysen.

Als statistisches Programm wurde SPSS 6.1.3 fiir Windows der Landeshochschulen

Hamburg (Lizenznummer: 1753508) vom 03.10.1995 verwendet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 CIN

3.1.1  Schweregrad der CIN

Von 106 Patientinnen mit CIN wurden, entsprechend der Klassifikation von Richart aus
dem Jahre 1973, 17 CIN 1, 22 CIN 2 und 67 CIN 3 diagnostiziert (Tabelle 3.1.1).

In 15 Fallen ist die histologische Diagnose nicht exakt einem Schweregrad zugeordnet,
sondern in 8 Fallen als CIN 1-2 und in 7 Fallen als CIN 2-3 bewertet worden. Diese
Falle wurden jeweils der héhergradigen histologischen Klassifikation zugeordnet, das
heilt CIN 1-2 in die Gruppe der CIN 2 und CIN 2-3 in die Gruppe der CIN 3. Bei den
Patientinnen mit CIN 3 lag in 35 Fallen eine schwere Dysplasie und in 32 Fallen ein
Carcinoma in situ, davon in 2 Fallen ein mischzelliges, adenosquaméses Carcinoma in

situ, vor.

Tabelle 3.1.1 Schweregrade der CIN

CIN 1 CIN 2 CIN 3 CIN ges.
n (%) n o (%) n o (%) N (%)
17 (16) 22 (21) 67 (63) 106 (100)

3.1.2 Verlauf der CIN

3.1.2.1 Beobachtung CIN 1 und CIN 2

Acht Patientinnen (3 CIN 1, 5 CIN 2) wurden Uber einen Zeitraum von 6 bis 64
Monaten beobachtet. Nach bioptisch gesicherter CIN wurden in ungeféahr
dreimonatlichen Abstanden in der Dysplasiesprechstunde kolposkopische und
zytologische Verlaufsbeurteilungen durchgefiihrt.

Bei 3 Patientinnen (1 CIN 1, 2 CIN) kam es nach 7 bis 19 Monaten zum Regrel3 der
Erkrankung mit unauffalligen Kontrollbefunden. 4 Patientinnen (1 CIN 1, 3 CIN 2)
zeigten eine persistierende Neoplasie. In einem Fall progredierte eine CIN1 zu CIN 2-3
(Tabelle 3.1.2.1). Entsprechend der erhobenen Befunde wurde bei Progression oder
Persistenz der Lasion und auf Wunsch der Patientin in 3 Fallen nach 6, 23 und 24
Monaten eine operative Therapie durchgefiihrt.

In 6 Fallen liegen Ergebnissse der HPV-Diagnostik vor (siehe Kap. 3.2.2).
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Tab. 3.1.2.1 Verlauf von acht CIN, Beobachtungszeitraum 6 bis 64 Monate

CIN1 CIN 2 CIN ges.

n=03 n=05 n=08
Regression 01 02 03
Persistenz 01 03 04
Progression 01 00 01

3.1.2.2 Rezidivierende CIN nach operativer Therapie

Siebzehn Patientinnen wurden wegen rezidivierender CIN in der Dysplasie-
Sprechstunde behandelt. In der histologischen Diagnose bei Primaroperation waren
die Resektatrander als frei von Dysplasien beschrieben worden.

In 3 Fallen trat das Rezidiv nach einem Zeitraum von mehr als 5 Jahren nach
Primardiagnose auf. Diese Patientinnen wurden aus der Subgruppenanalyse
ausgeschlossen, da keine Patientin mit dhnlich langem Beobachtungszeitraum ohne
Rezidiv untersucht wurde.

Bei 14 Patientinnen trat das Rezidiv innerhalb von 5 bis 45 Monaten nach Therapie auf
(medianer Beobachtungszeitraum 20 Monate). Dieser Subgruppe wurden Patientinnen
ohne Rezidiv mit entsprechender Diagnose, Therapie und &hnlichem
Beobachtungsintervall, 5 bis 36 Monate (medianer Beobachtungszeitraum 15 Monate),

gegenuber gestellt (Tabelle 3.1.2.2).

Tab.3.1.2.2 Rezidive nach CIN

CIN1 CIN 2 CIN3 CIN ges.
n=04 (%) n=07 (%) n=32 (%) n=43 (%)
Rezidiv 01 (25) 03 (43) 10 (31) 14 (33)
Kein Rezidiv 03 (75) 04 (57) 22 (69) 29 (67)
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3.2 HPV-INFEKTION

3.2.1 HPV-Infektion und CIN

Bei 97 Patientinnen (92% der CIN-Patientinnen) kann eine Aussage Uber das
Vorliegen einer HPV-Infektion ohne Typenspezifizierung gemacht werden.

Insgesamt waren 76 Patientinnen HPV-positiv (78%). Mit zunehmendem Schweregrad
der Dysplasie zeigte sich eine zunehmende Haufigkeit HPV-positiver Befunde, bei
CIN 3in 90% (57/63) der Falle (Tabelle 3.2.1.a).

In der Gruppe der als HPV-negativ bezeichneten Patientinnen (n=22) erbrachten
unterschiedliche Untersuchungsmethoden negative Ergebnisse. Bei acht Patientinnen
waren alle durchgefiihrten Testverfahren negativ (general primer PCR,
typenspezifische HPV 16, 18, 6/11 PCR und Hybrid Capture Assay). In vier Fallen
wurden alle PCR-Methoden durchgefiihrt, aber kein Hybrid Capture Asssay. Drei
weitere Patientinnen hatten negative Ergebnisse der general primer PCR, in einem Fall
wurde zusatzlich ein Hybrid Capture Assay durchgefihrt. Bei den weiteren sechs
Fallen zeigte der Hybrid Capture Assay negative Ergebnisse, davon in einem auch die
HPV-typenspezifische PCR.

Tab. 3.2.1.a HPV-Nachweis (PCR oder Hybrid Capture Assay) bei 97 Patientinnen

CIN 1 CIN 2 CIN3 CIN ges.
n=15 (%) n=19 (%) n=63 (%) n=97 (%)
HPV-negativ 07 (47) 08 (42) 06 (10) 21 (22)
HPV-positiv 08 (53) 11 (58) 57 (90) 76 (78)

Von diesen 97 Patientinnen wurde in 87 Fallen durch Hybrid Capture Assay oder
spezifische PCR die Infektion mit high-risk HPV untersucht.

In den meisten Fallen (n=62, 71%) handelte es sich um eine Infektion mit high-risk
HPV, bei CIN 3 sogar in 85% (46/54) der Falle (Tabelle 3.2.1.b). Von 25 high-risk HPV-
negativen Patientinnen lagen fir alle negative Ergebnisse des Hybrid Capture Assays

vor und von 17 zusatzlich negative Resultate der PCR.
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Tab.3.2.1.b High-risk HPV (hrHPV)-Nachweis bei 87 Patientinnen
CIN1 CIN 2 CIN3 CIN ges.
n=14 (%) n=19 (%) n=54 (%) n=87 (%)
hrHPV-negativ 08 (57) 09 (47) 08 (15) 25 (29)
hrHPV-positiv 06 (43) 10 (53) 46 (85) 62 (71)

Mit typenspezifischer PCR wurde bei 76 Patientinnen HPV 16 detektiert.
Eine Infektion mit HPV 16 lag in 50% (38/76) der Falle vor, davon in 61% der

Patientinnen mit CIN 3.

Tab. 3.2.1.c HPV 16-Nachweis bei 76 Patientinnen
CIN1 CIN 2 CIN3 CIN ges.

n=10 (%) n=15 (%) n=51 (%) n=76 (%)
HPV 16-negativ 06 (60) 12 (80) 20 (39) 38 (50)
HPV 16-positiv 04 (40) 03 (20) 31 (81) 38 (50)

Eine Infektion mit HPV 18 war in 5 von 71 Fallen (7%) nachweisbar, ausschlief3lich in

CIN 2 und CIN 3.

Tab. 3.2.1.d HPV 18-Nachweis bei 71 Patientinnen
CIN1 CIN 2 CIN3 CIN ges.

n=09 (%) n=15 (%) n=47 (%) n=71 (%)
HPV 18-negativ 09 (10) 12 (80) 45 (96) 66 (93)
HPV 18-positiv 00 (00) 03 (20) 02 (04) 05 (07)

Bei 69 Patientinnen wurde eine typen-spezifische PCR flir HPV 6/11 durchgefiihrt, die

in 13% der Falle (n=9) positiv war.

Tab. 3.2.1.e HPV 6/11-Nachweis bei 69 Patientinnen
CIN1 CIN 2 CIN 3 CIN ges.

n=09 (%) n=14 (%) n=46 (%) n=69 (%)

HPV 6/11-negativ 08 (89) 13 (93) 39 (85) 60 (87)
07 (15) 09 (13)

HPV 6/11-positiv 01 (11) 01 (07)
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Zusammenfassend lassen sich die Ergebnisse der HPV-Diagnostik folgendermalien

darstellen:

Tab. 3.2.1.f Ubersichtstabelle HPV-Infektion in % bei CIN

CIN1 CIN 2 CIN3 CIN ges.

(%) (%) (%) (%)
HPV-positiv 53 58 90 78
hrHPV-positiv 43 53 85 71
HPV 16-positiv 40 20 61 50
HPV 18 -positiv. 00 20 04 o7
HPV 6/11-positiv =~ 11 07 15 13

Diagramm 3.2.1
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3.2.2 HPV-Infektion und Verlauf der CIN

Von insgesamt 8 Patientinnen (3 CIN 1 und 5 CIN 2) wurde der Verlauf der Erkrankung
beobachtet. Bei 6 Patientinnen sind wdhrend des Beobachtungszeitraumes HPV-

Nachweise durchgefiihrt worden.
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In 3 Fallen lag eine persistierende high-risk HPV-Infektion vor und diese Patientinnen
zeigten persistierende CIN 2. Eine Patientin mit Regression einer high-risk HPV-
Infektion zeigte eine Regression der Dysplasie (CIN 2). Eine Patientin ohne HPV-
Nachweis (bei 6 entnommenen Abstrichen) hatte eine Regression einer CIN 2. Bei
einer Patientin mit persistierendem low-risk HPV-Nachweis bildete sich eine CIN 1

zurick. In 2 Fallen kann keine Aussage zum HPV-Verlauf gemacht werden.

3.3 HLA-TYPISIERUNG

3.3.1  HLA-Typisierung und CIN

Fir die Berechnung der Assoziation von HLA-DQB1-Allelen und CIN wurde das
Auftreten pro Patientin untersucht, das heif3t homozygotes Auftreten wird als ein Fall
gewertet. Dies entspricht der Untersuchung von Phanotypen (Tabelle 3.3.1a).

Die Sequenzierung von 18 verschiedenen HLA-DQB1-Allelen ergab fiir neun Allele
(bQB1*0201, *03011, *0302, *03032, *05011, *05031, *0602, *0603, *06041)
Haufigkeiten von wenigstens 5% (>10 Falle) im Gesamtkollektiv, fir die dann die
Verteilung in den unterschiedlichen Gruppen statistisch analysiert wurde. Aufgrund der
niedrigen naturlichen Haufigkeit der anderen neun Allele (DQB1*0202, *0304, *0305,
*0402, *0502, *05032, *06011, *06012, *0607) wurde auf eine statistische Aussage

Uber Unterschiede der Verteilung verzichtet.
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Tab 3.3.1a HLA-DQB1-Allele bei CIN, Kontrollen und im Gesamtkollektiv

HLA-DQB1 |CIN Kontrollen |Ges.Kollektiv
n=106 (%) n=116 (%) |n=222 (%)
*0201 34 (32) 50 (43) 84 (38)
*0202 00 (00) 04 (03) 04 (02)
*03011 43 (41) 23 (20) 66 (30)
*0302 05 (05) 25 (22) 30 (14)
*03032 16 (15) 12 (10) 28 (13)
*0304 04 (04) 05 (04) 09 (04)
*0305 01 (01) 01 (01) 02 (01)
*0402 02 (02) 05 (04) 07 (03)
*05011 33 (31) 32 (28) 65 (29)
*0502 03 (03) 02 (02) 05 (04)
*05031 06 (06) 06 (05) 12 (05)
*05032 02 (02) 02 (02) 04 (02)
*06011 01 (01) 02 (02) 03 (01)
*06012 01 (01) 00 (00) 01 (01)
*0602 34 (32) 26 (22) 60 (27)
*0603 12 (11) 13 (11) 25 (11)
*06041 06 (06) 08 (07) 14 (06)
*0607 01 (01) 01 (01) 02 (01)
*0617 01 (01) 00 (00) 01 (01)

Eine Tabelle mit Angaben Uber die HLA-DQB1-Allel-Kombination jeder einzelnen

Patientin ist dem Anhang beigefugt (Tabelle 3.3).

Der Vergleich der Haufigkeiten der statistisch ausgewerteten neun HLA-DQB1-Allele
ergab fur funf Allele, HLA-DQB1*0201, *03011, *0302, *03032, *0602 unterschiedliche
Verteilungen im Patientinnen- und Kontrollkollektiv (Tabelle 3.3.1.b).

HLA-DQB1*03011, *03032 und *0602 sind bei Patientinnen mit CIN haufiger
nachweisbar, DQB1*03011 statistisch signifikant (p=0,00073, OR=2,75).
HLA-DQB1*0201 und *0302 treten bei Patientinnen mit CIN weniger haufig auf,
davon DQB1*0302 deutlich signifikant (p=0,00025, OR=0,18).

Die Allele HLA-DQB1*05011, *05031, *0603 und *06041 sind gleichmaRBig in beiden
Gruppen verteilt.
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Tab 3.3.1b HLA-DQB1-Allele bei CIN mit p-Wert und OR

CIN Kontrollen OR (95% CI) p-Wert

n=106 (%) n=116 (%)
*0201 34 (32) 50 (43) 0,62 (0,36-1,08) 0,09059
*03011 43 (41) 23 (20) 2,75 (1,52-5,02) 0,00073
*0302 05 (05) 25 (22) 0,18 (0,07-0,49) 0,00025
*03032 16 (15) 12 (10) 1,54 (0,69-3,42) 0,28701
*05011 33 (31) 32 (28) 1,19 (0,67-2,11) 0,56196
*05031 06 (06) 06 (05) 1,10 (0,34-3,52) 0,87241
*0602 34 (32) 26 (22) 1,63 (0,89-2,97) 0,10542
*0603 12 (11) 13 (11) 1,01 (0,44-2,32)  0,97862
*06041 06 (06) 08 (07) 0,81 (0,27-2,42) 0,70507

Diagram 3.3.1 HLA-DQB1-Allele und CIN
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3.3.1.1 HLA-Typisierung und Schweregrad der CIN

Die Haufigkeitsverteilung der HLA-DQB1-Allele wurde fur die unterschiedlichen
Schweregrade der intraepithelialen Neoplasie untersucht. Die Gruppe der niedrig- und
mittelgradigen CIN (CIN 1 und CIN 2) umfal3t nur 17 bzw. 22 Patientinnen, so dal} eine
statistische Auswertung aufgrund der niedrigen Fallzahl nicht sinnvoll ist. Diese beiden
Gruppen sollten, orientierend an der neuen Klassifikation von Richart 1990, nicht
zusammengefalit werden, da CIN 2 eher den high-grade Lasionen zugeordnet wird.

Die Auswertung der Assoziation von HLA-DQB1-Allelen mit den unterschiedlichen

Schweregraden der CIN ergibt demnach nur orientierende Werte (Tabelle 3.3.1.1).

Das Empfanglichkeitsgen HLA-DQB1*03011 ist bei CIN 1 in 58% der Falle (10/17)
nachweisbar, im Unterschied zu 32% (07/22) bei CIN 2 und 39% (26/67) bei CIN 3.

Das zweithaufigste Empfanglichkeitsgen HLA-DQB1*0602 trat bei niedriggradiger
CIN 1 mit 18% deutlich seltener auf als bei mittel- und schwergradigen Lasionen (36%
CIN 2, 34% CIN 3).

Far HLA-DQB1*0603 ergab sich eine unterschiedliche Verteilung in den verschiedenen
Schweregraden, die allerdings bei niedriger Gesamthaufigkeit (11%, n=12) nicht
statistisch bewertet werden kann.

Bemerkenswert ist, da DQB1*06041 (n=6) nur bei CIN 3 nachweisbar war.

Tab. 3.3.1.1 HLA-DQB1-Allele und unterschiedliche Schweregrade der CIN

CIN 1 CIN 2 CIN3 CIN ges. Kontrollen

n=17 (%) n=22 (%) n=67 (%) n=106 (%) n=116 (%)
*0201 05 (29) 08 (36) 21 (31) 34 (32) 50 (43)
*03011 10 (58) 07 (32) 26 (39) 43 (41) 23 (20)
*0302 00 (00) 01 (05) 04 (06) 05 (05) 25 (22)
*03032 03 (18) 03 (14) 10 (15) 16 (15) 12 (10)
*05011 05 (29) 08 (36) 20 (30) 33 (31) 32 (28)
*05031 02 (11) 01 (05) 03 (05) 06 (06) 06 (05)
*0602 03 (18) 08 (36) 23 (34) 34 (32) 26 (22)
*0603 01 (06) 04 (18) 07 (10) 12 (11) 13 (11)
*06041 00 (00) 00 (00) 06 (09) 06 (06) 08 (07)
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3.3.1.2 HLA-Typisierung und Verlauf der CIN

3.3.1.2.1 Beobachtung von CIN 1 und CIN 2

Interessant ist, dal} alle Patientinnen mit persistierender CIN (n=4) HLA-DQB1*03011-
positiv waren, davon zwei auch DQB1*0602-positiv. Bei Remission (n=3) war nur
jeweils eine Patientin DQB1*03011 oder DQB1*0602 positiv. Von 3 Patientinnen mit
Remission trugen zwei das Allel DQB1*0201. Die Patientin mit Progression der CIN
wies die Allel-Kombination DQB1*0201/*05032 auf.

Tab.3.3.1.2.1 HLA-DQB1-Allele und Verlauf von CIN 1 und CIN 2

Remission Persistenz Progression CIN ges. Kontrollen

n=03 n=04 n=01 n=106 (%) n=116 (%)
*0201 02 00 01 34 (32) 50 (43)
*03011 01 04 00 43 (41) 23 (20)
*0302 00 00 00 05 (05) 25 (22)
*03032 00 00 00 16 (15) 12 (10)
*05011 01 01 00 33 (31) 32 (28)
*05031 00 00 00 06 (06) 06 (05)
*0602 01 02 00 34 (32) 26 (22)
*0603 00 00 00 12 (11) 13 (11)
*06041 00 00 00 06 (06) 08 (07)

3.3.1.2.2 Rezidivierende CIN nach operativer Therapie

Von 43 Patientinnen, die Uber einen Zeitraum von 5 bis 45 Monaten nach Erstdiagnose
und Therapie beobachtet worden sind, entwickelten 14 innerhalb von 5 bis 45 Monaten
ein (oder mehrere) Rezidive. Die HLA-DQB1-Verteilung der Patientinnen mit Rezidiv
wurde derjenigen der Patientinnen ohne Rezidiv nach Kaplan-Meier
Uberlebensanalysen zeitabhangig gegenlibergestellt.

Ein signifikanter Unterschied ergab sich nur fir DQB1*05031, das deutlich haufiger bei

Patientinnen mit Rezidiv nachweisbar war (p=0,0256).
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Die Empfanglichkeitsgene DQB1*03011 und DQB1*0602 sind bemerkenswerterweise
weniger haufig bei Rezidiven nachweisbar.

Zwei und mehr Rezidive traten bei drei Patientinnen auf, mit jeweils einem (n=01) oder
zwei Empfanglichkeitsallelen (n=02) in folgender HLA-DQB1-Kombination:
DQB1*0602/*03032, *0602/*0603, *03011/*3032.

Tab. 3.3.1.2.2 HLA-DQB1-Allele und rezidivierende CIN

Rezidiv Kein Rezidiv p-Wert

n=14 (%) n=29 (%) log rank
*0201 05 (39) 11 (38) 0,5317
*03011 02 (14) 10 (34) 0,2952
*0302 02 (14) 01 (03) 0,1083
*03032 02 (14) 02 (07) 0,2412
*05011 09 (64) 08 (28) 0,6719
*05031 02 (14) 01 (03) 0,0256
*0602 03 (21) 12 (41) 0,9249
*0603 02 (14) 04 (14) 0,7717
*06041 00 (00) 02 (07) 0,5873

Diagramm 3: Rezidivfreies Uberleben und Nachweis von HLA-DQB1*05031

_________ Lp DQB1*05031

- - - positiv
+ positiv-zensiert

Rezidivfreie
Uberlebenswahrscheinlichkeit
N N
3
i
D
o

negativ

+ negativ-zensiert

-2 T T T T [
0 10 20 30 40 50 60

Beobachtungszeit in Monaten
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3.3.2 HLA-Typisierung und HPV

Der Nachweis einer HPV-Infektion bei CIN wurde mit den HLA-DQB1-Allelen
korreliert. Aufgrund der unterschiedlichen Methodik und des zur Verfiigung stehenden
Materials konnten folgende HPV-Nachweise miteinander verglichen und die
Haufigkeitsverteilung der DQB1-Allele bestimmt werden:

» HPV-positive CIN gegenliber HPV-negativen CIN

» high-risk HPV-positive CIN gegenuber high-risk HPV-negativen CIN

= HPV 16-positive gegenliber HPV 16-negativen CIN.

Fir statistische Analysen einer Assoziation der DQB1-Allele mit HPV 18 (n=5) und
HPV 6/11 (n=9) sind die Fallzahlen zu gering.

Bei 97 Patientinnen wurde ein HPV-Nachweis mit PCR oder Hybrid Capture Assay
durchgefiihrt und die Verteilung der DQB1-Allele von HPV-positiven mit HPV-negativen
verglichen (Tabelle 3.3.2.a).

Es ergab sich kein signifikanter Unterschied der Haufigkeitsverteilung.

Mit leicht reduzierter Frequenz bei HPV-positiven Patientinnen sind DQB1*03032 und
DQB1*05011 nachweisbar.

Tab. 3.3.2.a HLA-DQB1-Allele und HPV-Infektion bei 97 Patientinnen mit CIN

HPV-pos CIN HPV-neg CIN OR (95% CI) p-Wert
n=76 (%) n=21 (%)

*0201 27 (36) 05 (24) 1,76 (0,58-5,34) 0,31210
*03011 31 (41) 09 (43) 0,92 (0,35-2,44) 0,86471
*0302 03 (04) 01 (05) 0,82 (0,08-8,34) 1,00000
*03032 10 (13) 05 (24) 0,48 (0,15-1,62) 0,30461
*05011 21 (28) 09 (43)  0,51(0,19-1,38) 0,18148
*05031 05 (07) 02 (10) 0,67 (0,12-3,72) 0,64262
*0602 25 (33) 06 (29) 1,23 (0,42-3,25) 0,70687
*0603 08 (11) 02 (10)  1,12(0,22-5,71) 1,00000
06041 06 (08) 00 (00) 0,33474
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In 87 Fallen wurde der Nachweis einer high-risk HPV-Infektion durchgefihrt und high-
risk HPV-positive mit high-risk HPV-negativen verglichen.

Es lieRRen sich keine signifikanten Unterschiede darstellen (Tabelle 3.3.2.b).

DQB1*0201 war leicht erh6ht bei high-risk HPV-positiven Patientinnen. DQB1*05011
trat in dieser Subgruppenanalyse, wie bei HPV-positiven CIN, weniger haufig auf.
DQB1*06041 war ausschlieBlich bei HPV-positiven Patientinnen nachweisbar, so dafl

die Berechnung der OR nicht méglich ist.

Tab. 3.3.2.b HLA-DQB1-Allele und high-risk HPV-Infektion bei 87 Patientinnen
hrHPV-pos CIN hrHPV-negCIN OR (95% CIl) p-Wert

n=62 (%) n=25 (%)
*0201 22 (36) 06 (24) 1,74 (0,61-5,00) 0,29948
*03011 24 (39) 11 (44) 0,80 (0,31-2,06) 0,64884
*0302 02 (03) 01 (04) 0,80 (0,69-9,24) 1,00000
*03032 08 (13) 04 (16) 0,78 (0,21-2,86) 0,73693
*05011 18 (29) 10 (40) 0,61 (0,23-1,61) 0,32173
*05031 04 (07) 02 (08) 0,79 (0,14-4,63) 1,00000
*0602 21 (34) 08 (32) 1,09 (0,40-2,93) 0,86696
*0603 07 (11) 02 (08) 1,46 (0,28-7,58) 1,00000
*06041 05 (08) 00 (00) 0,31550

Mit typenspezifischer PCR wurde in 76 Fallen die Infektion mit HPV 16 getestet.

50% der Patientinnen waren HPV 16-positiv, so dal} die Verteilung der DQB1-Allele
statistisch ausgewertet werden kann.

Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (Tabelle 3.3.2.c).

DQB1*0602 ist annahernd signifikant haufiger nachweisbar bei HPV 16-positiven
Patientinnen (p=0,088; OR 2,34 (95% CI 0,87-6,29)). Auch DQB1*03011 ist bei HPV
16-positiven CIN erhéht nachweisbar.

DQB1*0603 und *0201 treten nicht signifikant vermindert auf.
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Tab. 3.3.2.c HLA-DQB1-Allele und HPV 16-Infektion bei 76 Patientinnen
HPV 16-pos CIN HPV 16-neg CIN OR (95% CI) p-Wert

n=38 (%) n=38 (%)

*0201 10 (26) 15 (40) 0,55 (0,21-1,45) 0,22219
*03011 18 (47) 12 (32) 1,95 (0,77-4,96) 0,15912
*0302 02 (05) 01 (03) 2,06 (0,18-23,7) 1,00000
*03032 05 (13) 06 (16) 0,81 (0,22-2,91) 0,74440
*05011 10 (26) 12 (32) 0,77 (0,28-2,09) 0,61296
*05031 02 (05) 03 (08) 0,65 (0,10-4,12) 1,00000
*0602 16 (42) 09 (24) 2,34 (0,87-6,29) 0,08745
*0603 02 (05) 06 (16) 0,29 (0,06-1,57) 0,26191
06041 02 (05) 02 (05) 1,00 (0,37-2,74) 1,00000

Zusammenfassend lassen sich folgende Haufigkeiten der HLA-DQB1-Allele fur die
unterschiedlichen HPV-Nachweise darstellen (Tabelle 3.3.2.d).

Fir DQB1*0602 und *03011 laft sich eine positive Assoziation zu HPV 16-positiven
CIN beschreiben. Die Allele DQB1*0201 und *0603 sind bei Patientinnen mit HPV 16-
Infektion seltener nachweisbar. DQB1*06041 tritt ausschlieBlich bei HPV-positiven CIN

auf. Die Verteilung war nicht statistisch signifikant unterschiedlich.

Tab. 3.3.2.d Ubersicht HLA-DQB1-Allele und unterschiedliche HPV-Nachweise bei CIN
HPV-pos CIN hrHPV-pos CIN HPV16-pos CIN CIN

in % in % in % in %
*0201 36 36 26 32
*03011 41 39 47 41
*0302 04 03 05 05
*03032 13 13 13 15
*05011 28 29 26 31
*05031 07 07 05 06
*0602 33 34 42 32
*0603 11 11 05 11
*06041 08 08 05 06
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Im Vergleich der HPV 16-positiven CIN mit dem Kontrollkollektiv bestatigten sich die
Haufigkeitsverteilungen der DQB1-Allele. Statistisch signifikante Unterschiede ergaben
sich fur DQB1*03011 und *0602 als Empfanglichkeitsgene sowie DQB1*0302 mit

vermutlich protektivem Mechanismus.

Tab. 3.3.2.e DQB1-Allele bei HPV 16-positiven CIN im Vergleich mit Kontrollen

HPV 16-pos CIN  Kontrollen OR (95% CI) p-Wert

n=38 (%) n=116 (%)
*0201 10 (26) 50 (43) 0,47 (0,21-1,06) 0,06555
*03011 18 (47) 23 (20) 3,63 (1,66-7,96) 0,00086
*0302 02 (05) 25 (22) 0,20 (0,46-0,90) 0,02192
*03032 05 (13) 12 (10) 1,31 (0,43-4,00) 0,76561
*05011 10 (26) 32 (28) 0,94 (0,41-2,15) 0,87870
*05031 02 (05) 06 (05) 1,02 (0,20-5,27) 1,00000
*0602 16 (42) 26 (22) 2,52 (1,16-5,48) 0,01801
*0603 02 (05) 13 (11) 0,44 (0,09-2,05) 0,36110
*06041 02 (05) 08 (07) 0,75 (0,15-3,70) 1,00000

Die funf Patientinnen mit HPV 18-Infektion zeigten folgende HLA-DQB1-Allel-
Kombinationen: DQB1*0602/*03011, *03032/*03011, *0201/*05011, *05011/*03032,
*0201/*05031.

Bei keiner der HPV 18-positiven CIN war DQB1*0302 nachweisbar, das vermutlich
protektiv wirkt.

HLA-DQB1*03032 trat in zwei Fallen und HLA-DQB1*0602 nur in einem Fall auf.

Alle drei beobachteten Falle mit persistierender high-risk HPV-Infektion und
persistierender CIN waren HLA-DQB1*03011 positiv, zwei in Kombination mit
DQB1*0602 und einer mit DQB1*05011.

Die Patientin mit Nachweis einer regredierenden HPV-Infektion und Regrel3 einer
CIN 2 war Tragerin von HLA-DQB*0201/*05011.
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4 DISKUSSION

4.1 HLA UND ZERVIKALE NEOPLASIEN, UBERSICHT DER LITERATUR

411 HLA und invasives Zervixkarzinom

Erstmals wurde 1991 von Wank und Thomssen fir Tragerinnen des HLA-Klasse 2-
Molekils DQw3 ein siebenfach erhdhtes Risiko fur die Erkrankung an einem invasiven
Zervixkarzinom beschrieben (Wank und Thomssen 1991). Untersucht wurden 66
Patientinnen von denen 88% in der serologischen Bestimmung HLA-DQw3-positiv
waren im Unterschied zu 50% in der lokalen Kontrollgruppe. In einer folgenden
Analyse wurden mit einer anderen Methode, der PCR-SSO (sequenzspezifische
Oligotypisierung), die Allel-Subgruppen von DQw3, namlich DQB1*0301, *0302 und
*0303 unterschieden. Interessanterweise ergab sich dabei, daR DQB1*0301 (40 von 50
Patientinnen, 80%) und DQB1*0303 (9/50, 18%) deutlich erhéht waren, hingegen
DQB1*0302 fast nicht nachweisbar war (1/50).

Bei den DQw3-negativen Karzinompatientinnen fand sich DQB1*0602 (5/7) als
zweithaufigster Marker (Wank et al. 1992). Eine &hnliche, aber nicht so stark
signifikante Korrelation ergab sich auch fliir HLA-DR5 (54% der Patientinnen HLA-DR5-
positiv versus 26% der Kontrollgruppe). Diese Assoziation kdénnte durch das

Kopplungsungleichgewicht von DR5 und DQw3 bedingt sein.

An diese Ergebnisse anknipfend wurde in zahlreichen weiteren Studien ein
Zusammenhang von HLA-DQB1*03 mit dem Plattenepithelkarzinom der Cervix uteri
gezeigt (Helland et al. 1992; Mehal et al. 1994; Sastre-Garau et al. 1996). Die Allele
DQB1*0301 und *0303 scheinen die grofite Bedeutung zu haben, da sie am haufigsten
mit dem Zervixkarzinom assoziiert sind (Wank et al. 1992; Helland et al. 1994;
Gregoire et al. 1994; Sastre-Garau et al. 1996; Cuzick et al. 2000). Fur DQB1*0303
zeigt sich eine signifikant positive Korrelation besonders bei Nachweis einer HPV-
Infektion, meist HPV 16 (Sastre-Garau et al. 1996; Neumann et al. 2000). Das
verminderte Auftreten von DQB1*0302 beim Zervixkarzinom ist nur in einer weiteren
Studie beschrieben und zwar als Haplotyp DRB1*0411-DQB1*0302 (Apple et al. 1994),
wahrend hingegen in anderen Analysen eine erhdhte Frequenz nachgewiesen worden
ist (Helland et al. 1994; Montoya et al. 1998; Hamsikova et al.1999).

Auch in anderen Populationen stellten sich DQB1*03 und DQB1*0602 als primare

Empfanglichkeitsgene heraus. Bei Japanerinnen bis zum 35. Lebensjahr mit invasivem
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Karzinom oder Carcinoma in situ (Cis) der Cervix uteri trat HLA-DQw3 signifikant
haufiger auf (Nawa et al. 1995). In einer Studie an amerikanischen Frauen
afrikanischer Abstammung lie3 sich nicht nur eine signifikant positive Korrelation von
DQB1*0303, sondern auch von DQB1*0602 nachweisen (Gregoire et al. 1994). Bei
Patientinnen mit Zervixkarzinom aus Tansania trat DQB1*0602 als primarer Marker auf
(Wank et al. 1993).

In einer Untersuchung von mexikanischen Patientinnen zeigte sich eine positive
Assoziation von HLA-DRS5, die durch das Kopplungsungleichgewicht mit DQw3 erklart

werden kann (Silva et al. 1999).

Einige Autoren vermuten, dafd nicht einzelne Allele, sondern die Kombination der Gene
in bestimmten Haplotypen entscheidend ist fiir die lokale Immunabwehr.

Apple et al. zeigte in einer Studie das signifikant haufigere Auftreten des Haplotypen
DRB1*1501-DQB1*0602 bei 98 untersuchten Frauen hispanischer Herkunft mit
invasivem Zervixkarzinom (Apple et al. 1994). In einer britischen Studie wurde nicht nur
die positive Korrelation von DQB1*0301 mit dem Zervixkarzinom, sondern auch in
Kombination mit DRB1*0401 als Haplotyp DRB1*0401-DQB1*0301 beschrieben
(Cuzick et al. 2000).

Die Frage der Bedeutung von bestimmten Haplotypen muf in weiteren Studien auch

unter BerUcksichtigung der HLA-Klasse 1-Allele untersucht werden.

Im Unterschied zu positiven Korrelationen sind fir einige HLA-Gene auch negative
Korrelationen beschrieben, die anscheinend einen protektiven Mechanismus
implizieren. Besonders haufig konnte diese negative Assoziation fir DR13 und seine
Allele gezeigt werden (Apple et al. 1994; Sastre-Garau et al. 1996; Krul et al. 1999).
Auch das HLA-Allel DQB1*0603, das assoziiert ist mit DR13, wurde als vermindert
nachweisbar beschrieben (Montoya et al. 1998). DR13 ist serologisch ein Teil von
DR6, fir das ebenso negative Korrelationen dargestellt werden konnten (Wank und
Thomssen 1991; Silva et al. 1999).

Andere Allele kdnnten ebenfalls von protektiver Bedeutung beim invasiven Zervix-
karzinom sein, wie DQB1*0201 (Gregoire et al. 1994; Helland et al. 1994) oder
DQB1*0501 (Cuzick et al. 2000).

In weiteren Publikationen sind positive Assoziationen fir einzelne HLA-Klasse 2-Allele

mit dem invasiven Zervixkarzinom beschrieben, die noch weiter untersucht werden
mussen, z.B. DR15 und DQB4 (Krul et al. 1999), DRB1*03 (Sastre-Garau et al. 1996).
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Tabelle 4.1: Ubersicht der Studien zu HLA und Zervixkarzinom (Legende siehe Seite 80)

Studie Patientinnen Herkunft Ergebnisse
Wank u. Thomssen 66 SCC deutsch 1.DQwW3 11
1991 109 lokale Kontrollen (K) 2.DR5 11
3.DR6 1!
Wank et al. 1992 66 SCC deutsch 1. DQB1*0301 1t
109 lokale K. 2. DQB1*0303 1t
3. DQB1*0302
4. DQB1*0602 1 bei DQw3neg
Helland et al. 1992 168 SCC,181 lokale K. norweg. 1.DQwW3 11
Glew et al. 1992 65 Ca (58 SCC; 7AdCa) englisch 1. Keine Assoziation
Glew et al. 1993 54 Ca englisch  |1. Keine Assoziation
857 Organspender 2. DQB1*0602 1t
3. Alle DR5 HPV16pos
Wank et al. 1993 22 SCC, 328 sudafrik. K. tansa. 1. DQB1*0602 11 bes HPV16,18pos
Apple et al. 1994 98 Ca (92 SCC, 6AdCa) hispan. 1. DRB1*1501-DQB1*0602 1t
220 hispan. K, norm. Zyto 2. DRB1*1501-DQB1*0602 11 HPV16pos Ca
3. DRB1*0407-DQB1*0302 + HPV16pos Ca
4.DR13 11 auch HPV16pos Ca
5. DRB1*1302-DQB1*0604 11 HPV16pos Ca
6. DRB1*0411-DQB1*03021 auch HPV16p Ca
Gregoire et al. 1994 66 Ca afroam. 1. DQB1*0303 11 ,*0602 1
214 lokale K. 2. DQB1*0604 11
3. DQB1*0201 1! ; heterogen *0301/*0501 |
Helland et al. 1994 158 Ca norweg. 1. DQB1*03 1
186 lokale Kontrolle 2. DQB1*0301 11 ; *0302 1, *03031
3. DQB1*0201 1 ; *0602 |
4. DQA1*030x 1
5. DQA1*0201 ¢
Mehal et al. 1994 167 susp. Zyto (27CIN1, britisch 1. DQw3 1 in SCC
15CIN2, 24CIN3, 285CC 2. DQw3 1t HPVpos (susp. Zyto) bes. CIN3
73 normale Histo) 60 K.
Nawa et al. 1994 33 (26Ca, 7Cis)<35. Lj. japan. 1. DQw3 11
2. DQw3 1+ DQw1 1 bei HPVpos
Sastre-Garau et al. 126 Ca franz. 1. DRB1*1301/02 11 Ca
1996 165 lokale Kontrolle 2. DQB1*03 1
3. DQB1*0303 1t bes. HPV16pos
4. DQB1*0603 | HPVand Ca
Montoya et al. 1998 142 Ca und CIN span. 1.A2 1 Ca
138 lokale Kontrolle 2. DQB1*0301 11 CIN1/2
3. DQB1*0402 1t CIN3/Cis
4. DQB1*0302 1+ CIN3/Cis + Ca
5. DQB1*0603 | CIN1/2 + Ca
Ferrera et al. 1999 49 (24 CIN3+Ca, 25 hondur. 1. DQA1*03011 11 CIN3/Ca, DQB1*0302 1
CIN1+2) 2. DQA1*0501 (linkDR52) 1
75 lokale Kontrollen 3. DQB1*0602 « HPV16,18pos
4. DQA1*0201 11 ; B1*0603 1+ HPV16,18pos
Silva et al. 1999 113 Ca mexikan. |1, A2 11
100 lokale Kontrollen 2.DR5 11
3.DR6 |
4.DR111,DR2 ||
Hamsikova et al. 1999 tchech. 1. DQB1*0303 1; *0302 1
2. DRB1*03 t
Cuzick et al. 2000 116 Ca britsch 1. DQB1*0301 1 bes. HPVandals16pos Ca
155 lokale K., 2. DRB1*0401-DQB1*0301 1
norm. Zyto, HPVneg 3. DQB1*1501 11+ HPV16pos Ca
4. DRB1*1501-DQB1*0602 + HPV16posCa
5. DQB1*0501 |
Neumann et al. 2000 96 Ca amerik. 1. DQB1 1 hrHPVpos Ca
2

168 elter. Kontrollen

. DQB1*0303 1 hrHPVpos Ca
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4.1.2 HLAundCIN

Die Assoziation von HLA-Genen und zervikalen intraepithelialen Neoplasien ist
besonders interessant, weil sich der EinfluR der Immunabwehr auf Progress oder

Regress der Vorstufen des invasiven Karzinoms zeigt.

Mehrere Studien weisen auf eine besondere Assoziation der HLA-DQB1*03 Allele mit
CIN hin. Die Haufigkeitsverteilung der einzelnen Allele des DQB1*03-Locus muf3 noch
genauer analysiert werden. Welche weiteren Allele von Bedeutung sind, ist ebenfalls
nicht abschlieRend geklart. Die Korrelation von DQB1*0602 wird kontrovers diskutiert.
Anscheinend protektiv, wie bei invasiven Plattenepithelkarzinomen der Cervix uteri,
wirkt DR13.

Nach den Uberzeugenden Ergebnissen zur positiven Assoziation von DQB1*03 mit
dem invasivem Zervixkarzinom untersuchte 1992 eine britische Arbeitsgruppe das
Auftreten dieser Allele in einem Patientinnenkollektiv mit zervikaler intraepithelialer
Neoplasie (50 CIN: 5 CIN 1, 15 CIN 2, 30 CIN 3 und 99 Kontrollen). Fur Patientinnen
mit CIN 3 bestatigte sich eine signifikant positive Assoziation von DQB1*03, das mit
einer Haufigkeit von 40% bei CIN 3 gegenlber 22% bei CIN 1/2 und 24% bei der
Kontrollgruppe nachweisbar war. Dementsprechend 14t sich fir Tragerinnen von
DQB1*03 ein 2,5-fach erhéhtes Risiko an CIN 3 zu erkranken, berechnen (David et al.
1992). In einer folgenden Untersuchung in Belgien wurde von insgesamt 71
Patientinnen mit CIN (24 CIN 1, 21 CIN 2, 26 CIN 3) die Verteilung von DQB1*03
analysiert. Ein haufigeres Auftreten von DQB1*03 liel3 sich nur bei CIN 1 und CIN 2
beschreiben, jedoch nicht bei CIN 3 (Vandenvelde et al. 1993). In diesen ersten

Studien wurden relativ kleine Fallzahlen untersucht.

Far eine grofRere Anzahl von Patientinnen (178 CIN: 66 CIN 1, 112 CIN 3) ergab eine
britische Analyse eine signifikant positive Korrelation von DQB1*03 mit CIN 3 (64%,
OR 3,45) und CIN 1 (56%, OR 2,45) im Unterschied zur Kontrollgruppe (34%, n=420)
(Odunsi et al. 1995). Besonders die Allele DQB1*0301 (40% versus 09%) und
DQB1*0302 (32% versus 10%) waren haufiger bei CIN nachweisbar.

Einige weitere Studien bestatigten DQB1*0301 und DQB1*0302 als primare
Empfanglichkeitsgene.

Eine signifikant positive Korrelation konnte von DQB1*0301 mit CIN 1/2 in einer

spanischen Patientinnengruppe gezeigt werden (Montoya et al. 1998).

46



In einer groRen amerikanischen Studie mit insgesamt 409 Patientinnen bestatigte sich
die positive Assoziation von DQB1*0302. Untersucht wurden Frauen mit zytologisch
diagnostizierter Dysplasie, untergliedert in 141 HSIL, 102 LSIL sowie 166 Patientinnen
mit HPV-Infektion, die in die Gruppe der LSIL eingebracht wurden (268 HPV/LSIL), im
Vergleich zu Kontrollen ohne HPV-Infektion und mit unauffalliger Exfoliativzytologie
(n=202). Ein deutlicher Frequenzanstieg von DQB1*0302 fand sich in beiden
Patientinnengruppen HSIL (OR 1,7) und HPV/LSIL (OR 1,5) (Hildesheim et al. 1998).
Ein erhoéhter Nachweis von DQB1*0302 in CIN 3 und invasivem Zervixkarzinom war
auch in der spanischen Analyse (Montoya et al. 1998) und bei einer kleinen Fallzahl
von Patientinnen (24 CIN 3/ Ca) aus Honduras (Ferrera et al. 1999) feststellbar.
DQB1*0303 gewinnt in Korrelation mit HPV-Nachweis bei CIN an Bedeutung (s.u.).

Untersucht wurde auch die Frage nach einem bestehenden Synergismus der positiv
assoziierten Allele. Fir homozygote Tragerinnen von DQB1*03 (*0301,¥0302 und
*0303) konnte ein deutlich erhdhtes Risiko an CIN zu erkranken gezeigt werden
(Odunsi et al. 1996; Hildesheim et al. 1998). Auch die Kombination von zwei Allelen
unterschiedlicher HLA-Klassen kann ein erhdhtes Erkrankungsrisiko bedeuten, wie fur
Tragerinnen von HLA-B7 und DQB1*0302 beschrieben, beide positiv assoziiert mit SIL
(Hildesheim et al. 1998).

Die Analyse von Haplotypen erbrachte nur wenige eindeutige Resultate. Eine
signifikant positive Korrelation besteht fir DRB1*0401-DQB1*0301 und DRB1*1101-
DQB1*0301 mit CIN. Vermutlich fallt dem signifikant positiv assoziierten Allel
DQB1*0301 die entscheidende Rolle zu (Odunsi et al. 1996).

In den weiteren Analysen der DQB1-Gene ergaben sich teilweise kontroverse
Ergebnisse. Die Bedeutung des vermutlich zweithaufigsten Empfanglichkeitsgens beim
invasiven Karzinom der Cervix uteri, DQB1*0602, ist bei Zervixdysplasien
widerspruchlich beschrieben.

Fir DQB1*0602 zeigte sich eine leicht positive Assoziation, auch als Haplotyp
DQA1*0102-DQB1*0602, mit CIN in einer schwedischen Studie von 74 Patientinnen
(Sanjeevi et al. 1996). Fir den Haplotyp DRB1*1501-DQB1*0602 wurde einerseits eine
positive und andererseits eine negative Assoziation mit CIN beschrieben. Eine erhdhte
Haufigkeit wurde in einer Untersuchung von 128 Patientinnen hispanischer Herkunft
mit HPV 16-positiver CIN 3 gezeigt (Apple et al. 1995), hingegen ein vermindertes
Auftreten (RR 0,21) bei amerikanischen Patientinnen mit HSIL (Hildesheim et al. 1998).
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Die Bedeutung von DQB1*0602 wird in Korrelation zum HPV-Typ deutlicher und dort
weiter diskutiert (Kap. 4.1.4).

Entsprechend dem vermuteten protektiven Mechanismus von DR13 beim invasiven
Zervixkarzinom findet sich dieses Allel auch bei CIN erniedrigt (Hildesheim et al. 1998).
Auch fir DQB1*0603, das in Kopplungsungleichgewicht zu DR13 steht, wurde ein
vermindertes Auftreten in CIN 1/2 gezeigt (Montoya et al. 1998).

Als weitere Empfanglichkeitsgene bei CIN, bisher ohne eindeutigen Zusammenhang
beim invasiven Karzinom, werden DR15 und DQ4 beschrieben. In einer
niederlandischen Studie ist serologisch analysiert DR15 positiv korreliert mit CIN 1/2
(Krul et al. 1999), sowie in der zitierten schwedischen Studie mit HPV 16-positiven CIN
auch als Haplotyp DRB1*1501-DQB1*0602 (Sanjeevi et al. 1996).

DQ4 ist serologisch als Risikofaktor mit erhdhtem Nachweis bei CIN und auch beim
invasiven Karzinom in der niederlandischen Studie dargestellt worden (Krul et al.
1999). Ebenso ergab sich in der spanischen, kleineren, Patientinnengruppe eine
positive Assoziation von DQB1*0402 mit héhergradigen CIN (Montoya et al. 1998).
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Tabelle 4.2: Ubersicht der Studien zu HLA und CIN (Legende siehe Seite 80)

Studie Patienten Herkunft |Ergebnisse
David et al. 1992 50 CIN(5CIN1, 15CIN2, 30CIN3) |britisch  [1. DQB1*03 11 CIN3
K: 49 nor. Zyto, 50 Blutsp.
Vandenvelde et al. 71 CIN(24CIN1,21CIN2,26CIN3) |belgisch [1. DQB1*03 + CIN1+2 bes. HPVpos
1993 K: 323 nor. Zyto, 288 Blutsp,
Mehal et al. 1994 166 suspekte Zyto britisch  [1. DQw3 t Ca
27 CIN1, 15 CIN2, 24 CIN3, 28 2. DQw3 11 HPVpos, bes. CIN3
SCC,K 73
Apple et al. 1995 128 CIN hispan. . DRB1*1501-DQB1*0602 1+ HPV16posCIN3/Cis

22 CIN1, 33 CIN2, 50 CIN3,
23 Cis
220 K: nor. Zyto.

. DRB1*0407-DQB1*0302 + HPV16posCIN3/Cis
. DRB1*0701-DQB1*0201 + HPV16posCIN3
. DQA1*0501-DQB1*0301 1 HPV16posCIN3

39 CIN1/2, 77 CIN3
1161 K: weibl. Blutsp.

.B63 11 HPVand16,18, B55 1+ HPVneg
.DR15 11 in CIN 1/2 und Ca
.DR11 1 CaHPV16, DR3 t Ca HPVand16,18

1
2
3
4
Odunsi et al. 1995 178 CIN britisch (1. DQB1*03 (*0301, *0302) 11
66 CIN1, 112 CIN3 2. DQB1*03 t bes. HPV 18
420 K: nor. Zyto hpv-negativ 3. DQB1*03-homozygot + 24% der HPVpos CIN,
heterozygot 1 39% der HPVposCIN 7
Odunsi et al. 1996 176 CIN britisch  [1. DQB1*03 1
416 K 2. DRB1*04 1
3.DRB1*11 1
4. DRB1*0401-DQB1*0301 11
5. DRB1*1101-DQB1*0301 11
6. DRB1*0101-DQB1*0501 |
Sanjeevi et al. 1996 |74 CIN schwed. [1. DQA1*0102 t+ HPV16pos
162 lokale K 2. DQB1*0602 t bes. HPV16pos
3. DR15 1+ HPV16pos
4. DQA1*0102-DQB1*0602 11 HPV16pos
5. DQA1*0501-DQB1*0301 t+ hpv16neg
Hildesheim et al. 141 HSIL, 202 LSIL, amerik. |1.B7 t bes. HPV16
1998 166 HPVpos+nor. Zyto 2. DQB1*0302 t bes. HPV16
202 K: nor. Zyto, hpv-neg 3. DRB1*13 | bes HPV16
4. DRB1*1501-DQB1*0602 HSIL 11 bes HPV16
Helland et al. 1998 92 CIN2-3/Cis norweg. |1. DQA1*0102-DQB1*0602 + HPVpos bes16
225K 2. DQA1*0102-DQB1*0604 | HPVneg
Montoya et al. 1998 |142 Ca und CIN spanisch |1. A2 1 bei CA
138 lokale K 2. DQB1*0301 11 CIN1/2
3. DQB1*0402 11 CIN3/Cis
4. DQB1*0302 + CIN3/Cis + Ca
5. DQB1*0603 |
Bontkes et al. 1998 |118 path. Zyto + Histo CIN niederl. |1.B44 11 bei Progref3 der Erkrankung
niederland. Blutspender 2. DRB1*07 11 HPV16pos
3. DRB*07/DQB1*0303 11 HPV16pos CIN
4. DRB*13 | HPV16pos
Ferrera et al. 1999 49 CIN hondur. |1. DQA1*03011 11 CIN3/Ca
24 CIN3+Ca, 25 CIN1+2 2. DQB1*0302 1
75 lokale K 3. DQA1*0501 |
4. DQB1*0602 | bei HPV16,18pos
5. DQA1*0201 11+ HPV16,18pos
6. B1*0603 11 HPV16,18pos
Krul et al. 1999 172 Ca, 116 CIN niederl. |1.DQ4 + Ca, CIN
2
3
4
5
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4.1.3 HLA und Verlauf der zervikalen Neoplasie

Die Korrelation von HLA-Allelen mit dem Erkrankungsverlauf ist erst wenig untersucht.

Zwei Studien erdrtern auch diese Fragestellung.

Im Rahmen einer niederlandischen Immuntherapiestudie beim Zervixkarzinom wurden
63 Patientinnen wegen Rezidiven behandelt. Die Verteilung der HLA-Allele zeigte
keinen Unterschied dieser Patientinnen im Vergleich zu anderen mit Zervixkarzinom
ohne Rezidiv. Die Autoren vermuten, dall die HLA-Konstellation entscheidend ist fir
die Entstehung der Invasion, dann allerdings den malignen Prozef3 nicht weiter
beeinflufdt (Krul et al. 1999).

In einer anderen Arbeit wurde prospektiv der Verlauf zytologisch diagnostizierter leicht-
und mittelgradiger Dysplasien von 88 HPV 16-positiven Patientinnen untersucht
(Bontkes et al. 1998). Bei acht Patientinnen wurde der Verlauf als Progre® bewertet. In
dieser Gruppe trat HLA-B*44 signifikant haufiger auf. Ein interessanter Aspekt, da
dieses Antigen von Zellen beim invasiven Karzinomen weniger haufig exprimiert wird
(Keating et al. 1995). Desweiteren war keine der Patientinnen mit Progref3 der
Erkrankung Tragerin von HLA-DRB1*13. Fur dieses Allel ist auch in anderen Studien
ein anscheinend protektiver Mechanismus beschrieben (Apple et al. 1994; Sastre-
Garau et al. 1996).

41.4 HLAund HPV

Die Frage nach einem Zusammenhang von HLA-System und HPV-Infektion ist wichtig,
um zu klaren, ob der Mechanismus der lokalen Abwehr mit Antigenprasentation durch
HLA-Molekiile die Primarinfektion mit humanen Papillomaviren oder die neoplastische
Veranderung infizierter Zellen entscheidend beeinfluft.

Auch die Korrelation mit spezifischen HPV-Typen ist zu klaren, im besonderen mit dem
haufigen high-risk HPV-Typ 16. Da beim invasiven Zervixkarzinom anndhrend 100%
der Falle HPV-positiv sind, [aRt sich an diesen vor allem die Assoziation mit einem
spezifischen HPV-Typ analysieren. Bei leicht- und mittelgradigen CIN lassen sich

auflerdem HPV-negative mit HPV-positiven Patientinnen vergleichen.
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Problematisch ist die teilweise sehr geringe Anzahl von Patientinnen mit spezifischen

HPV-Typen, bedingt durch deren naturliche Verteilung.

In zahlreichen Studien beim invasiven Zervixkarzinom und auch bei intraepithelialen
Neoplasien ist DQB1*03 unabhangig von HPV-Infektion und HPV-Typ als primares
Empfanglichkeitsgen beschrieben. In einigen Arbeiten ist diese Assoziation bei
Nachweis einer HPV-Infektion starker ausgepragt. Die signifikant positive Assoziation
von DQB1*03 mit CIN in einer britischen Arbeit ist starker bei Nachweis von HPV-
Infektion (16, 18, 31 und 33), 64% der Patientinnen DQB1*03-positiv, und besonders
erhéht bei HPV 18 und Mehrfachinfektionen, 77% und 71% DQB1*03-positiv (Odunsi
et al. 1995). Auch die Ergebnisse von Vandenvelde fir Patientinnen mit CIN 1/2
werden deutlicher, wenn nur high-risk HPV-positive CIN analysiert werden (81%
DQB1*03-positiv), allerdings besteht auch dann keine Assoziation mit CIN 3
(Vandenvelde et al. 1993).

Bei Betrachtung der einzelnen Allele des DQB1*03-Locus ist besonders filr
DQB1*0303 eine Korrelation mit spezifischen HPV-Typen beschrieben.

Ausschliel3lich bei high-risk HPV-positiven, invasiven Zervixkarzinomen
niederlandischer Patientinnen (n=80, davon 81% HPV-positiv) konnte eine erhdhte
Haufigkeit von DQB1*0303 gezeigt werden, ohne dall eine Assoziation unabhangig
vom HPV-Status bestand (Neumann et al. 2000). In weiteren Arbeiten wurde eine
positive Korrelation von DQB1*0303 mit HPV 16-positiven, invasiven Karzinomen der
Cervix uteri (Sastre-Garau et al. 1996) und signifikant mit HPV16-positiven CIN, als
Haplotyp in Kombination mit DRB1*07, beschrieben (Bontkes et al. 1998).
Zusammengefal3t lassen diese Daten vermuten, dal® Tragerinnen von DQB1*0303 mit

HPV 16-Infektion ein erhdhtes Risiko tragen an zervikalen Neoplasien zu erkranken.

Die Korrelationen von DQB1*0301 und DQB1*0302 werden nicht eindeutig in
Zusammenhang mit HPV-Infektion oder bestimmten HPV-Typen gebracht. DQB1*0301
allein und als Haplotyp DRB1*0401-DQB1*0301 wurde beim invasiven Zervixkarzinom
besonders bei HPV-Infektion mit anderen Typen als HPV 16 nachgewiesen (Cuzick et
al. 2000). DQB1*0302 ist in einer Studie deutlich erhéht bei HPV 16-positiven LSIL und

HSIL (Hildesheim et al. 1998). Hier mussen noch weitere Untersuchungen folgen.

Die Bedeutung von DQB1*0602 als Empfanglichkeitsgen beim invasiven Karzinom

wird bei zervikalen intraepithelialen Neoplasien kontrovers diskutiert.
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Interessanterweise zeigt sich in zahlreichen Analysen eine Assoziation mit bestimmten
high-risk HPV-Typen, meist HPV 16.

Bei Patientinnen mit invasivem Plattenepithelkarzinom der Cervix uteri aus Tansania
besteht ein signifikanter Zusammenhang von DQB1*0602 mit HPV 16 und 18. Dieses
Allel war bei 9 von 11 (82%) Patientinnen mit Zervixkarzinomen mit HPV 16- oder HPV
18-Infektion (eine Doppelinfektion) und bei nur 2 von 8 (25%) HPV 16/18-negativen
Karzinomen nachweisbar (Wank et al. 1993). Eine positive Korrelation mit HPV 16-
Infektion bestatigte sich in zwei weiteren Arbeiten, in denen DQB1*0602 als Haplotyp
DRB1*1501-DQB1*0602 signifikant erhdht (Apple et al. 1994) und leicht erhéht (Cuzick

et al. 2000) in Zervixkarzinomen mit diesem HPV-Typ nachweisbar war.

Eine positive Assoziation von DQB1*0602 und HPV 16 findet sich nicht nur beim
invasiven Zervixkarzinom, sondern auch bei zervikalen intraepithelialen Neoplasien.
Die beschriebene leicht positive Korrelation mit DQB1*0602 mit CIN von einer
schwedischen Arbeitsgruppe ist bei Betrachtung der HPV 16-positiven CIN deutlicher
im Vergleich mit HPV 16-positiven Kontrollen. Der Haplotyp DQA1*0102-DQB1*0602
ist sogar signifikant mit HPV 16-positiven CIN assoziiert (Sanjeevi et al. 1996). Der
gleiche Haplotyp wird auch von einer norwegischen Arbeitsgrupppe als erhdht bei
HPV-positiven, besonders HPV 16-positiven CIN 2/3 im Unterschied zu HPV 16-
positiven Kontrollen beschrieben (Helland et al. 1998). Der Haplotyp DRB1*1501-
DQB1*0602 ist wie beim Karzinom auch bei CIN 3 mit HPV 16-Infektion positiv
assoziiert (Apple et al. 1995).

In anderen Populationen bestatigt sich die positive Assoziation nicht. Der Haplotyp
DRB1*1501-DQB1*0602 ist in einer amerikanischen Studie bei HPV 16-positiven HSIL
als weniger haufig beschrieben (Hildesheim et al. 1998) und in einer Untersuchung von
einer kleinen Fallzahl aus Honduras (24 CIN/SCC) ist DQB1*0602 erniedrigt bei HPV
16- und HPV 18-Infektion (Fererra et al. 1999).

Zusammenfassend scheint eine positive Korrelation zwischen DQB1*0602 und HPV
16-induzierter zervikaler Neoplasie zu bestehen. In Kontrollgruppen mit HPV 16-
Infektion ohne dysplastische Zellveranderungen fand sich kein erhdhter Nachweis
(Sanjeevi et al. 1996; Helland et al. 1998). Das heil}t, das Risiko der Infektion mit HPV
16 scheint unabhangig von DQB1*0602 zu sein, das der zervikalen Neoplasie ist bei
HPV 16-Infektion und Tragerinnen von DQB1*0602 jedoch erhdht.
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Der vermutete protektive Mechanismus von DR13 steht auch in Zusammenhang mit
Nachweis einer HPV-Infektion. Erniedrigt, teilweise sogar signifikant, ist die Haufigkeit
von DR13 bei HPV-positiven invasiven Zervixkarzinomen in mehreren Studien (Apple
et al. 1994; Sastre-Garau et al. 1996; Krul et al. 1999). Auch bei HPV 16-positiven CIN
ist DR13 weniger haufig nachweisbar (Bontkes et al. 1998; Hildesheim et al. 1998).

Fir weitere DQB1-Allele sind Korrelationen mit HPV-Infektion nur einzeln beschrieben.
DQB1*0604 war bei amerikanischen Frauen afrikanischer Abstammung signifikant
erhoht nachweisbar bei HPV-negativen invasiven Zervixkarzinomen (Gregoire et al.
1994). Abgesehen von den Ergebnissen einer weiteren Arbeit, in der dieses Allel bei
HPV-negativen CIN 2/3 signifikant erhoht ist (Tabrizi et al. 1999), sind keine weiteren
positiven Assoziationen beschrieben. Im Gegensatz dazu ist der Haplotyp DQA1*0102-
DQB1*0604 in HPV-negativen CIN bei einem norwegischen Patientinnenkollektiv

weniger haufig nachweisbar (Helland et al. 1998).
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4.2 DISKUSSION DER EIGENEN ERGEBNISSE

421 HLAundCIN

Die Ergebnisse zur Assoziation bestimmter HLA-DQB1-Allele mit CIN erhéarten die
Vermutung, da® der DQB1*03-Locus eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung
zervikaler Neoplasien spielt.

Signifikant positiv assoziiert mit CIN ist das Allel DQB1*03011 (p=0,00073; OR 2,75),
das in dem Patientinnenkollektiv mit einer Haufigkeit von 41% (43/106) und in der
Kontrollgruppe von 20% (23/116) nachweisbar ist. Tragerinnen von DQB1*03011
haben dementsprechend ein 2,8-fach erhohtes Risiko an CIN zu erkranken.

Mit einer signifikant reduzierten Frequenz ist DQB1*0302 bei Patientinnen nachweisbar
(p=0,00073; OR 0,18). Die Wahrscheinlichkeit an CIN zu erkranken ist fiir DQB1*0302-
Tragerinnen um 82% reduziert. Die Haufigkeit dieses Allels liegt bei 5% (5/106) im
Patientinnenkollektiv im Unterschied zu 22% (25/116) in der Kontrollgruppe.
DQB1*03032 zeigt eine positive, aber nicht signifikante, Korrelation mit CIN (p=0,287;
OR 1,54). In der Gruppe der Patientinnen sind 15 % (16/106) DQB1*03032-positiv, im
Gegensatz zu 10% (12/116) in der Kontrollgruppe.

Im Vergleich mit anderen Studien wird die besondere Bedeutung der DQB1*03-Allele
bestatigt. Die Haufigkeitsverteilung der unterschiedlichen Allele DQB1*0301, *0302 und

*0303 ist aber bisher nicht immer untersucht und wird teilweise kontrovers diskutiert.

In frhen Studien zur Assoziation von HLA-Molekilen und CIN oder invasivem Zervix-
karzinom wurde als Verfahren die Oligotypisierung ohne Differenzierung der DQB1-
*03-Allele angewendet. In den beiden ersten Studien an CIN-Patientinnen wurden
positive Korrelationen mit DQB1*03 beschrieben. In einer britischen Analyse (David et
al. 1992) trat DQB1*03 signifikant haufiger bei CIN 3 auf sowie in einer
niederlandischen Untersuchung bei CIN 1 und CIN 2 (Vandenvelde et al. 1993). In
beiden Arbeiten wurden jeweils relativ kleine Fallzahlen untersucht und die
unterschiedlichen Allele des DQB1*03- Locus nicht differenziert. Da, wie unsere Daten
zeigen, die Haufigkeitsverteilung der einzelnen Allele gegensatzlich sein kann, sind die
Aussagen dieser Arbeiten mit aktuellen Analysen schwer vergleichbar. Betrachtet man
die Assoziation des DQB1*03-Locus in unserem Kollektiv, so zeigt sich eine annahernd
gleichmaRige Verteilung bei Patientinnen (64/106; 60%) und Kontrollen (62/116; 53%).
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Auch in einer niederlandischen Studie ist der serologische Nachweis von HLA-DQ3 in
116 CIN und 172 invasiven Zervikarzinomen ohne Unterschied im Vergleich zur
lokalen Kontrollgruppe erbracht worden (Krul et al. 1999). Aufgrund der Methode in
dieser Studie bleibt allerdings die Frage nach der Haufigkeitsverteilung der
unterschiedlichen DQB1*03-Allele unbeantwortet.

An aktuelle Studien mull daher der Anspruch an eine Sequenzierung der HLA-Allele

erhoben werden.

Die signifikant positive Assoziation von DQB1*0301 ist in einer britischen Studie an
einer grof3en Fallzahl (66 CIN 1, 112 CIN 3, 420 Kontrollen) mit einer Haufigkeit von
40% in CIN gegeniiber 9% in dem lokalen Kontrollkollektiv beschrieben (Odunsi et al.
1995). Interessanterweise ist in diesem Kontrollkollektiv die Haufigkeit von DQB1*0301
mit 9% deutlich niedriger als in unserer Kontrollgruppe (20%). Das britische Kollektiv
umfallt 420 Frauen mit unauffalliger Exfoliativzytologie und negativem HPV-Nachweis.
Bei Annahme einer HPV-Positivitat von bis zu 20% der Frauen im 20.-25. Lebensjahr
kénnte sich in unserem Kontrollkollektiv eine Veranderung der Allelsequenz fur HPV-
negative Frauen ergeben und dadurch andere, eventuell deutlichere Korrelationen. In
einer spanischen Patientinnengruppe tritt DQB1*0301 signifikant haufiger bei CIN 1/2
auf (Montoya et al. 1998). Keine Assoziation bei zytologisch differenzierten HSIL und
LSIL erbrachte eine amerikanische Studie, deren Kontrollkollektiv aus HPV-negativen
Frauen bestand (Hildesheim et al. 1998).

Beim invasiven Zervixkarzinom ist DQB1*0301 mehrfach als Empfanglichkeitsgen
beschrieben (Wank et al. 1992; Helland et al. 1994; Ferrera et al. 1999; Cuzick et al.
2000). Auch in einer Untersuchung von Patientinnen mit Zervixkarzinom (n=50)
unserer Klinik zeigte sich eine signifikant positive Assoziation von DQB1*0301
(personliche Mitteilung).

Da DQB1*0301 sowohl bei prainvasiven als auch invasiven Neoplasien der Cervix uteri
signifikant haufiger nachweisbar ist, beginstigt es vermutlich die Progression der

Kanzerogenese.

Die Absenz von HLA-DQB1*0302 bei CIN ist bisher von keiner weiteren Arbeitsgruppe
beschrieben. Im Gegensatz dazu wird eine positive Assoziation von DQB1*0302 mit
Neoplasien in mehreren Arbeiten gezeigt. Im Vergleich mit HPV-negativen Kontrollen
in einer britischen Studie ist DQB1*0302 signifikant haufiger (32% vs. 10%, OR 1,84)
und in einer amerikanischen Studie ebenfalls hdufiger, aber nicht signifikant, bei

Epitheldysplasien nachweisbar (Odunsi et al. 1995; Hildesheim et al. 1998). In drei
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weiteren Studien mit kleineren Fallzahlen ist ebenfalls eine positive Assoziation
beschrieben (Montoya et al. 1998; Ferrera et al. 1999; Hamsikova et al. 1999). Beim
invasiven Zervixkarzinom ist eine signifikant reduzierte Haufigkeit beschrieben (Wank
et al. 1992) sowie eine positive, aber nicht signifikante, Assoziation von einer
norwegischen Arbeitsgruppe (Helland et al. 1994). In mehreren weiteren Studien ergab
sich keine Korrelation (Glew et al. 1993; Gregoire et al. 1994; Sastre-Garau 1996;
Cuzick et al. 2000). Bei 50 Patientinnen, die wegen eines Zervixkarzinoms in unserer
Klinik behandelt worden sind, ist DQB1*0302 nicht signifikant positiv mit der
Erkrankung assoziiert (persénliche Mitteilung).

Die Bedeutung von DQB1*0302 bleibt zur Zeit noch ungeklart. Aufgrund der
divergierenden Ergebnisse sowohl bei CIN als auch beim invasiven Zervixkarzinom ist
DQB1*0302 mdglicherweise von besonderer Bedeutung fiir eine Subgruppe von
Patientinnen, die es noch zu definieren gilt. Eventuell handelt es sich bei DQB1*0302
um einen Progressionsfaktor, der mit einem ungtunstigeren Verlauf nach HPV-Infektion
und dysplastischer Zellveranderung einhergeht. Dies kénnte die reduzierte Haufigkeit
in prainvasiven Vorstufen erkldren, da bei DQB1*0302-positiven Frauen diese
Lasionen schneller zu hohergradigen Veranderungen progredierten. Bei unseren CIN-
Patientinnen trat DQB1*0302 ausschlieRlich in CIN 2 (1/5) und CIN 3 (4/5) auf.

Eine Korrelation von DQB1*03032 mit zervikalen intraepithelialen Neoplasien ist bisher
nur bei positivem HPV-Nachweis signifikant beschrieben. Unsere Egrebnisse zeigen
bei CIN eine leicht positive Assoziation, die auch bei Berucksichtigung des HPV-
Nachweises nicht signifikant wird. Beim invasiven Zervixkarzinom ist fir DQB1*0303
eine positive Korrelation mehrfach gezeigt worden (Wank et al. 1992; Gregoire et al.
1994; Helland et al. 1994; Hamsikova et al. 1999). In einigen Arbeiten zum invasiven
Karzinom besteht eine positive Assoziation nur bei Nachweis einer HPV-Infektion
(Sastre-Garau et al. 1994; Neumann et al. 2000). Bei norddeutschen Patientinnen mit
invasivem Karzinom der Cervix uteri zeigt sich keine positive Assoziation von
DQB1*03032 (personliche Mitteilung).

Bei einer niedrigen natirlichen Haufigkeit dieses Allels von 13% im Gesamtkollektiv

sind groRe Patientinnenzahlen flr statistische Analysen erforderlich.

In der Diskussion um die Bedeutung von DQB1*0602 sind unsere Resultate ein
weiterer Hinweis fur die positive Assoziation mit CIN in besonderer Abhangigkeit von
einer HPV-Infektion. Eine anndhernd signifikant erhéhte Frequenz findet sich bei CIN-
Patientinnen mit 32% (34/106) gegeniiber 22% (26/116) bei Kontrollen. Signifikant ist
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diese Korrelation im Vergleich von HPV 16-positiven CIN (42%, 16/38) mit Kontrollen
(p=0,018; OR 2,51). In anderen Studien mit CIN-Patientinnen ist bisher nur in einer
schwedischen Arbeit eine positive Assoziation beschrieben, die besonders deutlich bei
HPV 16-positiven Patientinnen wird (Sanjeevi et al. 1996).

Beim invasiven Zervixkarzinom gibt es mehrere Daten zur positiven Assoziation mit
DQB1*0602 (Wank et al. 1992; Wank et al. 1993; Gregoire et al. 1994).

Untersucht man den Synergismus der beschriebenen Empfanglichkeitsgene so
zeigen sich folgende Zusammenhange.

Im Unterschied zu 57% der Patientinnen (60/106) tragen 37% (43/116) der
Kontrollgruppe entweder DQB1*03011 oder DQB1*0602 oder beide Allele. Ein
Synergismus der positiv assoziierten Allele 1Bt sich signifikant fir DQB1*03011 und
DQB1*0602 darstellen. Tragerinnen von DQB1*0602 und DQB1*03011 oder
homozygote dieser Allele, 16% der Falle bei CIN (17/106), 5% der Kontrollen (06/116),
erkranken signifikant haufiger an CIN (p=0,0080, OR 3,50).

Als protektives Allel, das in Disequilibrium zu DR13 steht, hat sich DQB1*0603 nicht
bestatigt. Es zeigt sich eine gleiche Haufigkeitsverteilung bei CIN (11%) und Kontrollen
(11%). Der entscheidende protektive Mechanismus kdnnte auch nur von dem DR-Allel

ausgehen.

Als weiteres anscheinend protektives Allel trat DQB1*0201 mit reduzierter Frequenz
bei CIN (32%, 34/106) im Unterschied zu Kontrollen auf (43%, 50/116). In anderen
Untersuchungen von zervikalen intraepithelialen Neoplasien wurde diese Assoziation
nicht gezeigt. Beim invasiven Zervixkarzinom ist DQB1*0201 in zwei Arbeiten als
negativ assoziiert beschrieben: bei norwegischen Patientinnen leicht reduziert und bei
amerikanischen Frauen afrikanischer Abstammung signifikant (Helland et al. 1994;
Gregoire et al. 1994).

Kritisch bleibt anzumerken, daf} sich unsere lokale Kontrollgruppe zu 95% (110/116)
aus Schwangeren und Wdéchnerinnen zusammensetzt. Die Herkunft der Frauen ist
anamnestisch sicher norddeutsch und es bestehen keine zusatzlichen Erkrankungen,
insbesondere keine Autoimmunerkrankungen, die in Verbindung mit bestimmten HLA-
Konstellationen gesehen werden. Die Verteilung der HLA-Allele kdnnte bei
Schwangeren anders sein als bei Frauen mit habituellen Aborten, fir die genetische

Faktoren als Ursache diskutiert werden. Vergleicht man die Haufigkeiten der HLA-
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DQB1-Allele unserer Kontrollgruppe mit anderen deutschen Kontrollgruppen, so zeigt
sich vor allem ein Unterschied beim Auftreten von DQB1*03011. Dieses Allel ist mit
20% (23/116) deutlich weniger haufig als bei Miinchener (37%) Kontrollen.

Ein selektiver Nachteil des HLA-Allels DQB1*03011 fir eine Schwangerschaft ist
bisher nicht bekannt, kann jedoch auch nicht ausgeschlossen werden. Dies sollte in

weiteren Studien untersucht werden.

Die Analysen von HLA-Allelen bei CIN und deren Bedeutung fur Verlauf und
Vorhersage der Erkrankung sollten mit modernen Methoden, Sequenzierung der HLA-
Allele, an grofien Kollektiven im Rahmen von Beobachtungsstudien fortgesetzt werden.
Eine sorgfaltige Auswahl des Kontrollkollektives, HPV-negative Frauen mit unauffalliger

Exfoliativzytologie, ermdglicht eine bessere Auswertung der Zusammenhange.

4.2.2 HLA und Schweregrad der CIN

Entsprechend der histologischen Klassifikation nach Richart von 1973 unterscheiden
wir CIN 1, CIN 2 und CIN 3. In einigen Studien wurden, wahrscheinlich aufgrund
geringer Fallzahlen, CIN 1 und CIN 2 als eine Gruppe zusammengefaldt. Dies ist
kritisch zu bewerten, da das Progressionsrisiko der CIN 2 deutlich héher einzuschatzen
ist als das der CIN 1. Die neuere Nomenklatur von 1990 (Richart 1990) ordnet CIN 2
den schwergradigen Lasionen zu und unterscheidet nur noch low-grade CIN (CIN 1)
von high-grade CIN (CIN 2 und CIN 3).

In unserem Patientinnenkollektiv ist die Anzahl von CIN 1 mit 17 Fallen und CIN 2 mit
22 Fallen zu gering, um statistische Vergleiche dieser Schweregrade mit CIN 3 zu
berechnen. Die Zusammenfassung von CIN 1 und CIN 2 ist nicht sinnvoll. Desweiteren
bleibt kritisch anzumerken, daf} die Gruppe der CIN 2 des Patientinnenkollektives acht
Falle (36%) mit histologischer Diagnose CIN 1-2, also eher giinstigerer Prognose,
beinhaltet.

Unsere Ergebnisse erlauben keine Aussage zur Verteilung in unterschiedlichen
Schweregraden der CIN.

Betrachtet man die Verteilungsmuster orientierend, so ergeben sich keine deutlichen

Unterschiede.
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4.2.3 HLA und Verlauf der CIN

4.2.3.1 HLA und Beobachtung von CIN 1 und CIN 2

Der Verlauf der Erkrankung wurde in acht Fallen, drei Patientinnen mit CIN 1 und finf
mit CIN 2, beobachtet. In drei Fallen zeigte sich eine komplette Remission, in vier
Fallen eine persistierende Lasion und bei einer Patientin ein Progref.

Interessant ist, dal alle Patientinnnen mit persistierender CIN (n=4) HLA-
DQB1*03011-positiv waren, davon zwei auch HLA-DQB1*0602-positiv. Bei Remission
(n=3) war nur jeweils eine Patientin DQB1*03011 und *0602 positiv.

Von drei Patientinnen mit Remission trugen zwei das Allel DQB1*0201.

Nur im Rahmen grofer prospektiver Studien kann die Bedeutung der HLA-Allele fir

den Verlauf der zervikalen Kanzerogenese geklart werden.

4.2.3.2 HLA und rezidivierende CIN

Die Haufigkeitsverteilung der HLA-DQB1-Allele bei 14 Patientinnen mit Rezidiv wurde
verglichen mit der von 29 Patientinnen ohne Rezidiv bei gleichem

Beobachtungszeitraum.

Signifikant unterschiedlich nachweisbar war DQB1*05031, das deutlich haufiger bei
Patientinnen mit Rezidiv nachweisbar war (p=0,0256).

Die Empfanglichkeitsgene DQB1*03011 und *0602 treten Uberraschenderweise
weniger haufig bei Rezidiven auf. Das vermutlich protektiv wirkende DQB1*0302 zeigt
bei Rezidiven eine erhéhte Frequenz.

DQB1*03032 ist haufiger bei Patientinnen mit Rezidiv nachweisbar mit 14% (2/14)
gegeniber 7% (2/29) in der Gruppe ohne Rezidiv.

Mehrere Rezidive traten bei drei Patientinnen mit jeweils wenigstens einem
Empfanglichkeitsallel in folgender HLA-DQB1-Kombination auf: *0602/*03032,
*0602/*0603, *03011/*3032.

Méglicherweise wird insbesondere durch HLA-DQB1*05031 und *03032 die zervikale

Kanzerogenese unguinstig beeinfluf3t.
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Unter Bericksichtigung der anderen Ergebnisse der Empfanglichkeitsgene
DQB1*03011 und *0602 erscheint deren umgekehrte Haufigkeitsverteilung bei
Rezidiven nicht logisch.

Durch die retrospektive willkirliche Auswahl der Kollektive ist ein systematischer

Fehler nicht auszuschlielRen.

4.2.4 HLA und HPV-Infektion

Im Patientinnenkollektiv wurde mit PCR und Hybrid Capture Assay der Nachweis einer
HPV-Infektion bei 92% (97/106) der Patientinnen durchgefuhrt. Der positive Nachweis
einer HPV-Infektion bei 78% der CIN (76/97), einer high-risk HPV-Infektion bei 71%
(62/87) und einer HPV 16-Infektion bei 50% (38/76) der Falle entspricht mit geringen
Abweichungen den Daten aus der Literatur (s. Kap. 1.1.2.1).

Die Haufigkeitsverteilung der HLA-DQB1-Allele wurde im Vergleich der

= HPV-positiven mit HPV-negativen Patientinnen

= high-risk HPV-positiven mit high-risk HPV-negativen

» und HPV 16-positiven mit HPV 16-negativen Patientinnen durchgeflhrt.

Kritisch zu bewerten ist der Begriff der "HPV-negativen" Patientinnen, der sich auf
negative Ergebnisse der durchgefiihrten Untersuchungsmethoden bezieht. Nicht
auszuschliefRen ist, dall mit anderen, zusatzlichen oder spezifischeren Verfahren,
weitere HPV-Infektionen nachweisbar waren. Problematisch bei unserem Kollektiv ist
auch die Tatsache, dall bei mehreren Patientinnen die spezifische PCR fir HPV 16
(n=21), HPV 18 (n=51) und HPV 6/11 (n=50) an zytologischem Material durchgefiihrt

wurde, das bis zu 5 Jahre in Kihltruhen bei -80°C asserviert wurde.

Eine signifikante Korrelation von DQB1-Allelen und HPV-Infektion ist im Patientinnen-

kollektiv nicht nachweisbar.

DQB1*03032 zeigt eine nicht signifikant reduzierte Frequenz bei HPV-positiven
Patientinnen im Vergleich mit HPV-negativen (OR 0,60; CI: 0,18-1,98). In der
Subgruppenanalyse der high-risk HPV-Infektion (OR 0,78; CI: 0,21-2,85) und HPV 16-
Infektion (OR 0,81; CI: 0,22-2,91) zeigt sich hingegen kein Unterschied der Haufigkeit
bei Patientinnen mit positivem und negativem Nachweis der entsprechenden HPV-
Infektion. Die relativ niedrige Frequenz bei HPV-positiven Fallen kdnnte auf eine

besondere Assoziation von DQB1*03032 mit high-risk HPV-Infektionen hinweisen. In
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unserem Kollektiv sind von zehn HPV-positiven Patientinnen mit HLA-DQB1*03032
acht high-risk HPV-positiv und davon 5 HPV 16-positiv.

Im Vergleich von HPV-positiven CIN mit HPV-negativen Kontrollen zeigte sich auch in
der britischen Studie kein Unterschied der Haufigkeit (3% vs. 2,5%) von DQB1*0303
(Odunsi et al. 1995).

In anderen Arbeiten wurde eine Assoziation von DQB1*03032 mit high-risk HPV-
positiven invasiven Zervixkarzinomen (Neumann et al. 2000) sowie mit HPV 16-
positiven Karzinomen und CIN als Haplotyp in Kombination mit DRB1*07 beschrieben
(Apple et al. 1994; Bontkes et al. 1998).

Eine positive Assoziation von DQB1*03032 mit high-risk HPV oder HPV 16-Infektion

laRt sich bei der bisherigen Datenanalyse nur vermuten.

DQB1*0602 ist deutlich positiv assoziiert mit dem Nachweis einer HPV 16-Infektion. Es
zeigt sich eine annahrend signifikant erhéhte Frequenz (p=0,088; OR 2,34; CIl 0,87-
6,29) mit 42% (16/38) der Falle bei HPV 16-positiven CIN im Gegensatz zu 24%
(09/38) bei HPV 16-negativen. Die Haufigkeitsverteilung in den Subgruppen mit HPV-
Infektion oder high-risk HPV-Infektion ergibt keine Unterschiede. Auch in anderen
Arbeiten ist fur DQB1*0602, teilweise untersucht als Haplotyp, eine erhdhte
Assoziation mit HPV 16 und HPV 18-Infektion sowohl beim invasiven Zervixkarzinom
(Wank et al. 1993; Apple et al. 1994; Cuzick et al. 2000) als auch bei CIN (Sanjeevi et
al. 1994; Helland et al. 1998; Apple et al. 1995) beschrieben.

Von finf HPV 18-positiven Patientinnen mit CIN 2 und CIN 3 war eine DQB1*0602-

positiv.

Das seltene Allel DQB1*06041 (n=6) ist interessanterweise ausschliel8lich bei HPV-
positiven CIN 3 nachweisbar. Bei norwegischen Patientinnen mit HPV-negativer CIN ist
fur den Haplotyp DQA1*0102-DQB1*0604 eine nicht signifikant verminderte Haufigkeit
beschrieben (Helland et al. 1998). In einer Untersuchung bei amerikanischen
Patientinnen afrikanischer Abstammung mit invasivem Zervixkarzinom ist DQB1*0604
signifikant erhéht (Gregoire et al. 1994). Eventuell tragt DQB1*0604 eine besondere

Bedeutung fur die zervikale Kanzerogenese bei vorliegender HPV-Infektion.
DQB1*03011 ist bei HPV 16-positiven CIN mit 47% (18/38) der Falle deutlich haufiger

nachweisbar als bei HPV 16-negativen CIN mit 32% (12/38). In der Literatur ist bisher

erst in einer Arbeit eine besondere Assoziation mit HPV-Infektion, namlich beim
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Zervixkarzinom mit Nachweis anderer HPV-Typen als HPV 16, beschrieben (Cuzick et
al. 2000).

HLA-DQB1*0603 ist bei HPV 16-negativen CIN deutlich vermindert nachweisbar mit
5% (02/38) im Gegensatz zu 16% (06/38) bei HPV 16-positiven CIN (p=0,135; OR
0,29). Dies entspricht einem protektiven Mechanismus gegeniiber HPV 16-induzierten
Dysplasien. DQB1*0603 steht in Kopplungsungleichgewicht mit DR13, das ebenfalls
als protektiv wirkend bei HPV-positiven Zervixkarzinomen (Apple et al. 1994; Sastre-
Garau 1996; Krul et al. 1999) und HPV 16-positiven CIN (Hildesheim et al. 1998;
Bontkes et al. 1998) beschrieben ist.

Das vermutlich protektive Allel DQB1*0201 tritt interessanterweise bei high-risk HPV-
positiven CIN haufiger auf (36%, 22/65) als bei high-risk HPV-negativen (24%, 06/25).
Bei HPV 16-positiven CIN zeigt es hingegen eine deutlich reduzierte Frequenz mit 26%
(10/38) gegenuiber 40% (15/38) bei HPV 16-negativen CIN. Moglicherweise schitzt
DQB1*0201 besonders vor einer Infektion mit HPV 16, aber nicht vor anderen high-risk
HPV. In der Literatur ist eine Assoziation von DQB1*0201 mit HPV-Infektion bislang

nicht erwahnt.

Bisher ohne besondere Assoziation mit HPV-Infektion beschrieben, tritt DQB1*05011
reduziert bei HPV-positiven CIN (p=0,182; OR 0,51) und high-risk HPV-positiven CIN
(p=0,322; OR 0,61) auf. Im Vergleich von HPV 16-positiven mit HPV 16-negativen CIN
ergibt sich kein Unterschied der Verteilung. Méglicherweise schiitzt DQB1*05011 vor
HPV-Infektionen mit anderen Typen als HPV 16.

Bemerkenswerte Ergebnisse bringt eine Analyse der Haufigkeitsverteilung von HLA-
DQB1-Allelen bei HPV 16-positiven CIN im Vergleich mit dem Kontrollkollektiv.

Die signifikante Assoziation von HLA-DQB1*03011 als Empfanglichkeitsgen
(p=0,0086; OR 3,63) und DQB1*0302 mit wahrscheinlich protektivem Mechanismus
(p=0,022; OR 0,20) bleibt bestehen, allerdings etwas weniger deutlich.

Die positive Assoziation mit DQB1*0602 erreicht bei diesem Vergleich fur HPV 16-
positive CIN Signifikanz (p=0,018; OR 2,51). Der protektive Mechanismus von
DQB1*0201 (p=0,066; OR 0,47) erreicht im Vergleich der HPV 16-positiven CIN mit
Kontrollen annahernd Signifikanz.

HLA-DQB1*0602 und *0201 sind anscheinend von besonderer Bedeutung bei

Nachweis einer HPV 16-Infektion.
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Offen bleibt die Frage, wie der Vergleich mit unterschiedlichem Nachweis einer HPV-

Infektion bei den Kontrollpatientinnen ausfallt.

Méglicherweise tUbernimmt die HLA-DQB1-Allel-Konstellation je nach Infektion mit
spezifischen HPV-Typen eine entscheidende Rolle. Bei Betrachtung der
Immunmechanismen ist dies durchaus vorstellbar, da bereits geringfligige
Unterschiede der HPV-Typen und ihrer Antigene die Prasentation durch HLA an

immunkompetente Zellen beeinflussen kénnen.
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4.3 BEDEUTUNG DER HLA-TYPISIERUNG IN DER KLINISCHEN PRAXIS

Die HLA-Typisierung kann in zwei Bereichen der klinischen Anwendung besonderen
Stellenwert gewinnen. Bei Kenntnis von Empfanglichkeits- und Resistenzgenen kann
die Progressionstendenz der zervikalen intraepithelialen Neoplasien besser
eingeschatzt und dadurch die Therapie optimiert werden. Im Bereich der Entwicklung
von Impfstoffen ist eine Steigerung der Effektivitat durch Kopplung von Virusantigenen
an besonders immunogene HLA-Molekile vorstellbar.

Das mittlere Lebensalter bei Erkrankung an einer Epitheldysplasie liegt bei 34 Jahren.
Frauen im gebarfahigen Alter wiinschen eine maglichst konservative Therapie, um die
Risiken fir folgende Schwangerschaften zu minimieren. Die operative Therapie ist seit
Einfihrung der LLETZ statt der Konisation deutlich gewebeschonender geworden. Bei
Frauen mit CIN 1 und CIN 2 ist die Wahrscheinlichkeit einer spontanen Regression
groR, allerdings ist es zur Zeit noch nicht moéglich den Verlauf im Einzelfall
vorherzusagen. Durch Sequenzierung der HLA-Allele und Differenzierung von
Empfanglichkeitsgenen einerseits, sowie protektiven Allelen andererseits, kdnnte die
Progressionstendenz der CIN besser beurteilt werden. Dadurch kann die individuelle
Therapie optimiert werden. Frauen mit Empfanglichkeitsgenen kénnte zu einer
operativen Sanierung der Lasion geraten werden. Im Unterschied dazu ware bei
Frauen mit protektiven Allelen ein beobachtendes Verhalten sinnvoll und die
Kontrollintervalle kdnnten verlangert werden, da die empfohlenen dreimonatlichen

Untersuchungsabstande von vielen Frauen als belastend empfunden werden.

Der Bereich der Immuntherapie bei zervikalen Neoplasien ist Schwerpunkt zahlreicher
wissenschaftlicher Studien. Zur Zeit werden erste Vakzinationsstudien mit
sogenannnten VLP ("virus like particle")-Impfstoffen durchgefiihrt (Osen et al. 2000).
Hierbei handelt es sich um virusahnliche Partikel, namlich reproduzierte Virushillen
(spate Proteine L1 und L2), in die E6- oder E7-Proteine eingefligt werden. Solche
Impfstoffe induzieren vor allem die humorale Immunantwort und sollen prophylaktisch
und therapeutisch wirken. Bei Kenntnis von protektiven Allelen und der durch sie
prasentierten HPV-Peptide kdnnten weitere, vielleicht effektivere, Impfstoffe entwickelt
werden. Fur die Abwehr der HPV-Infektion ist die zellulare Immunantwort
entscheidend. HLA-gekoppelte Virus-Peptid-Komplexe, die eine ausgepragte
spezifische zellulare Immunantwort auslésen, sind als Impfstoffe auch fir andere virus-

induzierte Erkrankungen vorstellbar (Laumbacher und Wank 1998).

64



5 ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der Arbeit war, die Assoziation von HLA-DQB1-Allelen mit zervikalen
intraepithelialen Neoplasien, deren unterschiedlichen Verlauf und HPV-Infektion in

einem norddeutschen Patientinnenkollektiv zu untersuchen.

106 Patientinnen mit histologisch gesicherter CIN (17 CIN 1, 22 CIN 2 und 67 CIN 3)
wurden 116 Kontrollen mit unauffalliger Exfoliativzytologie gegenlbergestellt. Die
Sequenzierung der HLA-DQB1-Allele erfolgte an DNA, die aus peripheren
Lymphozyten extrahiert wurde. Im Anschlu® an eine PCR mit spezifischen Primern fir
HLA-DQB1 wurde eine automatische Sequenzierung durchgefiihrt. Der HPV-Nachweis
erfolgte durch Hybrid Capture Assay und PCR, so dal} Infektionen mit high-risk HPV,
HPV 16, 18 und 6/11 differenziert werden konnten.

Eine statistisch signifikant positive Korrelation erwies sich fir HLA-DQB1*03011
(p=0,00073; OR 2,75) mit einer Haufigkeit von 41% (43/106) im Patientinnenkollektiv
und 20% (23/116) in der Kontrollgruppe. Das als zweithaufigstes Empfanglichkeitsgen
beschriebene DQB1*0602 ist nicht signifikant erhdht nachweisbar bei Patientinnen mit
CIN (32%, 34/106) im Vergleich mit der Kontrollgruppe (22%, 26/116). Wahrscheinlich
gewinnt DQB1*0602 besondere Bedeutung bei HPV 16-Infektionen, da die positive
Assoziation signifikant wird beim Vergleich der HPV 16-positiven CIN mit dem
Kontrollkollektiv (p=0,018; OR 2,52).

Die Haufigkeit von DQB1*0302 ist signifikant reduziert (p=0,00025; OR 0,18) bei
Patientinnen mit CIN (5%, 5/106) im Vergleich zur Kontrollgruppe (22%, 25/116).

Als weiteres, anscheinend protektives Allel ist DQB1*0201 reduziert nachweisbar
(p=0,09; OR 0,62) bei CIN (32%, 34/106) im Unterschied zu Kontrollen (43%, 50/116).

Die Analysen von HLA-Allelen bei CIN und deren Bedeutung fur Verlauf und
Vorhersage der Erkrankung sollten mit modernen Methoden, Sequenzierung der HLA-
Allele, an grofien Kollektiven im Rahmen von Beobachtungsstudien fortgesetzt werden.
Eine sorgfaltige Auswahl des Kontrollkollektives, HPV-negative Frauen mit unauffalliger
Exfoliativzytologie, ermdglicht eine bessere Auswertung der Zusammenhange.

In der klinischen Praxis kdnnte durch Kenntnis der Assoziation der HLA-Allele mit CIN
die Progressionstendenz besser eingeschatzt und das therapeutische Vorgehen
dementsprechend ausgerichtet werden. Darlber hinaus 6ffnen sich neue Wege der

Immunmodulation und Vakzination mit HLA-gekoppelten Antigenen.
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7 ANHANG

7.1  ABKURZUNGSVERZEICHNIS

1, 11 erhoht, signifikant erhoht

Ll erniedrigt, signifikant erniedrigt

AL Afterloading

AdCa invasives adenomattses Karzinom der Cervix uteri
bes besonders

Blutsp. Blutspender

Ca invasives Karzinom

Cl 95% Konfidenz Intervall

CIN zervikale intraepitheliale Neoplasie

Cis Carcinoma in situ

HE Hysterektomie

HLA Humanes Leukozytenantigen

HPV Humanes Papillomavirus

HPVand16,18 HPV-Infektion mit anderen Typen als HPV 16 und 18
HPVneg HPV-negativ

HPVpos, HPV16pos HPV-positiv, HPV 16-positiv

hrHPV high risk HPV

HSIL high grade squamous intraepithelial lesion

K Kontrollen

LLETZ large-loop-exzision of the transformation zone
LSIL low grade squamous intraepithelial lesion

n Anzahl der untersuchten Falle

n.d. nicht durchgefiihrt

ntherob nach Therapie unauffalliger Verlauf

nor. normal

OR Odds ratio

PCR Polymerasekettenreaktion

SCC invasives squamoses Karzinom der Cervix uteri
SIL squamous intraepithelial lesion

WE weite Exzision

Zyto Zytologie
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Idnr. | Alter DQB1*1 DQB1*2 | Dysplasie |Verlauf Therapie HPV hrHPV | HPV16 | HPV18 | HPV6/11 | and. HPV |and. EK
138| 32 |3011 3011 CIN 1 unbek. keine neg. neg. neg. neg. neg. 0 keine
165, 40 [3032 603 CIN 1 unbek. Beobachtung neg. neg. n.d. n.d. n.d. 0 keine
124| 23 |3011 5011 CIN 1 ntherob LLETZ neg. neg. neg. neg. neg. 0 keine
136| 28 |201 201 CIN 1 ntherob Laser pos. neg. neg. neg. neg. 0 keine
151 39 [3032 602 CIN 1 ntherob LLETZ neg. neg. neg. neg. neg. 0 keine
179| 28 |3011 5011 CIN 1 ntherob Laser neg. neg. n.d. n.d. n.d. 0 keine
182| 21 |3011 5011 CIN 1 ntherob Laser neg. neg. n.d. n.d. n.d. 0 keine

10/ 30 |6011 3011 CIN 1 Regress Beobachtung pos. neg. neg. neg. pos. 0 keine
117 19 |3011 5031 CIN 1 ntherob Laser pos. pos. pos. neg. neg. 0 keine
131 27 |5031 3011 CIN 1 ntherob Laser pos. pos. pos. n.d. n.d. 0 keine
118| 32 |602 3011 CIN 1 Rezidiv Konisation+LLETZ pos. pos. pos. neg. neg. 0 keine
178| 33 |201 5011 CIN 1 Rezidiv Laser pos. pos. n.d. n.d. n.d. 0 keine
189| 28 |201 602 CIN 1 unbek. Beobachtung pos. pos. n.d. n.d. n.d. 0 keine
175| 29 |201 5032 CIN 1 Progress LLETZ pos. pos. pos. neg. neg. 0 keine
191 28 3011 5011 CIN1 unbek. keine n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0 keine
104| 45 |201 3032 CIN 1 ntherob LLETZ neg. n.d. neg. neg. neg. 0 keine

97| 21 |402 3011 CIN 1 Persistenz Beobachtung n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0 keine
101| 48 |3011 201 CIN2  |unbek. Beobachtung neg. neg. n.d. n.d. n.d. 0 keine
159| 35 |3011 602 CIN 2  |ntherob LLETZ neg. neg. neg. neg. neg. 0 MammaCa
161 39 [3032 5032 CIN 2  |ntherob LLETZ neg. neg. neg. neg. neg. 0 keine
164| 27 |201 5011 CIN 2  |ntherob Laser+LLETZ neg. neg. neg. neg. neg. 0 keine
188| 30 |3011 602 CIN 2  |ntherob LLETZ pos. neg. n.d. n.d. n.d. 0 keine
1] 28 |5011 603 CIN2 |Rezidiv Konisation+Beobachtung neg. neg. neg. neg. neg. 0 keine
113| 47 [3032 5011 CIN2 |Rezidiv Konisation, 2x+LLETZ neg. neg. neg. neg. neg. 0 keine
105| 22 |602 3011 CIN2  |unbek. Beobachtung neg. neg. n.d. n.d. n.d. 0 keine
163| 24 |201 602 CIN2 |Regress Beobachtung neg. neg. neg. neg. neg. 0 keine
7] 21 |201 5011 CIN2  |unbek. Beobachtung pos. pos. pos. pos. n.d. 0 keine
8| 28 602 603 CIN2  |unbek. Beobachtung pos. pos. neg. neg. neg. 56 keine
9| 26 |5011 3032 CIN 2  |unbek. Beobachtung pos. pos. neg. pos. neg. 0 keine
70| 23 402 201 CIN 2  |ntherob LLETZ pos. pos. neg. neg. neg. 33 keine
154| 24 |304 603 CIN 2  |ntherob LLETZ pos. pos. neg. neg. neg. 0 keine
156 20 |201 5031 CIN2 |Rezidiv Konisation+LLETZ pos. pos. neg. pos. pos. 0 keine
123| 24 |3011 5011 CIN2 |Persistenz Beobachtung pos. pos. n.d. n.d. n.d. 0 keine
142| 30 |3011 602 CIN2 |Persistenz LLETZ pos. pos. pos. neg. neg. 0 keine
150 32 |3011 602 CIN2 |Persistenz Beobachtung, LLETZ pos. pos. pos. neg. neg. 0 keine
158 30 |201 5011 CIN 2 Regress Beobachtung pos. pos. neg. neg. neg. 33 keine

Tabelle 3.3 Ubersicht des Patientinnen- und Kontrollkollektivs




Idnr. | Alter DQB1*1 DQB1*2 | Dysplasie |Verlauf Therapie HPV hrHPV | HPV16 | HPV18 | HPV6/11 | and. HPV |and. EK
176| 35 |302 603 CIN2 |ntherob Laser n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0 keine
192| 22 |201 602 CIN2 |ntherob Konisation n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0 M.Crohn
193| 42 |5011 5011 CIN2 |Rezidiv Laser n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0 keine
110 34 |3011 304 CIN 3 |ntherob Konisation, 3x+LLETZ+Laser neg. neg. neg. n.d. n.d. 0 keine
116| 28 |602 5031 CIN 3 |ntherob LLETZ neg. neg. n.d. n.d. n.d. 0 keine
155| 27 |304 602 CIN 3 |ntherob LLETZ pos. neg. neg. neg. neg. 0 keine
167| 22 |304 5011 CIN 3 |ntherob LLETZ neg. neg. neg. neg. neg. 0 keine
170| 26 |3011 602 CIN 3 |ntherob LLETZ neg. neg. neg. neg. pos. 0 keine
133| 28 |201 5011 CIN 3 |Rezidiv LLETZ neg. neg. n.d. n.d. n.d. 0 keine
157| 34 |302 5011 CIN 3 |Rezidiv Konisation+LLETZ neg. neg. neg. neg. neg. 0 keine
153| 35 |201 5011 CIN 3 |unbek. LLETZ, 2x pos. neg. neg. neg. neg. 0 keine
121| 30 |604 3011 CIN 3  |unbek. Beobachtung pos. pos. pos. neg. neg. 0 keine

14| 35 |602 3011 CIN 3 |ntherob LLETZ+Konisation pos. pos. pos. n.d. n.d. 0 keine

18] 30 |5011 3011 CIN 3 |ntherob LLETZ pos. pos. pos. neg. pos. 0 keine

60| 28 |6012 3011 CIN 3 |ntherob LLETZ pos. pos. pos. neg. pos. 33 keine

76| 25 |502 602 CIN 3 |ntherob LLETZ pos. pos. pos. neg. pos. 33 keine

88| 43 |502 602 CIN 3 |ntherob LLETZ pos. pos. pos. neg. neg. 0 keine

89| 28 |5011 3011 CIN 3 |ntherob LLETZ pos. pos. pos. neg. neg. 0 keine

96| 33 |3032 3011 CIN 3 |ntherob LLETZ+HE pos. pos. pos. neg. neg. 0 keine
106| 33 |602 201 CIN 3 |ntherob LLETZ pos. pos. neg. neg. neg. 33 keine
109| 22 |3011 5031 CIN 3 |ntherob LLETZ pos. pos. neg. neg. neg. 0 keine
115 32 |201 603 CIN 3 |ntherob LLETZ pos. pos. neg. neg. n.d. 31 keine
120 35 |5011 3032 CIN 3 |ntherob LLETZ pos. pos. pos. neg. neg. 0 keine
122| 30 |602 3011 CIN 3 |ntherob LLETZ pos. pos. pos. neg. neg. 0 keine
125 21 |201 5011 CIN 3 |ntherob LLETZ pos. pos. neg. neg. neg. 0 keine
127| 31 [3032 5011 CIN 3 |ntherob LLETZ pos. pos. pos. neg. neg. 0 keine
128| 35 |201 201 CIN 3 |ntherob LLETZ pos. pos. pos. neg. neg. 0 keine
134| 31 |201 603 CIN 3 |ntherob LLETZ pos. pos. neg. neg. neg. 0 keine
141| 36 |201 6041 CIN 3 |ntherob LLETZ pos. pos. pos. n.d. n.d. 0 keine
145| 29 |602 602 CIN 3 |ntherob LLETZ pos. pos. pos. neg. neg. 0 keine
147| 34 |3011 502 CIN 3 |ntherob HE pos. pos. pos. neg. neg. 0 keine
149| 37 |302 602 CIN 3 |ntherob LLETZ pos. pos. pos. neg. neg. 0 keine
160, 25 |201 602 CIN 3 |ntherob LLETZ pos. pos. pos. n.d. n.d. 0 keine
162| 34 |3011 607 CIN 3 |ntherob LLETZ pos. pos. neg. neg. pos. 0 keine
169| 23 |201 201 CIN 3 |ntherob LLETZ pos. pos. pos. neg. neg. 0 keine
171 33 [3032 3011 CIN 3 |ntherob LLETZ pos. pos. pos. pos. neg. 0 keine
172| 43 3011 604 CIN 3 ntherob LLETZ pos. pos. neg. neg. neg. 0 keine
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Idnr. | Alter DQB1*1 DQB1*2 | Dysplasie |Verlauf Therapie HPV hrHPV | HPV16 | HPV18 | HPV6/11 | and. HPV |and. EK
173| 24 |3011 602 CIN 3 |ntherob LLETZ pos. pos. pos. neg. neg. 0 keine
181| 31 [3011 5011 CIN 3 |ntherob LLETZ pos. pos. n.d. n.d. n.d. 0 keine
184| 52 |201 6041 CIN 3 |ntherob Laser pos. pos. n.d. n.d. n.d. 0 keine
185/ 30 |3032 5011 CIN 3 |ntherob LLETZ pos. pos. n.d. n.d. n.d. 0 keine
187| 29 [3032 603 CIN 3 |ntherob Laser pos. pos. n.d. n.d. n.d. 0 keine
190 25 |3011 6041 CIN 3 |ntherob LLETZ pos. pos. n.d. n.d. n.d. 0 keine
194| 31 |602 602 CIN 3 |ntherob Laser pos. pos. n.d. n.d. n.d. 0 keine
195| 48 |201 602 CIN 3 |ntherob LLETZ pos. pos. n.d. n.d. n.d. 0 keine
557| 32 |5011 603 CIN 3 |ntherob LLETZ pos. pos. pos. neg. neg. 0 keine
618, 38 [201 5011 CIN 3 |ntherob Konisation+HE pos. pos. neg. neg. neg. 0 keine

6| 35 |201 603 CIN3 |Rezidiv Konisation,2x+ HE+Laser,7x pos. pos. pos. neg. neg. 0 keine
42| 27 1602 201 CIN 3 |Rezidiv LLETZ pos. pos. pos. neg. neg. 0 keine
61| 34 |5011 201 CIN 3 |Rezidiv LLETZ pos. pos. pos. neg. pos. 0 keine
87| 29 |602 3032 CIN 3 |Rezidiv Konisation+HE+WE+Laser+AL pos. pos. pos. neg. neg. 35 keine
103| 26 |5011 3011 CIN 3 |Rezidiv LLETZ, 2x +Laser pos. pos. pos. neg. neg. 0 keine
146| 31 |302 5011 CIN 3 |Rezidiv LLETZ pos. pos. pos. neg. neg. 0 keine
152| 30 |201 5011 CIN 3 |Rezidiv Konisation+LLETZ pos. pos. pos. neg. neg. 0 keine
28| 26 |602 3011 CIN 3 |unbek. LLETZ pos. pos. pos. neg. neg. 0 keine
43| 23 |602 3011 CIN 3 |unbek. Laser+LLETZ pos. pos. pos. pos. neg. 35 keine
143| 34 |617 602 CIN 3 |unbek. Beobachtung, LLETZ pos. pos. pos. neg. neg. 0 keine
40| 40 |302 3032 CIN 3 |ntherob Konisation pos. n.d. n.d. n.d. n.d. 0 keine
41| 26 |602 603 CIN 3 |ntherob LLETZ pos. n.d. neg. neg. neg. 0 keine
77| 32 604 201 CIN 3 |ntherob LLETZ pos. n.d. neg. neg. neg. 0 keine
102| 27 |3011 201 CIN 3 |ntherob LLETZ pos. n.d. n.d. n.d. n.d. 0 keine
119| 30 |5031 5011 CIN 3 |ntherob LLETZ pos. n.d. neg. neg. pos. 0 keine
126 30 |3011 5011 CIN 3 |ntherob LLETZ pos. n.d. n.d. n.d. n.d. 0 keine
130 27 |3011 602 CIN 3 |ntherob Konisation pos. n.d. neg. neg. neg. 0 keine
180, 28 |201 5011 CIN 3 |ntherob LLETZ n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0 Hyperprolak.
186| 24 |3032 305 CIN 3 |ntherob LLETZ n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0 keine
579| 29 |3011 602 CIN 3 |ntherob Konisation n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0 keine
111| 34 |3011 3032 CIN 3 |Rezidiv Konisation+Laser pos. n.d. neg. neg. neg. 0 keine
506 23 |602 603 CIN3 |Rezidiv Konisation, 3x n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0 keine
99| 34 3011 201 CIN 3 unbek. Konisation+HE pos. n.d. neg. neg. neg. 0 keine

Tabelle 3.3 Ubersicht des Patientinnen- und Kontrollkollektivs




Idnr. | Alter DQB1*1 DQB1*2 | Dysplasie |Verlauf Therapie HPV hrHPV | HPV16 | HPV18 | HPV6/11 | and. HPV |and. EK
2| 29 |5031 602 keine keine
15| 32 |201 5011 keine keine
17| 72 1602 201 keine keine
21| 30 |302 3011 keine keine
22| 21 201 201 keine keine
25| 37 1602 201 keine keine
30/ 30 |201 3032 keine keine
31] 29 201 201 keine keine
32| 32 |302 5011 keine keine
33| 32 |5011 602 keine keine
34| 35 [304 5031 keine keine
35| 31 |201 603 keine keine
36/ 32 304 602 keine keine
37| 37 [302 3032 keine keine
38| 33 |602 201 keine keine
44| 39 |3032 602 keine keine
47| 38 |603 3011 keine keine
49| 34 |201 5011 keine keine
52| 38 |302 5011 keine FNH
53| 33 |302 402 keine keine
54| 35 |201 5011 keine keine
55| 32 |201 3011 keine keine
56| 31 1602 302 keine keine
57| 30 |604 202 keine Neuroderm.
58| 30 |5011 304 keine keine
59| 21 |5011 402 keine Neuroderm.
62| 32 1602 3032 keine keine
63| 30 |604 302 keine keine
64| 23 |201 5011 keine keine
65| 28 |5011 602 keine keine
66| 30 |604 302 keine keine
67| 33 |302 5011 keine keine
68| 34 |5011 202 keine keine
71 34 602 202 keine keine
72| 29 201 602 keine keine
73| 36 |201 3011 keine keine
74| 33 |604 302 keine keine
75| 31 201 602 keine keine
78| 33 15011 201 keine keine
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Idnr. | Alter DQB1*1 DQB1*2 | Dysplasie |Verlauf Therapie HPV hrHPV | HPV16 | HPV18 | HPV6/11 | and. HPV |and. EK
79| 17 [302 5011 keine keine
80| 32 |5011 201 keine keine
81| 27 |201 603 keine keine
83| 26 |201 603 keine keine
84| 33 |201 201 keine keine
85| 31 |5011 302 keine keine
86| 29 302 3011 keine keine
90| 31 |3011 3032 keine keine
91| 34 |602 3032 keine keine
92| 28 |3032 3011 keine keine
93| 31 |302 607 keine keine
94| 29 |5011 5011 keine keine
95| 31 |5011 201 keine keine

177| 28 |201 602 keine keine
500| 27 |201 603 keine keine
501 22 |5011 3011 keine keine
502| 36 |201 3011 keine keine
503| 35 |602 3011 keine keine
507| 34 |3032 3032 keine keine
508| 33 |201 6011 keine keine
509| 35 |3011 603 keine keine
510 35 |302 304 keine keine
511 32 602 302 keine keine
512 29 |3011 3011 keine keine
514| 33 |201 602 keine keine
515| 42 |3011 201 keine keine
516 29 |5011 602 keine keine
517 31 |5011 402 keine keine
518| 32 |3011 602 keine keine
519| 34 |201 602 keine keine
520 29 |502 3011 keine keine
521 25 |302 3011 keine keine
522| 36 |603 201 keine keine
524| 29 302 604 keine keine
525| 30 |5011 3032 keine keine
526 32 |5031 402 keine keine
527| 35 |302 502 keine keine
528| 31 15032 603 keine keine
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Idnr. | Alter DQB1*1 DQB1*2 | Dysplasie |Verlauf Therapie HPV hrHPV | HPV16 | HPV18 | HPV6/11 | and. HPV |and. EK
529| 28 |603 602 keine keine
530 31 |201 3011 keine keine
531 33 |302 5032 keine keine
532| 22 |3011 603 keine keine
533| 35 |5031 201 keine keine
534| 19 |604 201 keine keine
535| 29 1602 5011 keine keine
536| 33 |305 6041 keine keine
541 32 |3011 603 keine keine
542| 35 |201 201 keine keine
545| 28 |304 3011 keine keine
546| 28 |201 201 keine keine
547 29 302 3032 keine keine
548| 32 |5031 201 keine keine
549| 40 |603 3032 keine keine
550 37 |201 201 keine keine
551| 28 |201 201 keine keine
554| 37 |3032 603 keine keine
555| 26 |6011 302 keine keine
556 19 |302 201 keine keine
558| 39 |604 201 keine keine
559| 33 |3011 5031 keine keine
567| 37 |201 5011 keine keine
568| 35 |201 5011 keine keine
569| 37 |302 302 keine keine
570 33 |201 5011 keine keine
571 30 |201 5011 keine keine
572| 28 |201 5011 keine keine
574| 24 201 5011 keine keine
576 31 |201 5011 keine keine
577| 35 |201 602 keine keine
580 41 |201 5011 keine keine
582| 41 402 602 keine keine
584| 34 |3011 602 keine keine
585| 25 202 202 keine keine
586, 33 |3011 3011 keine keine
587| 32 |201 201 keine keine
588| 28 |201 5011 keine keine
589| 25 1302 302 keine keine
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