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1 Einleitung
1.1 HPV-Infektion
1.1.1 Virologie

Papillomviren (PV) sind eine Gruppe kleiner, epitheliotroper Viren, die beim Menschen

und zahlreichen anderen Wirbeltieren weit verbreitet sind (1).

Sie sind membranlos und bestehen aus einem 55 nm messenden, ikosaedrischen
Kapsid, welches sich aus 72 pentameren Kapsomeren zusammensetzt. Die Kapsomere
werden von den beiden Strukturproteinen late protein 1 (L1) und late protein 2 (L2) ge-

bildet. L1 und L2 liegen hierbei in einem Verhaltnis von 30:1 vor (1).

Das Kapsid enthalt das Virusgenom. Im Falle der Papillomviren handelt es sich hierbei
um ein kovalent geschlossenes, zirkulares, doppelstrangiges DNA-Genom, welches ca.
8000 Basenpaare beinhaltet. Das Erbgut des Virus kann in drei Bereiche unterteilt wer-
den: Eine Region kodiert fir die frihzeitig im Replikationszyklus gebildeten regulatori-
schen Proteine, sogenannte ,early proteins® (E-Proteine), eine zweite Region fur die
oben beschriebenen, spat synthetisierten Strukturproteine L1 und L2. Als dritter Bereich
kommt eine nichtkodierende Region (NCR) hinzu, die Kontrollfunktionen bei Transkrip-

tion und Replikation Gbernimmt (1;2).

Papillomviren sind wirtsspezifisch, weswegen in der Humanmedizin nur Humane Papil-

lomviren (HPV) von Bedeutung sind (1;3).

Auf Grund von Unterschieden in bestimmten Regionen ihrer DNA-Sequenz sind heute
Uber 130 verschiedene HPV-Typen bekannt (4;5). Uber 40 von ihnen kénnen Infektio-
nen des Anogenitaltraktes verursachen (6). Bezuglich ihrer Onkogenitat unterscheidet
man sogenannte Low-Risk-HPV-Typen, die zu niedriggradigen Dysplasien und anoge-
nitalen Condylomata acuminata fihren kénnen, von den High-Risk-HPV-Typen, welche
fur die Entstehung von hochgradigen Dysplasien und Zervixkarzinomen verantwortlich
sind. Zur Low-Risk-Gruppe werden heute die elf HPV-Typen 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54,
61, 70, 72 sowie 81 gezahlt. Die High-Risk-Gruppe beinhaltet die 13 Vertreter HPV 16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 und 66. Fur weitere HPV-Typen lasst sich das
onkogene Risiko und damit ihre Gruppenzugehdrigkeit noch nicht genau einschatzen

oder belegen (3;7).



Humane Papillomviren befallen ausschliellich Epithelien der Haut und der Schleim-
haute (1;8). Daraus ergibt sich ihre Relevanz fur mehrere klinische Disziplinen. Neben
der Begrindung gynakologischer Krankheitsbilder spielen sie auch in der Dermatologie,
Urologie, Proktologie und der Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde eine wichtige Rolle. In die-
ser Arbeit soll jedoch der Schwerpunkt auf der gynakologisch relevanten genitalen

HPV-Infektion liegen.

1.1.2 Epidemiologie

HPV-Infektionen gehodren weltweit zu den haufigsten sexuell Ubertragbaren Infektions-
krankheiten (9). lhre Pravalenz in der weiblichen Bevdlkerung variiert international zwi-
schen 2% und 44% (6). Wie aus dieser breiten Spannweite bereits ersichtlich, fallt eine
genaue Eingrenzung der Pravalenz schwer, da sie abhangig von Alter der Studienpo-
pulation, Sensitivitdt des DNA-Nachweises sowie soziokultureller Herkunft stark
schwankt (9;10). So ergibt eine deutsche Studie an Uber 8000 Frauen mit einem Alter
von 30 Jahren und alter eine Gesamt-HPV-Pravalenz von 5% (High-Risk-Typen 4,3%)
(11). Dem gegenuberstellen lasst sich eine US-amerikanische Studie, die bei einer
untersuchten Population von tUber 3000 18- bis 25-jahrigen jungen Frauen eine HPV-
Pravalenz von 26,9% (High-Risk-Typen 20%) ermittelte (12). Als genereller Anhalts-
punkt kann gelten, dass mehr als die Halfte aller sexuell aktiven Frauen in ihrem Leben

zumindest eine Infektion mit mindestens einem HPV-Typ erleiden wird (6).

Dem sollte hinzugeflgt werden, dass die meisten HPV-Infektionen transient verlaufen
und nach ca. 4 bis 20 Monaten spontan ausheilen (13). Eine kurzlich veréffentlichte
Nachbeobachtungsstudie an 147 HPV-infizierten US-amerikanischen Studentinnen
zeigte, dass nur bei 16% drei bis zwolf Jahre spater eine persistierende Infektion nach-

gewiesen werden konnte (14).

Betrachtet man die Pravalenz typspezifischer HPV-Infektionen, dominiert HPV 16, das
bis zu ein Viertel aller genitalen Infektionen mit Humanen Papillomviren verursacht.
Weitere haufig nachgewiesene Typen sind HPV 18, 31 und 45, welche anteilig von 3%

bis 10% fur Infektionen verantwortlich sind (7;11).

Da die meisten Infektionen mit Humanen Papillomviren schon relativ kurz nach Auf-
nahme sexueller Aktivitat auftreten, weisen HPV-Infektionen einen Altersgipfel im jun-

gen Erwachsenenalter (25 Jahre und junger) auf. Mit zunehmendem Alter fallt die HPV-



Pravalenz zunachst stark ab, um dann — zumindest gemal einiger Studien — einen
zweiten Anstieg perimenopausal zu verzeichnen, welcher sich evil. auf eine Reaktivie-
rung einer latenten Infektion oder einen spateren Partnerwechsel zuruckfuhren lasst
(6:;8;13).

1.1.3 Atiopathogenese

Die Ubertragung von Humanen Papillomviren erfolgt tber direkten Hautkontakt, wobei
sexuelle Kontakte den Hauptinfektionsweg anogenitaler HPV-Typen darstellen. Seltener
ist jedoch auch eine Transmission Uber kontaminierte Gegenstande sowie perinatal von

der infizierten Mutter auf das Neugeborene beschrieben (8;9).

Studien zeigen, dass sich bereits innerhalb von zwei Jahren nach Aufnahme sexueller
Kontakte rund ein Drittel aller Frauen mit Humanen Papillomviren infiziert (8). Eine dani-
sche Studie an 100 Jungfrauen kam zu dem Ergebnis, dass bei Teilnehmerinnen, die
im Studienverlauf sexuelle Kontake aufnahmen, nach vier Jahren zu 35% HPV-DNA
nachweisbar war, wahrend bei keiner der Probandinnen, die weiterhin abstinent lebten,

ein positives Testergebnis zu verzeichnen war (15).

Das Risiko eine HPV-Infektion zu erleiden korreliert stark mit der Anzahl der Sexual-
partner. In mehreren Studien wurde die steigende Anzahl der Sexualpartner als Haupt-
risikofaktor determiniert (15;16;17;18). Hinzu kommt, dass auch die zunehmende Zahl
der Sexualpartner des eigenen Partners entscheidend zum Risiko sich mit HPV zu infi-
zieren beitragt (16). Fur weitere mogliche Risikofaktoren wie z. B. Nikotinabusus, orale
Kontrazeption, Kondomverzicht oder Erkrankung an anderen sexuell GUbertragbaren In-
fektionen ist die Studienlage teilweise widersprichlich und es konnten zumindest keine

starken Assoziationen Uber mehrere Studien hinweg nachgewiesen werden (6;13).

Nach Ubertragung des Virus (iber oben beschriebene Wege erfolgt zunéchst eine In-
fektion der Zellen des Stratum basale des Epithels der Haut oder der Schleimhaute. Der
weitere HPV-Replikationszyklus verlauft eng gekoppelt an den Differenzierungsgrad
des Epithels. Nach Integration der Virus-DNA ins Wirtszellgenom werden zunachst die
frihen HPV-Proteine exprimiert, begonnen mit den Replikationsfaktoren E1 und E2, mit
deren Hilfe das Virusgenom auf einige hundert Kopien pro Zelle vermehrt wird. Da die
sich teilenden Zellen des Stratum basale ein physiologisches Reservoir fur suprabasale

Zellschichten darstellen und diese kontinuierlich regenerieren, steigt das sich vermeh-



rende Virus mit den sich differenzierenden Zellen weiter ins Stratum spinosum und gra-
nulosum auf. Hier erfolgt jetzt auch die vermehrte Expression der Virus-Onkogene E6
und E7. E7 inaktiviert wichtige Regulatoren im Wirtszellzyklus, v. a. das Tumorsuppres-
sorprotein Rb, und induziert so die vermehrte Replikation der Wirtszell-DNA. E6 unter-
stutzt diesen Vorgang, indem es der Apoptose der Wirtszelle, hauptsachlich durch Inak-
tivierung des zellularen Tumorsuppressors p53, entgegenwirkt. In den oberen Zelllagen
werden schliel3lich auch die Strukturproteine L1 und L2 gebildet und komplette, infek-
tiose Viruspartikel letztendlich mit dem Absterben der Keratinozyten im Stratum cor-

neum freigesetzt (1;2;8;19).

Wie bereits erwahnt, ist das Immunsystem meist in der Lage die beschriebene Infektion
erfolgreich zu eliminieren. Dies erfolgt in erster Linie mittels spezifischer CD4" T-
lymphozytar vermittelter zytotoxischer Immunreaktion gegen die Virusproteine E2 und
E6. Spater kommt es zur Bildung spezifischer Antikorper (AK) gegen das Hauptstruk-
turprotein L1 (4). Diese Ausbildung einer humoralen Immunitat ist allerdings nach einer
naturlichen HPV-Infektion nur in sehr geringem Malle ausgepragt, oft ist keine Sero-

konversion nachweisbar (20).

In 10% bis 20% der Falle gelingt es dem Virus jedoch sich langfristig im Korper zu etab-
lieren (4;14). Die daraus resultierende persistierende Infektion hat mehrere Ursachen.
Bedingt durch den naturlichen Regenerationszyklus des Epithels gelangen auch konti-
nuierlich infektidse Viruspartikel aus dem ,Reservoir Basalzellschicht an die Oberflache
der Epithelien. Die Infektion regeneriert sich so standig von Neuem (1). Da Papillom-
viren jedoch strikt epitheliotrop sind und auch im Verlauf der Infektion keine Viramie er-
folgt, fallt dem Immunsystem die Erkennung schwer. Hinzu kommt, dass die professio-
nell antigenprasentierenden Zellen (APC) des Plattenepithels, die sogenannten Langer-
hans-Zellen, in Gegenwart von HPV nicht aktiviert werden und somit auch die adaptive
zellulare Immunitat nur erschwert initialisiert wird. Zuletzt sei noch erwahnt, dass die
HPV-Onkoproteine E6 und E7 auch inhibierend auf die Synthese und die Signaltrans-
duktionswege der potenten antiviralen Interferone a und 8 wirken und so dem Virus die

Unterdrickung der Immunantwort ermdglichen (4).

Die persistierende Infektion ist Hauptursache fir die im Folgenden beschriebenen HPV-

assoziierten Erkrankungen (8;9;21;22).



1.1.4 HPV-assoziierte Erkrankungen
1.1.4.1 Cervikale intraepitheliale Neoplasie und invasives Zervixkarzinom

In Deutschland erkranken jahrlich etwa 6200 Frauen an einem invasiven Karzinom der
Zervix uteri (23). Bei den Krebserkrankungen der Frau steht das Zervixkarzinom damit
bundesweit an elfter Stelle, weltweit stellt es aber sogar das zweithaufigste Malignom
der weiblichen Bevolkerung dar (6;23). Im Jahr 2006 verstarben in Deutschland 1492

Frauen an den Folgen eines Zervixkarzinoms (24).

Invasive Karzinome der Zervix uteri weisen einen ersten Erkrankungsgipfel in der Al-
tersgruppe der 35- bis 54-Jahrigen sowie einen zweiten Altersgipfel etwa ab dem 65.
Lebensjahr auf (23). Ihre Vorstufen, die sogenannten Cervikalen Intraepithelialen Neo-
plasien (CIN), zeigen sich bereits friher im Leben der Frau, meist zwischen dem 25.
und 35. Lebensjahr (25).

Die Atiologie und Pathogenese des Zervixkarzinoms und seiner Vorstufen sind in wei-
ten Teilen erforscht. Hauptursache der Malignomentstehung ist die persistierende In-
fektion des Epithels der Transformationszone der Zervix uteri mit Humanen Papillomvi-
ren der High-Risk-Gruppe (26). In mehr als 95% aller Karzinome ist HPV-DNA nach-
weisbar. Auf Grund ihrer Haufigkeit muss man die Virus-Typen HPV 16, welches in 50%
bis 60% der Falle gefunden wird, sowie HPV 18, das fur 10% bis 20% der Karzinome
ursachlich ist, besonders hervorheben. Generell kdnnen aber alle High-Risk-Typen zur

Krebsentstehung flhren (7).

Der Ubergang von der persistierenden HPV-Infektion zur malignen Transformation der
Keratinozyten ist ein multifaktorielles Geschehen und noch nicht abschlieRend geklart.
Im Rahmen der Jahre andauernden Infektion kommt es auf Grund einer Deregulation
zu einer Uberexpression von E6 und E7. Die oben beschriebenen Mechanismen der
gesteigerten Zellproliferation durch Rb-Inhibition sowie der verhinderten Apoptose-In-
duktion durch p53-Inaktivierung fallen so starker ins Gewicht. Zudem verursachen E6
und E7 im Rahmen der persistierenden Infektion eine genetische Instabilitat der Wirts-
zelle. In Kooperation flhren die beiden Virus-Onkoproteine zu Veranderungen des
Zentrosoms, einer fur den Zellzyklus und die Chromosomenverteilung wichtigen Zellor-
ganelle. Hierdurch werden mitotische Defekte und eine mogliche Aneuploidie des

Wirtszellgenoms begrindet (27).



Transformierte Keratinozyten flhren in ihrem Gewebsverband zu prakanzerésen Ver-
anderungen. Je nachdem welche Schichten des Zervixepithels bereits von Atypien und
Differenzierungsstorungen betroffen sind, spricht man von der Cervikalen Intraepithe-
lialen Neoplasie I, Il oder Ill. Die CIN I ist als leichte Dysplasie auf das basale Drittel be-
grenzt, wahrend die mittelschwere CIN Il auch das mittlere Drittel befallt. Die CIN Ill, die
sowohl die schwere Dysplasie als auch das Carcinoma in situ der Zervix beschreibt, ist
auf das gesamte Epithel von basal bis apikal ausgebreitet, jedoch ist die Basal-
membran, im Gegensatz zum invasiven Karzinom, intakt. Allen drei Vorlauferlasionen

ist gemein, dass sie nicht metastasieren und spontan regressionsfahig sind (28).

Fur ein bis zwei Drittel der Patientinnen mit hohergradigen Dysplasien ist unbehandelt

ein Fortschreiten zum invasiven, metastasierenden Zervixkarzinom beschrieben (6).

Diese vergleichbar langsame Karzinogenese uber verschiedene Vorstufen macht sich
die Sekundarpravention zu Nutze. Im Rahmen des gesetzlichen Krebsfriiherkennungs-
programms hat jede Frau ab dem 20. Lebensjahr Anspruch auf eine jahrliche Abstrich-
untersuchung von Portiooberflache und Zervixkanal (8;29). Zytologische Auffalligkeiten
werden so detektiert und kdnnen ggf. genauer nachuntersucht werden (29). Mit Einfuh-
rung dieses Screenings wurden Inzidenz und Mortalitat des Zervixkarzinoms um bis zu
75% gesenkt (30). Es bleibt aber anzumerken, dass Screeninguntersuchungen, im Ge-
gensatz zur unten beschriebenen Primarpravention durch Impfung, nicht kausal die
Krebsentstehung verhindern konnen, sondern nur bereits entstandene Vorlauferlasio-

nen aufdecken (8).

1.1.4.2 Condylomata acuminata

Condylomata acuminata sind gutartige Tumoren des aul3eren Genitales, die ca. 1% der
sexuell aktiven Bevdlkerung betreffen. Sie werden haufig schon bei sehr jungen Patien-
tinnen diagnostiziert, die meisten Erkrankungen treten zwischen dem 20. und 24. Le-

bensjahr auf (9).

Genauso wie das maligne Karzinom der Zervix sind auch die benignen Condylome auf
eine persistierende HPV-Infektion zurlckzufihren (13). Es handelt sich hierbei aller-
dings meistens um eine Infektion mit den HPV-Typen der Low-Risk-Gruppe, in erster
Linie HPV 6 und HPV 11, die in bis zu 90% aller Condylome gefunden werden (22).



Auf Grund von Unterschieden in der Pathogenese von High-Risk- und Low-Risk-HPV-
Infektion konnen Condylomata acuminata nicht entarten. Dies liegt in erster Linie an der
verschiedenen Funktionsweise der viralen Onkogene. So bindet das E6 des Low-Risk-
Virus weniger effizient an p53 und fuhrt nicht zu einer vollstandigen Degradierung. Auch
die Inaktivierung von Rb durch das Low-Risk-E7 verlauft nur inkomplett, eine Destabili-
sierung gelingt nicht. Des Weiteren induzieren die Onkogene keine Instabilitat des Ge-
noms, weswegen es ausschlieB3lich zur Proliferation, nicht aber zur malignen Transfor-

mation kommt (27).

Obwohl anogenitale Condylome als harmlos anzusehen sind, werden sie von den Pa-

tientinnen haufig als psychosozial sehr belastend empfunden (9).

1.2 Prophylaktische HPV-Impfstoffe
1.2.1 Gardasil®

Zusatzlich zu der bereits seit Uber 30 Jahren etablierten Sekundarpravention durch zy-
tologische Kontrollen wurde vor ca. zweieinhalb Jahren mit EinfGhrung der prophylakti-
schen Vakzine Gardasil® als Primarpravention ein zweites Standbein in der Vorbeugung
HPV-induzierter Erkrankungen geschaffen. Gardasil® wurde im September 2006 als
erster prophylaktischer Impfstoff zur Verhinderung von HPV-Infektionen fir die Mit-
gliedslander der Europaischen Union (EU) zugelassen und ist seitdem auch auf dem

deutschen Arzneimittelmarkt erhaltlich (31).

Die hauptimmunogene Komponente des Totimpfstoffes stellen hochgereinigte soge-
nannte ,virus-like particles“ (VLP) dar, die aus dem HPV-Kapsidprotein L1 aufgebaut
sind. VLP entsprechen einem leeren, genomlosen Viruskapsid und konnen deswegen
weder humane Zellen infizieren noch replizieren. Sie werden mittels rekombinanter
DNA-Technologie in Hefezellen des Stammes Saccharomyces cerevisiae hergestellt.
Eine Einzeldosis Gardasil® von 0,5 ml enthalt jeweils 20 ug VLP der HPV-Typen 6 und
18 sowie jeweils 40 pg VLP von HPV 11 und 16. Gardasil® wird auf Grund dieses Erre-
gerspektrums als quadrivalente Vakzine angesehen. Zur Verstarkung der Immunoge-
nitat sind die VLP der vier HPV-Typen an 225 pg Aluminiumhydroxyphosphatsulfat als
Adjuvans adsorbiert (32).

Der Wirkmechanismus von Gardasil® beruht auf der Induktion neutralisierender Serum-

AK, die im Falle einer Ubertragung von HPV 6, 11, 16 oder 18 eine Infektion der Epi-
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thelzellen durch Bindung an das Viruskapsid verhindern (4;8). Eine genauere Beschrei-
bung dieser Vakzin-induzierten humoralen Immunitat folgt im nachsten Kapitel (vgl.
Kap. 1.3.1).

Die Wirksamkeit von Gardasil® wurde in vier placebokontrollierten, doppelblinden, ran-
domisierten klinischen Studien der Phase Il und Il an insgesamt Gber 20000 16- bis 26-
jahrigen jungen Frauen bewertet. Endpunkte der Studien waren persistierende Infektio-
nen mit HPV 6, 11, 16 und 18, Impfstofftyp-assoziierte intraepitheliale Neoplasien von
Zervix, Vagina (VAIN) und Vulva (VIN) sowie genitale Condylome. Aus ethischen Grun-
den wurde auf den Studienendpunkt invasives Zervixkarzinom verzichtet. Bei Analyse
der vollstandig vakzinierten Probandinnen, die zu Beginn seronegativ und DNA-negativ
fur die Impfstofftypen waren, konnte bewiesen werden, dass samtliche Vakzintyp-asso-
ziierten Lasionen ausschlielich in den Placebogruppen auftraten und vom Impfstoff mit
100%iger Effektivitat verhindert werden konnten (33;34,;35;36).

Nach Einschluss aller Probandinnen unabhangig vom urspriinglichen HPV-Status
zeigte der Impfstoff bei der Vermeidung Vakzintyp-assoziierter Lasionen in einem Be-

obachtungszeitraum von drei Jahren noch eine Wirksamkeit von Uber 40% (34;35;36).

Auf Grund dieser Daten und der im vorangegangenen Kapitel beschriebenen Haufig-
keitsverteilung der einzelnen HPV-Typen als Krankheitsausloser (vgl. Kap. 1.1.4) kann
man davon ausgehen, dass bei prophylaktischer Impfung ca. 90% der Condylomata

acuminata und 70% aller Zervixkarzinome verhindert werden kdnnen (8).

Daten zur Dauer des Impfschutzes ergeben sich aus Nachbeobachtungen der oben ge-
nannten Effektivitatsstudien. Derzeit kann fir einen Impfschutz mit 100%iger Effektivitat
eine Dauer von mindestens funf Jahren angegeben werden (37). Fur einen langeren
Zeitraum und ggf. nétige Wiederauffrischungsimpfungen liegen bisher noch keine Er-

gebnisse vor (8).

In zwolf placebokontrollierten klinischen Studien wurden Sicherheit und Vertraglichkeit
von Gardasil® und seinen Vorldufern analysiert. Insgesamt traten Nebenwirkungen héu-
figer in den Verumgruppen als in den Placebogruppen auf (38). Bei den haufigsten un-
erwunschten Arzneimittelwirkungen (UAW) handelte es sich um lokale Beschwerden
wie Schmerzen, Schwellung und Rétung an der Injektionsstelle, die bei Uber 10% aller

Probandinnen zu beobachten waren. Als haufige systemische Nebenwirkungen sind
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Fieber, Kopfschmerz und Ubelkeit zu nennen. Schwerwiegendere UAW wie z. B. Bron-
chospasmus, Anaphylaxie oder autoimmunologische Phanomene traten nur in sehr
seltenen Einzelfallen auf (8;32). Eine Bewertung der moglichen Assoziation mit der Imp-
fung sowie eine Abschatzung der Haufigkeit kann erst in folgenden Phase [V-Studien

erfolgen (8).

Auf Grund der Uberzeugenden Daten zu Effektivitat und Sicherheit der Impfung emp-
fiehlt die Standige Impfkommission (STIKO) am Robert-Koch-Institut (RKI) seit Marz
2007 die dreimalige Vakzinierung aller Madchen im Alter von 12 bis 17 Jahren. Der
Impfstoff Gardasil® sollte hierbei zu den Zeitpunkten 0, 2 und 6 Monate appliziert wer-
den, wobei die dritte Dosis mdglichst vor Aufnahme erster sexueller Kontakte verab-

reicht werden sollte, um eine 100%ige Effektivitat des Impfschutzes zu erreichen (39).

Far altere Frauen existiert keine generelle Impfempfehlung. Abhangig vom Sexualver-
halten und HPV-Status kdnnen sie aber ebenfalls von der Impfung profitieren (39). Wie
bereits erwahnt, sind ca. drei Jahre nach Aufnahme des Sexuallebens etwa ein Drittel
der Patientinnen HPV-positiv, d. h. zwei Drittel erreichen durch Impfung auch zu diesem
Zeitpunkt noch einen kompletten Schutz vor Infektionen mit den Vakzin-Typen. Des
Weiteren kdnnen selbst Patientinnen, die z. B. an Infektionen mit drei der vier Impfstoff-
Typen leiden, durch prophylaktische Impfung einen Schutz vor Lasionen des verblei-

benden HPV-Typs erlangen (40).

1.2.2 Cervarix®

Der Vollstandigkeit halber soll darauf hingewiesen werden, dass seit September 2007
mit dem Préparat Cervarix® ein zweiter prophylaktischer HPV-Impfstoff in den EU-

Staaten zugelassen ist (41).

Cervarix® ist eine bivalente Vakzine, die jeweils 20 ug VLP der beiden karzinogenen
HPV-Typen 16 und 18 enthalt und somit ausschliellich der Prophylaxe von intraepithe-
lialen Neoplasien und Karzinomen, nicht aber der Pravention von Condylomen dient (8).
Als weiterer Unterschied zu Gardasil® ist das zusatzliche Adjuvans AS04, ein Bestand-
teil bakterieller Zellwand, zu nennen, durch welches hohere AK-Titer generiert werden
kénnen (42).



Im Rahmen dieser Arbeit wird auf die Vakzine Cervarix® nicht weiter im Detail einge-
gangen werden, da samtliche experimentellen Ergebnisse an Material von Gardasil®-

geimpften Probandinnen erzielt wurden.

1.3 Gardasil®-induzierte protektive Inmunitit
1.3.1 Humorale Immunitat

Wie im vorangegangenen Kapitel bereits erwahnt, beruht der Schutz prophylaktischer
HPV-Impfstoffe auf der Initialisierung einer korpereigenen Anti-L1-Antikdrper-Produktion
(4;8). Nach intramuskularer Injektion werden die VLP der Vakzine von zirkulierenden
dendritischen Zellen phagozytiert und nach Migration in die regionaren Lymphknoten
dort naiven CD4-positiven T-Lymphozyten mittels ihres MHC Il prasentiert (4;43). Die T-
Zellen (TZ) werden aktiviert und haben die Moglichkeit sich zu T-Helfer-Zellen vom Typ
1 (Tu1) und 2 (Tw2) zu differenzieren. Nach Interaktion von Ty2-Zellen mit B-Lympho-
zyten, die ebenfalls schon mit den VLP der Vakzine Kontakt hatten, werden letztere
befahigt sich zu Antikérper produzierenden Plasmazellen umzuwandeln (43). Von den
Plasmazellen synthetisierte Anti-L1-AntikOrper zirkulieren dann einerseits im Blut, ande-
rerseits werden sie auch direkt ins Vaginalsekret sezerniert. Zusatzlich gelangen sie

durch Transsudation direkt ins basale Epithel (44).

In mehreren Studien wurden Titer der beschriebenen AK bestimmt, um die Immunoge-
nitit der Vakzine Gardasil® zu bewerten. Es wurden sowohl junge Frauen im Alter von
16 bis 23 Jahren als auch Madchen und Jungen von 9 bis 15 Jahren rekrutiert
(34;37;45;46).

Bei allen Probanden zeigte sich einen Monat nach der dritten Impfung eine Serokonver-
sionsrate von uber 99% fur alle vier HPV-Typen (34;45;46). Die nachgewiesenen AK-Ti-
ter lagen im Bereich von mehr als das Hundertfache Uber denen, die nach einer natirli-

chen Infektion mit einem der vier HPV-Typen gemessen wurden (34;45).

Betrachtet man die AK-Titer im Verlauf, Iasst sich zunachst nach erster und zweiter
Impfung ein starker Anstieg verzeichnen. Bereits vor der letzten Immunisierung begin-
nen die erlangten Titer zu fallen. Dies wird durch die dritte Impfung jedoch abgefangen,
um schliel3lich ein Maximum zum Zeitpunkt sieben Monate zu erreichen. Fur HPV 6, 11
und 16 bleibt eine Seropositivitat von mindestens 94% Uber mehr als 36 Monate beste-

hen, wahrend der Anti-HPV 18-Titer bereits innerhalb der ersten 24 Monate stark abfallt
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und sich schliellich nicht mehr signifikant von dem einer natlrlichen HPV 18-Infektion
unterscheidet. Zusatzlich sollte erwahnt werden, dass in den Verumgruppen trotz fal-
lender Anti-HPV 18-Titer keine HPV 18-Infektionen oder durch diesen Typ verursachte

Lasionen nachgewiesen wurden (45).

Nach heutigem Kenntnisstand kann fiir Gardasil® bisher keine protektive Mindest-Anti-
korperkonzentration festgelegt werden, bei deren Unterschreiten eine Wiederauffrisch-

impfung sinnvoll ware (8).

Auf Grund der exzellenten Immunogenitat der Vakzine stellte sich des Weiteren die
Frage, ob die detektierten AK rein typspezifisch sind oder ob sie mdglicherweise mit
weiteren HPV-Typen als den vier im Impfstoff enthaltenen Typen kreuzreagieren. Nor-
malerweise sind AK-Populationen auf Grund der strukturellen Komplexitat des Antigens
mit mehreren immunogenen Epitopen heterogen, weswegen einzelne Subpopulationen
auch mit strukturverwandten anderen Antigenen Bindungen eingehen (4). Die L1-Pro-
teine der Humanen Papillomviren zeichnen sich als Antigene durch einen hohen Grad
an Homologie aus. So sind sich z. B. die Aminosauresequenzen der L1-Proteine von
HPV 18 und 45 sowie von HPV 16 und 31 sehr ahnlich (47). Trotzdem lassen sich nach
naturlichen Infektionen nur Infektionstyp-spezifische AK nachweisen, was maoglicher-
weise auf die ohnehin eher schwache natlrliche Immunogenitat der Humanen Papil-
lomviren zurtuckzufuhren ist (4). Im Gegensatz dazu wurde nach prophylaktischer HPV-
Impfung, welche mit weit hdheren AK-Titern einhergeht, eine Kreuzreaktivitat gegen die
nicht in Gardasil® enthaltenen karzinogenen HPV-Typen 31, 45, 52 und 58 gezeigt (47).
In klinischen Studien konnte jedoch fiir Gardasil® nur beziiglich der Verhinderung von
HPV 31-assoziierten CIN eine statistisch signifikante Wirksamkeit von 55,6% gezeigt
werden. Fur die anderen drei genannten HPV-Typen ergibt sich aus der Kreuzreaktivitat
keine (HPV 45) oder keine signifikante (HPV 52 und 58) Kreuzprotektion (32). Fur das
Schwesterpraparat Cervarix® ist sowohl eine Kreuzreaktivitat als auch eine Kreuzpro-
tektion vor Infektionen mit den mit HPV 16 bzw. 18 phylogenetisch nahe verwandten
HPV-Typen 31 bzw. 45 bewiesen. Harper et al. 2006 konnten eine Effektivitat der Vak-
zine von 94% bezuglich der Verhinderung von HPV 45-Infektionen sowie eine Wirk-

samkeit von immerhin 54% gegen Infektionen mit HPV 31 zeigen (48;49).
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1.3.2 Zellulare Immunitat und deren Bedeutung

Die bisherigen Erkenntnisse bezlglich der Pharmakodynamik prophylaktischer HPV-
Impfstoffe konzentrieren sich auf die Vermittlung einer humoralen Immunitat durch neu-
tralisierende AK. Damit ist aber nur ein bedeutsamer Bereich des immunologischen
Wirkmechanismus abgedeckt, da sowohl bei natlrlichen Virusinfektionen als auch bei
prophylaktischen Impfungen zellular vermittelte Immunreaktionen von grof3er Relevanz
sind (4;43;50;51).

Die wichtigsten Vermittler zellularer Immunitat stellen die T-Lymphozyten dar. Abbildung
1 gibt einen Uberblick Uber die wichtigsten immunologischen Ablaufe im T-Zell-System.
Je nach Ausstattung mit verschiedenen Oberflachenmarkern werden T-Lymphozyten in
CD4-positive und CD8-positive TZ unterteilt. Zytotoxische CD8" TZ kdnnen durch Anti-
gen-Prasentation tber MHC | von jeder kernhaltigen Koérperzelle aktiviert werden und
schlieldlich virusinfizierte oder entartete Zellen direkt lysieren. Detaillierter soll an dieser
Stelle nicht darauf eingegangen werden, da im Rahmen dieser Arbeit der Fokus auf der
Darstellung CD4" TZ liegt. Letztere werden, wie bereits im vorhergehenden Kapitel er-
wahnt, durch Interaktion mit den APC aktiviert. Hierfir bedarf es einer Bindung des
Komplexes MHC Il plus prozessiertes Antigen seitens der APC an den T-Zellrezeptor
(TCR) und das CD4 auf Seite der TZ. Zusatzlich ist eine Kostimulation tber das Ober-
flachenmolekil CD28 der TZ notwendig. Aktivierte CD4" TZ exprimieren bereits wenige
Stunden nach Stimulation das Molekul CD154, auch CD40 Ligand genannt. Es handelt
sich hierbei um ein Glykoprotein aus der Tumornekrosefaktor-Familie, welches als Akti-
vierungsmarker der Antigen-spezifischen TZ gelten kann (52). Des Weiteren regen TZ
ihre eigene Differenzierung und Proliferation durch autokrine Sekretion von Interleukin-2
(IL-2) an (43).

Aktivierte TZ kdnnen nun auf verschiedene Art und Weise in Abwehrvorgange eingrei-
fen (vgl. Abbildung 1). Bei Differenzierung zur T-Helfer-Zelle vom Typ 1 (Ty1) erfolgt in
erster Linie eine Aktivierung von Makrophagen. Auf Rezeptorenebene findet die Inter-
aktion zwischen Makrophage und TZ zum einen, wie oben beschrieben, Uber den Kom-
plex MHC Il und TCR / CD4 statt. Zum anderen bindet die Ty1-Zelle mit CD154 an das
von Makrophagen exprimierte CD40. Zusatzlich sezernieren Ty1-Zellen I6sliche Zyto-

kine, v.a. Interferon-y (INF-y), Tumornekrosefaktor-B (TNF-) und IL-2, mit deren Hilfe
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wiederum auch zytotoxische CD8" TZ-vermittelte Abwehrvorgénge initialisiert werden
kdnnen (43;50).

T-Effektor-

Zelle T,1/
T.2

Erneuter Ag-

‘ Kontakt

Phagozytose

T-
Differenzierung = .
+ Gedachtnis-

Proliferation Zelle

Aktivierte IL-4, II-5
TZ
)

T,2-
Tal- Effektor E’E B-Zelle
Effektor L=\
Syn.: CD 40L

Plasmazelle

Wachstum
AK-Klassenwechsel

Yol
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Abbildung 1: T-Lymphozyten als Vermittler zelluldrer Immunitat. Uberblick tGber wichtige immunologi-
sche Ablaufe im T-Zell-System. VLP = engl. virus-like particle, APC = engl. antigen-presenting cell, MHC
= engl. major histocompatibility complex, TZ = T-Zelle, TCR = engl. T cell receptor, CTL = engl. cytotoxic
T lymphocyte, T40/1/2 = T-Helfer-Zelle vom Typ 0/1/2, BCR = engl. B cell receptor, AK = Antikérper, Ag =
Antigen, INF-y = Interferon-y, TNF-a/-f = Tumornekrosefaktor-a/-3, IL-2, -4, -5, -10 = Interleukin-2, -4, -5,
-10, IL-2-R = Interleukin-2-Rezeptor.

Aus einer moglichen Entwicklung der aktivierten TZ zur Ty2-Zelle resultiert mittels B-
Zellaktivierung, wie im letzten Kapitel schon beschrieben, eine Verbindung zum humo-
ralen Immunsystem. Die Zellen treten hierbei Uber die gleichen Rezeptoren in Kontakt,
es wird aber im Gegensatz zur Ty1-Antwort v. a. Interleukin-4 (IL-4) und Interleukin-5
(IL-5) sezerniert (43).

Neben diesen beiden Moglichkeiten als Effektorzellen direkt in Abwehrvorgange ein-
zugreifen, kdnnen aktivierte TZ aber auch als langlebige T-Gedachtniszellen fir eine
jahrelang anhaltende zellulare Immunitat sorgen (vgl. Abbildung 1). Gedachtniszellen
sezernieren hauptsachlich IL-2. Sie kdnnen sich nach erneutem Antigenkontakt sehr

schnell in die jeweiligen Effektorzellen umwandeln und so schneller und effektiver als
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naive TZ Abwehrvorgange gegen das dem Immunsystem schon bekannte Antigen ein-
leiten. Zusammen mit B-Gedachtniszellen kdnnen T-Gedachtniszellen so nach Impfun-
gen oder ausgeheilten naturlichen Infektionen fur einen wirksamen Schutz vor dem ent-
sprechenden Erreger sorgen, obwohl AK und Effektorzellen bereits nicht mehr vorhan-
den sind (43;51).

Wie weiter oben bereits erwahnt, erfolgt auch die Eliminierung einer naturlichen HPV-
Infektion in erster Linie durch eine spezifische zellulare Immunantwort. CD4-vermittelt
werden zytotoxische CD8" TZ aktiviert, die virusinfizierte Zellen direkt lysieren kénnen
(4). Damit im Einklang steht auch die Erkenntnis, dass HIV-positive Patientinnen mit ei-
ner verminderten Anzahl CD4" TZ haufiger an HPV-assoziierten Neoplasien erkranken

als immunkompetente Frauen (53).

Im Gegensatz dazu ist die Bedeutung des zellularen Immunsystems in Bezug auf die
prophylaktische HPV-Impfung noch weitgehend unklar. Die Zulassungsstudien be-
grenzten sich auf Wirksamkeit, Sicherheit und humorale Immunogenitat, VLP-spezifi-
sche TZ wurden bisher nicht bestimmt. Es gibt aber einige Anhaltspunkte, die die Rele-
vanz CD4-vermittelter Immunreaktionen nahelegen. Mittels Lymphozytenproliferation
konnten in einer Studie, die noch mit einem ausschliel3lich monovalenten HPV 16-Impf-
stoff arbeitete, indirekt L1-spezifische Reaktionen von CD4" und CD8" T-Lymphozyten
gezeigt werden. Aus der Zytokinexpression im Zellkulturiberstand lief3 sich sowohl auf
eine Ty1- als auch auf eine Ty2-Antwort schlieBen (54). Eine Nachfolgestudie zeigte
spater mit gleicher Methodik, dass eine HPV 16-Vakzine auch spezifische T-Zellreak-

tionen auf andere HPV-Typen, v. a. HPV 31, induzieren kann (55).

Auch bezuglich der Ausbildung eines immunologischen Gedachtnisses, welches auf
langlebigen T- und B-Zellen beruht, gibt es fiir den Impfstoff Gardasil® aktuell erste Er-
gebnisse. Nachdem geimpfte Probandinnen 60 Monate lang nachbeobachtet wurden,
erhielten sie erneut eine einmalige Booster-Impfung mit Gardasil®. Innerhalb der 60
Monate zuvor waren die AK-Titer, wie im letzten Kapitel beschrieben, zunachst abge-
sunken, erreichten allerdings nach 24 Monaten ein relativ stabiles Plateau. Durch die
erneute HPV-Impfung zum Zeitpunkt 60 Monate jedoch stiegen die AK-Konzentrationen
fur alle vier HPV-Typen sogar Uber jene, die einen Monat nach Komplettierung des

normalen Impfzyklus gemessen wurden, stark an. Dies lasst vermuten, dass Impfstoff-

14



spezifische Gedachtniszellen ausgebildet wurden, die durch die Reexposition zum Anti-

gen eine starke anamnestische Immunantwort auslodsten (56).

1.4 Fragestellung

HPV-Infektionen gehoren weltweit zu den haufigsten sexuell Ubertragbaren Erkrankun-
gen und fuhren durch die mdgliche Induktion einer Karzinogenese, v. a. im Bereich der
Zervix uteri, zu einer ernsthaften Vitalbedrohung. Mit Einfihrung einer prophylaktischen
Impfung gegen die HPV-Typen 6, 11, 16 und 18 besteht die Moglichkeit, Pravalenz und
Inzidenz HPV-assoziierter Erkrankungen drastisch zu reduzieren. Viele Krebstodesfalle
konnen somit als vermeidbar angesehen werden. Die prophylaktische Vakzine Garda-
sil® hat sich durch Effizienz, glinstiges Nebenwirkungsprofil und starke humorale Immu-
nogenitat bewahrt und wird gemall STIKO-Empfehlung im klinischen Alltag seit mehr

als zwei Jahren eingesetzt.

Gardasil®-induzierte AK-Titer fallen einige Monate nach Abschluss des Impfzyklus ab, in
erster Linie betroffen ist der Anti-HPV 18-Titer. Fur die langfristige Wirksamkeit einer
Impfung bedarf es der Ausbildung eines immunologischen Gedachtnisses, dessen
wichtigste Trager langlebige B- und T-Gedachtniszellen sind. Mit Hilfe von spezifischen
CD4" T-Gedachtniszellen kann bei erneutem Antigenkontakt auch Jahre nach Impfung
noch eine effiziente Immunantwort zur Verhinderung einer Infektion ausgeldst werden.
Auch fiir Gardasil® wurde gezeigt, dass durch eine Booster-lmmunisierung finf Jahre
nach der letzten Impfung die AK-Konzentrationen sogar uber das Ausgangslevel hinaus
angehoben werden konnten, was das Vorhandensein einer spezifischen zellularen Im-

munitat nahelegt.

Bisher erfolgte jedoch kein direkter Nachweis Gardasil®-induzierter spezifischer TZ.
Hauptziel dieser Arbeit soll es deshalb sein, mit Hilfe eines im folgenden Kapitel naher
beschriebenen ex vivo Assays die Frage zu beantworten, ob fur die Impfstofftypen HPV
6, 11, 16 und 18 spezifische CD4" TZ im Blut geimpfter Probandinnen nachgewiesen
werden kdnnen. Diese Zellen sollen an Hand ihrer Zytokinproduktion weiter differenziert

werden.

Im Falle eines gelungenen generellen Nachweises von Impfstoff-spezifischen CD4" TZ
werden im Rahmen dieses Projektes folgende weitere offene Fragen bearbeitet: Zu-

nachst soll die GréRenordnung der TZ-Immunitat naher quantifiziert werden, um die
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Immunogenitat der noch jungen Vakzine besser einschatzen zu konnen. Des Weiteren
soll beantwortet werden, welche Unterschiede zwischen den fur die verschiedenen vier
HPV-Typen spezifischen TZ-Reaktionen bestehen. Hier kann auch auf mogliche Unter-
schiede zwischen den Vertretern der Low-Risk-Gruppe und den karzinogenen High-

Risk-Viren eingegangen werden.

Das Impfschema fiir Gardasil® mit drei Impfungen zu den Zeitpunkten 0, 2 und 6 Mo-
nate wurde an Hand des Verlaufes der AK-Titer festgelegt. Durch Rekrutierung von
Probandinnen mit verschiedenem Impfstatus wird in dieser Arbeit ein besonderes Au-
genmerk auf den Verlauf der CD4" TZ-Reaktion wahrend des Impfzyklus gelegt, um zu
beurteilen, ob sich das Impfschema auch aus zellularer Sicht als sinnvoll bestatigen

|asst.

Schlieflich soll durch parallele serologische Bestimmung spezifischer Anti-HPV L1-An-
tikorper die Frage nach einer moglichen Korrelation humoraler und zellularer Immun-
antwort beantwortet werden, womit ein Bezug zu den bereits vorliegenden Forschungs-
ergebnissen beziiglich Gardasil®-induzierter humoraler Immunitat hergestellt werden

kann.

Gerade bei neuartigen Praparaten wie den prophylaktischen HPV-Impfstoffen mit noch
wenig Langzeiterfahrung erlangt der Nachweis zellularer Immunitat eine besondere Kli-
nische Relevanz, um in Zukunft Fragen nach Dauer und Intensitat des Impfschutzes

sowie maglichen Wiederauffrischungsimpfungen besser beantworten zu kénnen.
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2 Methoden
2.1 Gardasil®-Studie
2.1.1 Ablauf der Querschnittsstudie

Zur Bearbeitung der in Kapitel 1.4 dargelegten Fragestellung wurde eine nicht-interven-
tionelle Querschnittsstudie an freiwilligen Probandinnen mit verschiedenem Gardasil®-

Impfstatus entwickelt.

Zu den Einschlusskriterien der Studie zahlten weibliches Geschlecht sowie Zugehorig-
keit zu einer der vier vorher definierten Studiengruppen. Zu den Gruppen gehdrten eine
Kontrollgruppe, deren Mitglieder bisher keine prophylaktische HPV-Impfung erhalten
haben durften, sowie drei nach dem Impfstatus differenzierte Impfgruppen, deren Teil-
nehmerinnen die Voraussetzung einer erfolgten einmaligen, zweimaligen oder dreimali-
gen Gardasil®-Impfung erfiillen mussten. Des Weiteren galt in den drei letztgenannten
Gruppen die Bedingung, dass zwischen zuletzt stattgefundener Gardasil®-Impfung und
Zeitpunkt der Blutentnahme mindestens drei bis vier Wochen vergangen sein mussten,
um der Ausbildung einer moglichen zellularen Gedachtnisimmunitat genugend Zeit zu
geben (43).

Generelle Ausschlusskriterien waren Minderjahrigkeit, Schwangerschaft oder Stillzeit,
bekannte nicht HPV-assoziierte Infektionskrankheiten sowie psychiatrische Erkrankun-

gen.

Die Studie ist vom Ethik-Komitée der Charité - Universitatsmedizin Berlin mittels eines
Ethikvotums bestatigt worden (EA 04/036/07).

Die Rekrutierung der Probandinnen erfolgte uber die Veroffentlichung eines elektroni-
schen Aufrufes am Schwarzen Brett des Charité-Intranets sowie Uber Probandinnenauf-
rufe in Form von E-Mails, die an die E-Mailverteiler der Studenten der Human- und
Zahnmedizin der Charité - Universitatsmedizin Berlin sowie an die E-Mailverteiler der
Studenten der Veterinarmedizin und Pharmazie der Freien Universitat Berlin versandt

wurden.

Insgesamt wurden 63 Probandinnen in die Gardasil®-Querschnittsstudie eingeschlos-
sen (vgl. Abbildung 2). 16 nicht HPV-geimpfte Probandinnen wurden flr die Kontroll-

gruppe rekrutiert. Jeweils 15 Frauen mit einfacher und zweifacher Gardasil®-lmpfung
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konnten den weiteren Gruppen zugewiesen werden. Die letzte Gruppe bildeten 17 Pro-
bandinnen mit abgeschlossener dreimaliger HPV-Immunisierung durch Gardasil®. Alle
Probandinnen erklarten nach ausfuhrlicher schriftlicher und mundlicher Aufklarung

schriftlich ihr Einverstandnis mit der Studienteilnahme.

63 Probandinnen
Altersdurchschnitt
23,4 Jahre (SD 2,5)

I
v v v v

16 Probandinnen

15 Probandinnen

15 Probandinnen

17 Probandinnen

Ungeimpfte 1x Gardasil®- 2x Gardasil®- 3x Gardasil®-
Kontrollgruppe geimpft geimpft geimpft
23,5 Jahre (SD 1,4) 24,5 Jahre (SD 2,4) 23,5 Jahre (SD 2,1) 22,2 Jahre (SD 3,2)
v v v v
14 14 15 15
Frage- Frage- Frage- Frage-
bogen bogen bogen bogen
Blutentnahme Blutentnahme Blutentnahme Blutentnahme
Zeitounkt beliebi @9 Wochen nach @14 Wochen nach @14 Wochen nach
P 9 Impfung (SD 6) Impfung (SD 5) Impfung (SD 9)
— — — —
16 16 15 14 15 13 17 15
ex vivo Sero- ex vivo Sero- ex vivo Sero- ex vivo Sero-
Assay logie Assay logie Assay logie Assay logie

Abbildung 2: Ablauf der Gardasil®-Querschnittsstudie. SD = engl. standard deviation.

Nach peripher-venéser Blutentnahme wurde mit dem Material aller 63 Studienteilneh-
merinnen jeweils ein im Folgenden naher beschriebener Assay zur ex vivo Darstellung
Impfstoff-spezifischer T-Helfer-Zellen durchgefihrt (vgl. Kap. 2.2). Parallel erfolgte eine
serologische Messung HPV L1-spezifischer AK (vgl. Kap. 2.3). Bei einer einfach ge-
impften Probandin sowie bei jeweils zwei Probandinnen mit zweifacher und dreifacher
Impfung konnte keine Messung der AK-Titer erfolgen, da keine Serumproben zur Ver-
fugung standen. Zur Charakterisierung des Studienkollektivs diente schliel3lich eine Be-
fragung der Probandinnen mit Hilfe eines postalisch versendeten Fragebogens (vgl.

Kap. 2.4). Insgesamt 58 der 63 Probandinnen (92%) nahmen an der Befragung teil.
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2.1.2 Ablauf der integrierten Longitudinalstudie

Parallel zur oben beschriebenen Querschnittsstudie wurde eine Longitudinalstudie in
den Studienablauf integriert. Diese sollte der Bestatigung der aus der Querschnittsstu-

die gewonnenen Daten dienen.

Die Rekrutierung eines passenden Kollektivs flr die Longitudinalstudie erfolgte mittels
personlicher Anfrage bei den 15 Probandinnen mit einfacher Gardasil®-lmpfung der
Querschnittsstudie. Um teilnehmen zu kénnen, galt die Voraussetzung, fur die Komplet-
tierung des Impfzyklus sowie fur jeweils eine weitere Blutentnahme nach der zweiten
und dritten Impfung bereit zu sein. Die oben genannten generellen Ausschlusskriterien
wie Schwangerschaft etc. mussten wahrend des gesamten Verlaufs weiterhin Bestand
haben. Insgesamt erflllten 11 der 15 Frauen die Kriterien und konnten in die Longitudi-

nalstudie tbernommen werden.

Nachdem die Charakterisierung der Gardasil®-spezifischen TZ nach erster Impfung be-
reits im Rahmen der Querschnittsstudie erfolgt war, wurde bei allen elf teiinehmenden
Probandinnen der Longitudinalstudie jeweils eine zusatzliche Blutentnahme mindestens
drei bis vier Wochen nach der zweiten und dritten Gardasil®-Impfung angeschlossen.
Analog zur Querschnittsstudie wurden in dem gewonnenen Vollblut HPV L1-spezifische
T-Helfer-Zellen mit Hilfe der im Folgenden beschriebenen Methode ex vivo dargestellt
(vgl. Kap. 2.2). Zudem erfolgte auch in der Verlaufsstudie eine Bestimmung der Impf-

stoff-spezifischen AK aus Serumproben der Probandinnen (vgl. Kap 2.3).

Es gelang somit den Verlauf der Vakzin-spezifischen T-Helfer-Zell- sowie AK-Antwort
bei elf Probandinnen wahrend des gesamten Impfzyklus mit drei Gardasil®-Impfungen

darzustellen.

2.2 Exvivo Assay zur Bestimmung spezifischer T-Helfer-Zellen

2.2.1 Etablierung des Assays
2.21.1 Hintergrund

FUr den ex vivo Nachweis Impfstoff-spezifischer CD4-positiver T-Zellen im Blut Garda-
sil®-geimpfter Probandinnen wurde, basierend auf einer von Frentsch et al. im Jahr
2005 publizierten Methode, nach mehrstufiger Weiterentwicklung und Anpassung an die

Fragestellung ein ex vivo Assay etabliert, der im Folgenden beschrieben wird. Immu-
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nologisch macht sich der Assay die aktivierungsspezifische Expression des Oberfla-
chenmolekuls CD154 zu Nutze (vgl. Kap. 1.3.2). Es wird fur wenige Stunden nach Sti-
mulation durch ein relevantes Antigen, im Falle dieser Arbeit nach ex vivo Stimulation
mit den immunogenen Bestandteilen des Impfantigens, von CD4" TZ exprimiert. Nach
Stabilisierung und Anfarbung mittels Farbstoff-konjugierter anti-human CD154-Antikor-
per kénnen die auf diese Weise detektierten Stimulationsantigen-spezifischen CD4" TZ
sensitiv und spezifisch durch eine durchflusszytometrische Messung (fluorescence-acti-
vated cell sorting, FACS) dargestellt werden (52).

2.21.2 Auswahl des Probenmaterials
2.21.21 Kryokonservierte periphere Blutlymphozyten

Um optimale Resultate in der eigentlichen Studie zu erzielen, wurde zunachst verschie-
den aufgearbeitetes Probenmaterial getestet. Es folgt zuerst eine kurze Darstellung der

Ergebnisse, die an kryokonservierten peripheren Blutlymphozyten (PBL) erzielt wurden.

Die verwendeten PBL wurden nach peripher-vendser Blutentnahme Uber einen Ficoll-
Hypaque-Dichtegradienten aufgearbeitet und bei -80 bis -160°C aufbewahrt. Nach
Auftauen und Resuspension in Kulturmedium, welches aus RPMI-1640+GlutaMAX
(GIBCO, Karlsruhe), versetzt mit 10% fetalem Kalberserum (FCS von Biochrom, Berlin)
und 1% Penicillin-Streptomycin (Biochrom), bestand, wurde im Rahmen der Vorversu-
che getestet, ob spezifische CD4" TZ fir die beiden HPV-Antigene 16 L1 und 18 L1
sowie fur das Kontrollantigen Tetanustoxoid (TT) nachweisbar waren. Insgesamt wur-
den 16 Versuche an Tetanus-immunisierten Spenderinnen und Spendern durchgefuhrt.
Davon waren in neun Fallen TT-spezifische CD4" TZ im Bereich von 0,33% bis maximal
2,87% nachweisbar. Neun Stimulationen konnten mit PBL von zweifach oder dreifach
HPV-geimpften Spenderinnen durchgefuhrt werden. Nur in einem Fall ergab sich dabei
eine mit 0,05% (HPV 16 L1) bzw. 0,04% (HPV 18 L1) spezifischen CD4" TZ ausrei-
chend starke Reaktion auf beide getesteten HPV-Antigene, die vergleichbar ausgepragt
war wie parallel erzielte Ergebnisse an nicht kryokonservierten PBL oder Vollblut (vgl.
Kap. 2.2.1.2.2 und 2.2.1.2.3) und sich auch in einem weiteren Versuch reproduzieren
lie. Die restlichen Versuche zeigten entweder keine oder nur sehr schwache spezifi-
sche TZ-Reaktionen (Ergebnisse nicht gezeigt), die zudem mit erneuten Stimulationen
bei gleichem Spender nicht reproduzierbar und auch nicht mit Ergebnissen an nicht

kryokonserviertem Material vergleichbar waren.
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Neben den ernuchternden Ergebnissen hatte man zudem bei allen Versuchen mit kryo-
konserviertem Material mit durchschnittlich 0,63% einen sehr hohen Hintergrund der
Negativkontrolle zu verzeichnen. Des Weiteren mussten sehr viele Zellen eingesetzt
werden (mindestens 2 Millionen pro Antigen), da auf Grund der niedrigen Viabilitat nach
Einfrieren und Auftauen sowie durchgeflhrter Zellkultur nur so garantiert werden
konnte, dass 200000 CD4" TZ durchflusszytometrisch einlesbar waren. Auch Variatio-
nen des Stimulationszeitpunktes nach dem Auftauen (Direktstimulation vs. Stimulation
nach zwolfstindiger Ruhephase der Zellen) brachten keinen entscheidenden Vorteil
(Ergebnisse nicht gezeigt). Schlieldlich wurde noch getestet, ob die Verwendung ande-
rer Kulturmedien einen Einfluss hatte. Jedoch fuhrten auch die Reduktion des FCS-An-
teils im urspringlichen Medium auf 5%, der Ersatz von FCS durch 10% Humanalbumin
(Baxter, Unterschleifl3heim) sowie der Gebrauch eines ganzlich anderen Mediums wie
AIM-V (GIBCO), versetzt mit 1% Penicillin-Streptomycin, nicht zu erfolgreicheren End-

resultaten (Ergebnisse nicht gezeigt).

Auf Grund der dargelegten Ergebnisse wurde entschieden, fur dieses Projekt keine kry-

okonservierten PBL zu verwenden.

2.21.2.2 Frisch aufgearbeitete periphere Blutlymphozyten

Als weitere Option bezuglich des einzusetzenden Probenmaterials kam die Stimulation
von frisch aufgearbeiteten, nicht kryokonservierten PBL in Betracht. Die PBL wurden
hierfir wie oben beschrieben aufbereitet und schliellich direkt in Kulturmedium (RPMI +

10% FCS + 1% Penicillin-Streptomycin) resuspendiert.

In zehn von zwoIf Versuchen unter der Verwendung von frischen PBL lie3en sich kon-
stant TT-spezifische CD4" TZ im Bereich von 0,21% bis 0,6% nachweisen. Von fiinf
Experimenten an zwei- oder dreifach HPV-geimpften Probandinnen fielen immerhin
zwei positiv fur spezifische TZ-Reaktionen auf die HPV-Antigene 16 (0,06%) und 18 L1
(0,04%) aus. Das Hintergrundsignal der Negativkontrolle war mit durchschnittlich 0,18%

geringer ausgepragt als bei den Versuchen mit kryokonserviertem Material.

Insgesamt konnten die Ergebnisse positiver als die unter Verwendung von kryokonser-
viertem Material erzielten Resultate interpretiert werden. Wegen der noch nicht Uber-
zeugenden Ergebnisse der TZ-Reaktion auf die HPV-Antigene wurde aber entschieden,

zunachst Vollblut als Probenmaterial zu testen.
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2.2.1.2.3 Vollblut

Der Einsatz des Probenmaterials in Form von Vollblut wurde in insgesamt 14 Ansatzen
getestet. Hierzu wurde peripher-vendses Blut direkt nach Entnahme verwendet. Bei 13
von 14 Probandinnen konnten spezifische TZ im Bereich von 0,12% bis 0,78% fir die
Positivkontrolle TT dargestellt werden. Es wurde die Verwendung von Vollblut von neun
zwei- und dreifach HPV-geimpften Probandinnen analysiert. Sieben Spenderinnen
zeigten HPV 16 und 18 L1-spezifische TZ-Reaktionen mit einer Intensitat von 0,02% bis

maximal 0,23%.

Neben den relativ konstanten Resultaten brachte die Verwendung von frischem Vollblut
weitere Vorteile mit sich. So reagierte die Negativkontrolle mit durchschnittlich 0,1%
deutlich weniger positiv als bei den mit kryokonservierten oder frischen PBL durchge-
fuhrten Versuchen. Zudem ergaben sich keine Probleme mit der Anzahl eingesetzter
Zellen, da in 1 ml Vollblut pro Ansatz ausnahmslos genugend Zellen vorhanden waren
und verlustreiche sowie zeitaufwandige Prozeduren wie PBL-Aufarbeitung und Kryo-
konservierung entfielen. Schlie3lich sei noch erwahnt, dass sich die darzustellenden T-
Lymphozyten im Vollblut, im Gegensatz zu kinstlich hergestellten Kulturmedien, in ihrer

physiologischen Umgebung befinden, was die Aussagekraft des Testes erhdhen mag.

Auf Grund der beschriebenen Uberzeugenden Resultate wurde die ausschlieBliche

Verwendung von Vollblut fir das gesamte Projekt festgelegt.

2.2.1.3 Verwendete Stimulationsantigene

Um Vakzin-spezifische CD4" TZ im Blut Gardasil®-geimpfter Probandinnen darstellen
zu kénnen, mussen diese ex vivo durch exakt das gleiche Antigen stimuliert werden,
durch welches sie sich auch nach erfolgter Impfung von der naiven TZ zur spezifischen
TZ differenziert haben. Das HPV-Kapsidprotein L1 stellt die hauptimmunogene Kompo-
nente des Impfstoffs Gardasil® dar (vgl. Kap. 1.2.1). Zur ex vivo Stimulation wurden
dementsprechend synthetisch hergestellte Peptidpools verwendet, die jeweils die ge-
samte Antigen-Sequenz der L1-Proteine von HPV 6 (NCBI GenelD 1489370, UniProt
Accession Nr. P69899), 11 (NCBI GenelD nicht eingetragen, UniProt Accession Nr.
P04012), 16 (NCBI GenelD 1489082, UniProt Accession Nr. P03101) oder 18 (NCBI
GenelD 1489090, UniProt Accession Nr. P06794) enthielten. Reaktionen gegen mogli-

che Verunreinigungen durch Hefeproteine konnten so ausgeschlossen werden. Die L1-
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Peptidpools flir HPV 6 setzten sich aus 28, fir HPV 16 aus 29 und fir HPV 11 und 18
aus jeweils 31 langen Einzelpeptiden (peptides&elephants, Nuthetal) zusammen, die
alle jeweils aus einer Sequenz von 30 Aminosauren (30mer Peptide) bestanden und
eine 12mer Sequenzuberlappung aufwiesen. Die Einzelpeptide (EP) wurden alle mit ei-
ner jeweiligen Endkonzentration von 50 mg/ml in Dimethylsulfoxid (DMSO von Sigma,
Taufkirchen) gelost. Fur die Peptidpools wurden schlieRlich von jedem gelosten EP des
jeweiligen HPV-Typs 10 pl in einen Gesamtpool Uberfuhrt und dieser auf 500 pl mit
DMSO aufgeflllt. Die Gesamtpools wiesen so je nach HPV-Typ eine Konzentration von
28 (HPV 6), 29 (HPV 16) oder 31 mg/ml (HPV 11 und 18) auf. Aus diesen konnten dann
durch Weiterverdiinnen in Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS von Biochrom) Sti-
mulationsansatze hergestellt werden, die die gesamte HPV L1-Antigensequenz in einer
Gesamtkonzentration von 1 mg/ml enthielten. Zur Bestimmung der optimalen Peptid-
menge fur die ex vivo Stimulation wurde fur HPV 16 L1 eine Peptidtitration am Material

eines konstant HPV 16 L1-positiven Spenders durchgefluhrt (vgl. Tabelle 1).

Tabelle 1: Festlegung der optimalen Peptidmenge fiir die ex vivo Stimulation

. Anteil HPV 16 L1- Anteil HPV 16 Anteil HPV 16
MW Mw MW
Pe?t'dz:al;' ge spezifischer TZ + SN L1-spezifischer + 3N L1-spezifischer + SN
Mo (%)° (®SDP | INFyrTZ (%) | ®SDP | TNFearTZ (%) | (ESD)
30 2,19 0,55 1,9
30 3,59 28 0,87 0.73 2,95 24
i (£0,7) ' (£ 0,16) ' (£0,53)
30 2,8 0,76 2,38
10 2,37 0,61 1,77
2,63 0,61
1 2,87 1 2,12
0 8 (£0,25) 08 (£0,01) ’ (£0,2)
10 2,64 0,62 2,1
3 0,85 0,33 0,7
3 1,22 114 0,29 03 0,95 0.88
i (£ 0,26) i (£0,02) i (£0,16)
3 1,36 0,29 0,99
1 0,24 0,08 0,17
1 0,74 05 0,11 0.1 05 034
i (£0,25) ' (£ 0,02) i (£0,17)
1 0,51 01 0,34
0,3 0,16 0,02 0,07
0,15 0,01 0,07
17 2
0.3 0. (£0,02) 0.0 (£0,01) 0,08 (£0,01)
0,3 0,13 0 0,06

HPV = Humanes Papillomvirus, L1 = engl. late protein 1, INF-y = Interferon-y, TNF-a = Tumornekrose-
faktor-a

® Gezeigt sind die prozentualen Anteile HPV 16 L1-spezifischer T-Zellen (TZ) abhangig von der zur ex
vivo Stimulation eingesetzten Peptidmenge.

® Pro Titrationsstufe sind die Mittelwerte (MW) aus drei unabhangigen Stimulationen mit Standardabwei-
chung (SD) angegeben.
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Zur Stimulation von jeweils 1 ml Volumen des Spendermaterials wurden Peptidmengen
von 30, 10, 3, 1 und 0,3 pug verwendet. Dies entsprach bei einer Arbeitskonzentration
von 1 mg/ml jeweils einem Volumen von 30, 10, 3, 1 und 0,3 pl. Zur besseren Aussage-
kraft wurden mit jeder der verschiedenen Peptidmengen jeweils drei Testansatze stimu-
liert. Es zeigte sich, dass die Intensitat der nachweisbaren spezifischen TZ-Reaktion mit
steigender Peptidmenge anstieg. Hierbei war der Anstieg zwischen der Stimulation mit
3 pg und 10 ug am starksten ausgepragt, die nachweisbare HPV 16 L1-spezifische TZ-
Reaktion verdoppelte sich in diesem Titrationsschritt. Die Stimulation mit 30 ug des Ge-
samtpeptids erbrachte im Vergleich zur Stimulation mit 10 ug dagegen nur noch einen
Anstieg der spezifischen TZ-Anteile von 9% bis maximal 20%. Auf Grund der vergleich-
baren Ergebnisse wurde entschieden, fur die ex vivo Stimulation von jeweils 1 ml Voll-

blut jeweils 10 ug des jeweiligen HPV L1-Stimulationsansatzes zu verwenden.

Um differenzieren zu konnen, ob die Induktion spezifischer CD4" TZ wirklich durch die
prophylaktische Impfung und nicht durch eine natirliche HPV-Infektion zu Stande kam,
erfolgte als Kontrolle eine Stimulation mit Peptidpools der in der Vakzine nicht enthalte-
nen Proteine E6 und E7. Primar wurden auch hier die 30mer Einzelpeptide der E-Pro-
teine zu einem Peptidpool zusammengefuhrt, wobei der Pool fur HPV 16 (NCBI GenelD
1489078, UniProt Accession Nr. P03126) und 18 E6 (NCBI GenelD 1489088, UniProt
Accession Nr. P06463) jeweils neun EP enthielt. Die Peptidpools der E7-Proteine setz-
ten sich aus funf (HPV 16, NCBI GenelD 1489079, UniProt Accession Nr. P03129) bzw.
sechs (HPV 18, NCBI GenelD 1489089, UniProt Accession Nr. P06788) EP zusammen.
Fur HPV 6 und 11 waren keine E6- und E7-Einzelpeptide vorhanden. Analog dem oben
beschriebenen Verfahren wurden auch fur die HPV 16 und 18 ,early proteins® Stimula-
tionsansatze mit einer Gesamtpeptidkonzentration von 1 mg/ml in PBS hergestellt. Um
die Ergebnisse von E6- und E7-Einzelpoolstimulationen mit kombinierten E6- und E7-
Peptidpools vergleichen zu kénnen, wurde ein weiterer Versuch durchgefihrt. Hierbei
konnte ebenfalls mit Dreifachwerten zur Erhohung der Aussagekraft gearbeitet werden.
Es wurde eine Stimulation von Testansatzen mit jeweils 10 ug, entsprechend 10 pl, der
zwei verschiedenen HPV 16 E-Peptidpools verglichen mit einer Stimulation kombinierter
Testansatze mit 10 ul eines Mixes, der die zwei vorhandenen Peptidpools in gleichen
Mengen enthielt. Da die Ergebnisse vergleichbar waren (vgl. Tabelle 2), wurden weitere
Stimulationen im Folgenden ausschlie3lich mit dem Mix der E-Peptidpools als ,Infek-

tionsmarker” durchgefuhrt.
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Tabelle 2: Vegleich von E6- und E7-Einzelpoolstimulationen mit kombiniertem E6 und E7

Anteil Antigen- MW Anteil Antigen- MW Anteil Antigen- MW
HPV 16-Antigen spezifischer TZ + 801 spezifischer + 3P spezifischer +80)
(%) ®SDP | INFeyr Tz (%) | ESDP | INFirTZ(%): | (£SD)
E6 einzeln 0,06 0,01 0,04
0,06 0,01 0,04
E6 einzel 1 4
6 einzeln 0,06 (£0,01) 0,0 (£0) 0,0 (£0,01)
E6 einzeln 0,07 0,01 0,03
E7 einzeln 0,1 0,01 0,05
E7 einzeln 0,11 0.12 0,02 002 0,05 0.06
i (£0,02) ' (£0,01) ’ (£0,02)
E7 einzeln 0,14 0,02 0,08
E6 + E7 kombiniert 0,11 0,01 0,08
0,1 0,02 0,08
; "
E6 + E7 kombiniert 0,11 (£0,01) 0,03 (£0,01) 0,09 (£0,01)
E6 + E7 kombiniert 0,09 0,01 0,07

HPV = Humanes Papillomvirus, E6 / E7 = engl. early protein 6 / 7, INF-y = Interferon-y, TNF-a = Tumor-
nekrosefaktor-a

® Gezeigt sind die prozentualen Anteile HPV 16 E6- und E7-spezifischer T-Zellen (TZ) bei jeweils einzel-
ner oder kombinerter ex vivo Stimulation.

® Pro Antigen sind die Mittelwerte (MW) aus drei unabhangien Stimulationen mit Standardabweichung
(SD) angegeben.

Als Positivkontrollen kamen das Enterotoxin B des Bakteriums Staphylococcus aureus
(SEB), TT und das Matrix-Protein des Influenzavirus (IMP) in Betracht. SEB wurde als
genereller Viabilitatsindikator der Zellkultur analog dem von Frentsch et al. 2005 be-
schriebenen Assay beibehalten. Da spezifische TZ-Reaktionen auf IMP in den Vorver-
suchen bedeutend seltener zu verzeichnen und solche auf TT nahezu bei allen Proban-
den nachweisbar waren, wurde die Stimulation mit TT als zweite Positivkontrolle fest-
gelegt. Diese Ergebnisse deckten sich auch mit den vom RKI verdffentlichten Impfraten
fur Tetanus und Influenza. So haben 98% aller Kinder bis zur Einschulung in Deutsch-
land zumindest die Grundimmunisierung gegen Tetanus erhalten, wohingegen die bun-

desweite Durchimpfung gegen Influenza nur bei ca. 23% liegt (57;58).

2.2.1.4 Brefeldin A

Nach erfolgter Stimulation exprimieren T-Helfer-Zellen CD154, zudem produzieren sie
Zytokine, insbesondere IL-2 (vgl. Kap. 1.3.2). Um CD154 und die Zytokine im weiteren
Verlauf noch sicher detektieren zu kdnnen, mussen ihr Abbau und ihre Sekretion in der
Zwischenzeit verhindert werden (52). Physiologischer Weise wird z. B. CD154 nach
Bindung an das Molekil CD40 der APC herunterreguliert (59). Experimentell kann dies
nun auf verschiedene Art und Weise verhindert werden. Haufig kommt der Sekre-

tionsinhibitor Brefeldin A zum Einsatz, ein Metabolit des Pilzes Eupenicillium brefeldia-
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num, der spezifisch und reversibel den Proteintransport vom Endoplasmatischen Reti-
kulum (ER) in den Golgi-Apparat hemmt und somit zu sezernierende Proteine intrazel-
lular akkumuliert (60). An Stelle von Brefeldin A wird auch auf die lonophore Monensin
zuruckgegriffen. Durch Eingriff in den Elektrolythaushalt der Zelle beeinflusst Monensin
in verschiedener Art und Weise Prozesse des Golgi-Apparats und verlangsamt den in-
trazellularen Proteintransport (61). So beschreiben z. B. Chattopadhyay et al. 2006 bei
einem ebenfalls CD154-basierten Assay zum Nachweis von CD4" TZ das Gelingen

ausschlieBlich unter der Verwendung von Monensin (62).

Um die primar geplante Verwendung von Brefeldin abzusichern, wurden funf Assays
unter Verwendung der Monensin-haltigen GolgiStop-Reagenz von Becton Dickinson
(BD, Heidelberg) durchgefuhrt. Mit Ausnahme eines Einzelwertes konnten weder fur TT
noch bei einer HPV-geimpften Spenderin fir HPV 16 und 18 L1 spezifische CD4" TZ
nachgewiesen werden. Im direkten Vergleich mit Brefeldin A war ausnahmslos ein
schlechteres Abschneiden zu verzeichen. Auch auf die Super-Positivkontrolle SEB rea-
gierten unter Einfluss von Monensin weniger TZ. So wurden beim gleichen Spender
unter Brefeldin Anteile von Uber 25% auf SEB reagierende TZ gemessen, wohingegen

unter Monensin nur um 1% der Zellen spezifische Reaktionen auf SEB zeigten.

Auf weitere Versuche mit Monensin wurde daher verzichtet und die Verwendung von

Brefeldin A fur samtliche weitere Versuche als Standard festgelegt.

2.2.1.5 Versuchskinetik und Stimulationsdauer

Frentsch et al. 2005 beschreiben in ihrer Zellkultur ein Plateau der Antigen-induzierten
CD154-Expression nach ca. sechsstundiger Stimulationsdauer. Um dies fur die be-
schriebene Fragestellung zu Uberprifen und die bestmogliche Stimulationsdauer zu
bestimmen, wurden drei Versuchskinetiken durchgefihrt. Es zeigte sich, dass bei lan-
gerer Stimulationsdauer das Hintergrundsignal der Negativkontrolle nur geringfligig an-
stieg, wahrend die spezifische TZ-Antwort ab 12-stundiger bis hin zu 24-stundiger Sti-

mulation intensiver ausgepragt war (vgl. Abbildung 3).
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Abbildung 3: Vergleich der Frequenz Antigen-spezifischer T-Helfer-Zellen nach 6 h und 24 h Sti-
mulationszeit. Gezeigt sind die prozentualen Anteile spezifischer T-Helfer-Zellen an der Gesamtmenge
aller CD4-positiven T-Zellen nach 6- und 24-stiindiger ex vivo Stimulation von Vollblut des gleichen
Spenders mit Tetanustoxoid (TT) sowie HPV 16 oder 18 L1. Der nur geringfiigige Anstieg der Negativ-
kontrolle (TZ) ist in schwarz dargestellt. Es sind sowohl die Gesamtmenge aller spezifischen T-Helfer-
Zellen als auch die Anteile solcher mit zusatzlicher Produktion von Interferon-y (INF-y) oder Tumornekro-
sefaktor-a (TNF-a) abgebildet. HPV = Humanes Papillomvirus, L1 = engl. late protein 1

Die Stimulationsdauer wurde deshalb auf 12 bis 24 Stunden festgelegt, wobei die

meisten Stimulationen nach ca. 18 Stunden beendet wurden.

2.2.1.6 Auswahl der Farbung

Die Darstellung spezifischer T-Helfer-Zellen erfordert die Anfarbung von CD4, um diese
von zytotoxischen CD8" TZ abzugrenzen, sowie die Anfarbung von CD154 als Spezifi-
tatsmarker. Antigen-spezifische CD4" TZ werden differenziert durch das Spektrum ver-
schiedener Zytokine, die von ihnen im Laufe des Antigen-induzierten Aktivierungspro-
zesses produziert werden. IL-2 kann als genereller T-Helfer-Zellmarker dienen und be-
schreibt zudem die Subgruppe der CD4" T-Gedachtniszellen, da diese schnell nach Ak-
tivierung in erster Linie IL-2 exprimieren. Des Weiteren belegt der vermehrte Nachweis
von INF-y und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) eine verstarkte Ty1-Antwort, wohingegen
die Darstellung IL-4- oder Interleukin-10 (IL-10)-positiver TZ fur eine vermehrte Ty2-
Antwort spricht (vgl. Kap. 1.3.2).
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In Versuchen mit SEB- und TT-stimuliertem Spendermaterial wurden sowohl eine CD4 /
CD154 / INF-y / TNF-a-Farbung als auch eine CD4 / CD154 / INF-y / IL-2-Farbung
etabliert. Die jeweilige optimale Verdlinnung der Farbstoff-konjugierten AK wurde durch
Titration festgelegt (vgl. Kap. 2.2.2.4). Beide Farbungen lieferten konstante und quanti-
tativ vergleichbare Ergebnisse. Die Etablierung einer Farbung unter Berucksichtigung
von IL-4 und IL-10 wurde nach ersten Ergebnissen zunachst nicht weiter verfolgt, da die
gemessenen spezifischen TZ-Antworten sich kaum von den Werten der Negativkon-
trolle abhoben. Da im Rahmen dieser Arbeit der primare Schwerpunkt auf dem gene-
rellen Nachweis Gardasil®-spezifischer CD4" TZ liegt, wurde entschieden, eine mog-
lichst aussagekraftige Farbung zu verwenden und auf die Differenzierung der Ty2-Ant-

wort zu verzichten.

Auf Grund der besonderen Relevanz der Interleukin-2 sezernierenden T-Gedachtnis-
zellen firr die Vermittlung zellularer Immunitat wurde entschieden, in der Gardasil®-Stu-
die mit der CD4 / CD154 / INF-y / IL-2-Farbung zu arbeiten. Mittels INF-y kann zudem
zumindest die Ty1-Antwort charakterisiert werden. Die Beschreibung der Vakzin-spezi-

fischen Ty2-Antwort wurde auf mogliche Folgeprojekte verschoben.

2.2.1.7 Bestatigung des Assays mittels Interobservervarianz

Nach abgeschlossener Etablierung sollte der Assay im Rahmen einer Interobserverva-
rianz final bestatigt werden. Hierzu wurde einer dreifach Gardasil®-geimpften Spenderin
einmalig peripher-vendses Blut entnommen. Drei unabhangige Experimentatorinnen
fuhrten anschlieRend mit dem gewonnenen Vollblut jeweils eine ex vivo Stimulation
durch, der Ablauf des hierbei angewandten Assays richtete sich exakt nach dem im fol-
genden Kapitel 2.2.2 beschriebenen Versuchsprotokoll. Es wurden ausschliel3lich die
gleichen Materialien verwendet und in allen drei Fallen wurde eine Gesamtstimulations-
dauer von genau 21 h eingehalten. Abbildung 4 zeigt die Ergebnisse der drei unabhan-

gig voneinander durchgefuhrten Versuche im Vergleich.
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Abbildung 4: Der etablierte CD154-basierte ex vivo Assay fiihrt zu konstant reproduzierbaren Er-
gebnissen. Gezeigt sind die prozentualen Anteile Antigen-spezifischer Interleukin-2 (IL-2) produzieren-
der T-Helfer-Zellen an der Gesamtmenge aller CD4-positiven T-Zellen. Die Ergebnisse wurden in drei
unabhangigen Versuchen mit Vollblut der gleichen Probandin aus der gleichen Blutentnahme durch drei
unabhangige Experimentatorinnen erzielt. TZ = Negativkontrolle, TT = Tetanustoxoid, HPV = Humanes
Papillomvirus, L1 = engl. late protein 1, E6 / E7 = engl. early protein6 /7

Wie aus der Abbildung zu entnehmen ist, fiUhrten alle drei Stimulationen von der Ten-
denz her zum gleichen Ergebnis. Lediglich in der quantitativen Auspragung der spezifi-
schen TZ-Antwort waren Unterschiede von absolut maximal 0,05 Prozentpunkten (PP)
spezifischer IL-2" TZ zu verzeichnen. Die nicht stimulierte Negativkontrolle sowie die
EG/E7-,Infektionskontrolle® lagen bei allen drei Stimulationen im Bereich zwischen 0 und
0,01% (Standardabweichung (SD) 0,01%). Die Ergebnisse der TT-Positivkontrolle sind
mit 0,11%, 0,1% und 0,12% (SD 0,01%) ebenfalls als sehr vergleichbar anzusehen. Fir
HPV 6 L1 ist mit 0,14% spezifischen IL-2" TZ im dritten Versuch ein Ausreiler zu ver-
zeichnen, die Werte der ersten beiden Versuche sind jedoch uUbereinstimmend. Fur
HPV 11 und 18 L1 fuhrten die drei durchgeflihrten Experimente zu nur geringfugig un-
terschiedlichen Ergebnissen (SD 0,02% bzw. 0,01%). Lediglich die HPV 16 L1-spezifi-
schen TZ unterscheiden sich jeweils um 0,02 PP zwischen den drei Versuchen (SD
0,02%). Aus den Ergebnissen aller spezifischen T-Helfer-Zellen unabhangig von der
Zytokinproduktion sowie den Resultaten der INF-y-Farbung lieRen sich ebenfalls die

gleichen Tendenzen der drei unabhangigen Versuche ablesen (nicht gezeigt).

Da die Varianz zwischen den drei durchgeflihrten Experimenten geringer ist als der
mittlere Unterschied der TZ-Antwort zwischen den Studiengruppen (vgl. Kap. 3.1.2.1),
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kann man davon ausgehen, dass die erzielten Studienergebnisse nicht auf Schwan-

kungen der verwendeten Methode zurtckzufuhren sind.

2.2.2 Ablauf des etablierten Assays und verwendete Materialien
2.2.21 Probengewinnung

Die Gewinnung des zu analysierenden Vollblutes erfolgte durch peripher-vendse Ent-
nahme von ca. 50 ml Blut unter Verwendung des Vacutainer-Systems von BD. Das ent-
nommene Blut wurde in den vom Hersteller bereits mit Lithium-Heparin praparierten
Vacutainer-Rohrchen direkt antikoaguliert. Das Blut wurde maximal 24 h bei Raumtem-
peratur bis zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt, dieser Zeitrahmen wurde aber nur in

den wenigsten Fallen genutzt.

2.2.2.2 Antigenstimulation und Zellkultur

Unter sterilen Arbeitsbedingungen wurde jeweils 1 ml Vollblut auf acht Zellkulturrohr-
chen (Greiner bio-one, Frickenhausen) verteilt. Der Rest der gewonnenen Blutprobe
wurde in Form von PBL aufgearbeitet und fur weitere Projekte kryokonserviert. Zusatz-
lich wurde von jeder Probe 1 ml Plasma zur spateren AK-Bestimmung kryokonserviert
(vgl. Kap. 2.3).

Alle acht Ansatze wurden mit jeweils 1 ug/ml anti-human CD28 (BD, Klon CD28.2) ver-
setzt. Bei einer Arbeitskonzentration von 1 mg/ml entsprach dies einem Volumen von 1
M. Wie in Kapitel 1.3.2 beschrieben, wird durch Bindung des T-zellularen CD28 eine

Kostimulation der T-Helfer-Zellen erreicht.

Der erste Ansatz fungierte als TZ-Negativkontrolle, hier wurden zunachst keine weiteren
Reagenzien hinzugegeben. Ansatz 3 wurde als Positivkontrolle mit ca. 100 ug/ml TT
(Chiron Behring, Marburg) stimuliert. Bei einer vom Hersteller angegebenen Arbeits-
konzentration von 4100 Lf/ml entsprach dies einem Volumen von 12 pul. Die Ansatze 4
bis 7 erhielten 10 ug/ml des jeweiligen L1-Peptidpools von HPV 6, 11, 16 oder 18 (vgl.
Abbildung 5). Bei einer Arbeitskonzentration des oben beschriebenen Stimulationsan-
satzes von 1 mg/ml entsprach dies einem Volumen von jeweils 10 yl. Ansatz 8 wurde
als ,Infektionskontrolle“ mit 10 pl des oben beschriebenen Mixes der E6/E7-Peptidpools
von HPV 16 und 18 stimuliert (vgl. Kap. 2.2.1.3). Nach Verschluss der anderen Kultur-
rohrchen wurde Ansatz 2 separat mit 10 pg/ml SEB (Sigma), entsprechend 10 pl bei ei-
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ner Arbeitskonzentration von 1 mg/ml, stimuliert, um eine Kontamination der anderen

sieben Ansatze zu vermeiden.

Anschlieend wurde die Zellkultur bei 37°C, 5% CO, und 92% Luftfeuchtigkeit inkubiert.
Nach 90 bis 120 Minuten erfolgte die Zugabe von jeweils 10 ug/ml Brefeldin A (Sigma),
welches vorher gemald Herstellerangaben in Ethanol oder DMSO geldst und mit RPMI-
Kulturmedium auf eine Konzentration von 1 mg/ml vedinnt worden war. Danach wurde
die Inkubation fur weitere 10 bis 22 Stunden fortgefuhrt (vgl. Abbildung 5).

t=0 Blutentnahme —
Stimulation:

1” ﬁ ﬂ ﬂ ﬂ ﬁ ﬂ ﬂ Zellkultur
TZ SEB TT HPV HPV HPV HPV HPV

6L1 11L1 16L1 18L1 16+18
E6/E7

t=2 Brefeldin A
t=12-24| EDTA
Fixierung
Erythrozyten-Lyse
Formalin-Fixierung
t=14-26 | Permeabilisierung .
Intrazellulare Farbung: .
Farbung

Y PerCP anti-human CD4
Y APC anti-human CD154
Y PE anti-human IL-2

q\? FITC anti-human INF-y

uapunig

y

Durchflusszytometrie

Abbildung 5: Ablauf des ex vivo Assays zum CD154-basierten Nachweis Antigen-spezifischer T-
Helfer-Zellen. t = Zeit in Stunden, TZ = Negativkontrolle, SEB = engl. staphyloccocal enterotoxin B, TT =
Tetanustoxoid, HPV = Humanes Papillomvirus, L1 = engl. late protein 1, E6 / E7 = engl. early protein 6/7,
EDTA = engl. ethylenediaminetetraacetic acid, PerCP = Peridinin-Chlorophyll-Protein, APC = Allophyco-
cyanin, PE = Phycoerythrin, FITC = Fluoresceinisothiocyanat, IL-2 = Interleukin-2, INF-y = Interferon-y

2.2.2.3 Lyse und Fixierung

Nach einer Gesamtdauer von 12 bis 24 Stunden wurde die Stimulation beendet. Durch
Zugabe von Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA 2 mMol, pH 7, 10 Minuten Einwirk-
zeit) wurde die Ablésung von Makrophagen von der Wand der Kulturréhrchen ange-

strebt. Anschliellend wurden die im Vollblut enthaltenen Erythrozyten unter Verwen-
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dung von jeweils 9 ml BD FACS Lysing Solution (mit Aqua dest. im Verhaltnis von 1:10
verdunnt) fur zehn Minuten lysiert. Nach weiteren zehn Minuten Abzentrifugation (1400
rom) des Lysepuffer-Uberstandes wurden die Zellpellets mit jeweils 2 ml PBS gewa-
schen und schlieRlich erneut mit 1400 rpm fir zehn Minuten zentrifugiert (vgl. Abbildung
5).

Die verbleibenden Zellpellets wurden mit jeweils 500 pl Formalin (2% in PBS, Einwirk-
zeit 17 Minuten) fixiert (vgl. Abbildung 5). Zum Auswaschen, wie fur alle im weiteren Ab-
lauf folgenden Waschschritte, wurden jeweils 2 ml FACS-Puffer (PBS mit 1% (w/v) bo-
vinem Albumin Fraktion V (BSA, biomol, Hamburg) und 0,1% (w/v) Natriumazid) ver-
wendet und die Ansatze wiederum fur zehn Minuten zentrifugiert (1400 rpm). Re-
suspendiert in FACS-Puffer konnten die fixierten Zellen bis zu drei Wochen bei 4°C

aufbewahrt werden.

2.2.2.4 Farbung

Im weiteren Verlauf wurden die Zellen durch Zugabe von jeweils 500 ul BD FACS Per-
meabilisierungspuffer (1:10 verdinnt mit A. dest.) fir zehn Minuten permeabilisiert, um
sie einer intrazellularen FACS-Farbung zuganglich zu machen. Nach Auswaschen, Ab-
zentrifugation (1400 rpm, 10 Minuten), Resuspension in 400 ul FACS-Puffer und Uber-
fuhrung in FACS Rohrchen (BD Falcon) schloss sich die Farbung mittels Farbstoff-
konjugierter AK (BD) an. Die Farbe-Mischung bestand aus anti-human CD4 (Klon SK3),
konjugiert mit Peridinin-Chlorophyll-Protein (PerCP), und anti-human CD154 (Klon
TRAP1), konjugiert mit Allophycocyanin (APC), jeweils verdiunnt mit FACS-Puffer im
Verhaltnis 1:5, sowie anti-human IL-2 (Klon MQ1-17H12), konjugiert mit Phycoerythrin
(PE), und anti-human INF-y (Klon B27), konjugiert mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC),
jeweils 1:100 verdunnt mit FACS-Puffer (vgl. Abbildung 5). Zusatzlich beinhaltete sie
Beriglobin (1mg/ml in PBS, ZLB Behring) in 1:50 Verdunnung mit FACS-Puffer. Jeder
Ansatz wurde zentrifugiert (1400 rpm, 10 Minuten) und die Zellpellets mit jeweils 50 pl
der AK-Mischung gefarbt. Nach 30-minutiger Einwirkzeit im Dunkeln wurden nicht ge-
bundene AK durch Zugabe von 200 pyl FACS-Puffer ausgewaschen und zehn Minuten
abzentrifugiert (1400 rpm). Die Zellen wurden schlieBlich in 250 pl FACS-Puffer re-
suspendiert und konnten einer durchflusszytometrischen Messung zuganglich gemacht

werden.
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2.2.2.5 Durchflusszytometrische Messung

Die durchflusszytometrische Messung wurde an einem FACS Calibur-Gerat (BD)
durchgefuhrt. Die Methode bedient sich des Prinzips, dass in Einzelzellsuspension an
einem Laserstrahl vorbeigeleitete Zellen je nach ihrer Beschaffenheit optische Signale
der Laserquelle in verschiedener Art und Weise streuen, was mittels der Photomultipli-
katoren des FACS-Gerates gemessen werden kann. Zusatzlich werden die an die AK
gekoppelten fluoreszierenden Farbstoffe (vgl. Kap. 2.2.2.4) durch Laserstrahlen ange-
regt und emittieren Licht verschiedener Wellenlange. Durch Fluoreszenz in verschiede-
nen Farben konnen so die von den Farbstoff-konjugierten AK erkannten Strukturen indi-
rekt detektiert werden (43).

Die verschiedenen in den Proben enthaltenen Lymphozyten wurden gemaf ihrer Vor-
wartsstreuung (FSC) ihrer Grofle und gemal ihrer Seitwartsstreuung (SSC) ihrer Gra-
nularitédt entsprechend, wie bei jeder standardgemafien Durchflusszytometrie, darge-
stellt. Eine definierte Region R1 wurde um die Gesamtmenge der Lymphozyten gelegt.
Die Abgrenzung der CD4-positiven T-Helfer-Zellen sowie deren Subdifferenzierung ge-
mal Antigen-Spezifitdt und Zytokin-Produktion wurden durch die fluoreszierenden
Farbstoff-konjugierten AK erreicht. Von jedem der acht Ansatze einer Probandin sollten
maglichst jeweils 200000 CD4-positive T-Lymphozyten eingelesen werden. Dies hatte
zur Folge, dass im Schnitt pro Probe tber zwei Millionen Gesamtzellen eingelesen wer-

den mussten.

2.2.2.6 Durchflusszytometrische Auswertung

Die Auswertung der eingelesenen Proben erfolgte mittels der Software CellQuest Pro
(BD). Die Abgrenzung der fur diese Fragestellung interessanten Zellen wurde durch das
Definieren bestimmter Regionen (R) und Quadranten in den Dot plots erreicht. Wie be-
reits erwahnt, enthielt R1 die Gesamtmenge aller Lymphozyten. R2 wurde ausschliel3-
lich um die Teilmenge der AK-markierten CD4" T-Lymphozyten gelegt. Die in R1 und
R2 ,gegateten® Zellen konnten in einem Dot plot durch das Setzen von vier Quadranten
gemal ihrer Spezifitat und Zytokin-Produktion ausgewertet werden. Die y-Achse bein-
haltete hierbei die prozentuale Menge der CD4" / CD154" TZ, wohingegen die x-Achse
den prozentualen Anteil der Zytokin produzierenden CD4" TZ (INF-y bzw. IL-2) be-
schrieb. Die Quadranten wurden so an die jeweilige Negativkontrolle angepasst, dass

die beiden oberen Quadranten 0% bis maximal 0,02% der CD4" TZ enthielten. Darauf-
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hin konnten die Positivkontrollen und die HPV-Ansatze nacheinander mit Hilfe der an-
gepassten Quadranten analysiert werden. Aus der Summe der in den beiden oberen
Quadranten befindlichen TZ ergab sich somit der prozentuale Gesamtanteil Stimula-
tionsantigen-spezifischer CD154" / CD4" TZ. Der obere rechte Quadrant alleine bein-
haltete sogenannte doppelt-positive CD4" TZ, d. h. Antigen-spezifische T-Helfer-Zellen,
die zudem INF-y bzw. IL-2 produzierten (vgl. Abbildung 6 in Kap. 3.1.2.1).

2.3 Serologischer Multiplex-Assay zur Bestimmung spezifischer
Antikorper

Die Bestimmung HPV-spezifischer AK erfolgte durch die mit uns kooperierende Ar-
beitsgruppe von Dr. M. Pawlita am Deutschen Krebsforschungszentrum (DKFZ) in Hei-
delberg. Hierzu wurde kryokonserviertes, Heparin-antikoaguliertes Plasma von insge-
samt 58 der 63 Probandinnen nach Heidelberg versendet (vgl. Kap. 2.1 und 2.2.2.1).
Mit einer von Waterboer et al. 2005 entwickelten Methode konnten sowohl L1- als auch
E6- und E7- spezifische AK fur HPV 6, 11, 16 und 18 bestimmt werden. Die verwendete
Multiplex-HPV-Serologie basierte auf der Inkubation des jeweiligen Probandinnen-Se-
rums mit einem Mix von Luminex-Beads, die Uber Glutathion-S-Transferase mit dem
jeweiligen HPV-Antigen verbunden waren. Nach Bindung der HPV-Antigen-spezifischen
Serum-AK der Probandin wurden diese wiederum durch sekundare, biotinylierte AK und
Streptavidin-R-Phycoerythrin markiert. Mit Hilfe eines speziellen Durchflusszytometers,
dem Luminex Analyzer, konnte die Fluoreszenz der Beads gemessen und somit die AK-
Titer als median fluorescence intensity (MFI) dargestellt werden. Um einen gultigen
Referenzbereich zu definieren, bei dessen Uberschreitung von einem serologisch HPV-
positiven Ergebnis gesprochen werden konnte, wurde der beschriebene Multiplex-
Assay auf ein Kollektiv von 25 Jungfrauen angewendet. Zu den jeweiligen Mittelwerten
fur die einzelnen HPV-Antigene dieser Proben wurde jeweils die dreifache Standardab-
weichung addiert. Fur die L1-Antigene von HPV 6, 16 und 18 liel3 sich so ein Grenzwert
der Positivitat von 100 MFI definieren, fur HPV 11 belief sich dieser auf 119 MFI. Die
Anti-E6- und Anti-E7-Titer aller vier HPV-Typen waren ab der Uberschreitung von 50
MFI als positiv zu werten (63).

2.4 Fragebogen

Zur Charakterisierung und Uberpriifung der Homogenitat des Studienkollektivs diente

eine Befragung der teilnehmenden Probandinnen mittels eines anamnestischen Frage-
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bogens. Dieser war in vier Abschnitte gegliedert und bestand aus Einfachauswahlfragen
im Multiple-Choice-Format. Einzige Ausnahme war eine Frage zu Nebenwirkungen der

Gardasil®-Impfung, die eine Mehrfachauswahl der gegebenen Antworten erlaubte.

Abschnitt 1 beinhaltete Fragen nach vorhandenen Allergien, einer bekannten Immun-
suppression und bestehendem Nikotin-Abusus, um eine maogliche immunologische Be-
eintrachtigung einzelner Probandinnen zu erkennen. So konnten unter dem Einfluss al-
lergischer Reaktionen zu viele aktivierte TZ, deren Anzahl nicht ausschlie3lich durch die
Impfung erklarbar ware, gemessen werden (43). Im Falle eines zellularen Immundefek-
tes hingegen ware die Probandin ggf. gar nicht in der Lage eine HPV-spezifische TZ-
Immunitat auszubilden (43;53). Da chronische Nikotin-Exposition sich ebenfalls immun-
suppressiv auf den Organismus auswirkt und moglicherweise eine Anergie der T-Lym-
phozyten auszuldésen vermag, wurde auch das Rauchverhalten der Probandinnen mit in

den Fragebogen aufgenommen (64).

In Abschnitt 2 wurde nach aufgetretenen unerwinschten Arzneimittelwirkungen der
HPV-Impfung gefragt. Hierbei wurde die Art der UAW sowie das zeitliche Auftreten im
Impfzyklus erfasst. Zur Bearbeitung der Fragestellung dieser Arbeit ist dieser Abschnitt
im engeren Sinne nicht relevant. Da aber, trotz GUberzeugender Daten zur Sicherheit und
Vertraglichkeit in allen klinischen Studien (vgl. Kap. 1.2.1), mégliche Gardasil®-Neben-
wirkungen aktuell immer wieder, auch in popularwissenschaftlichen Medien, diskutiert
werden, wurde dieser Abschnitt beibehalten, um einen kurzen deskriptiven Uberblick
uber im Studienkollektiv aufgetretene UAW geben zu kénnen (65). Fur Probandinnen

der Kontrollgruppe entfiel die Beantwortung.

In Abschnitt 3 sollten Angaben zum Sexualleben gemacht werden. Es wurde nach dem
aktuellen Sexualverhalten, der Anzahl der bisherigen Sexualpartner, dem Alter des
ersten Sexualkontakts sowie der Verwendung von Kondomen gefragt. Da die steigende
Anzahl verschiedener Sexualpartner als Hauptrisikofaktor einer moglichen HPV-Infek-
tion determiniert wurde, kam dieser Frage eine besondere Relevanz zu (vgl. Kap.
1.1.3). Andere Studien zu den prophylaktischen HPV-Impfstoffen schlossen Frauen mit

mehr als vier bzw. funf Sexualpartnern von der Teilnahme aus (33;34;35;36).

Abschnitt 4 umfasste Fragen zum gynakologischen Status der Probandinnen. Dies be-

inhaltete Fragen nach der regelmaRigen Teilnahme an gynakologischen Vorsorgeunter-
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suchungen, auffalligen Pap-Abstrichen in der Anamnese, bekannten ausgeheilten oder
persistierenden HPV-Infektionen, dem Auftreten von Condylomata acuminata sowie der

Diagnose anderer sexuell Ubertragbarer Krankheiten.

Auf Grund der zum Teil sehr intimen Fragen wurde der Fragebogen postalisch versandt
und konnte von den Teilnehmerinnen anonymisiert in einem beigelegten frankierten
Umschlag zurickgesendet werden, der sich mittels der gleichen Nummerierung dem
TZ-Ergebnis zuordnen lieR3.

2.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der durchflusszytometrisch erhobenen TZ-Daten sowie der
gemessenen AK-Titer und der durch den Fragebogen ermittelten Gruppencharakteris-
tika erfolgte mit Hilfe der Software SPSS 15.0 sowie 17.0 fur Windows.

Um mogliche Unterschiede zwischen den gemessenen TZ-Antworten der vier Studien-
gruppen der Querschnittsstudie feststellen zu kdnnen, wurde eine einfaktorielle, univa-
riate Varianzanalyse durchgeflihrt (ANOVA). Hierbei wurden Post-Hoc-Mehrfachver-
gleiche im Rahmen eines Tukey-B-Tests angewandt. Als abhangige Variablen wurden
die TZ-Ergebnisse fur die verschiedenen Antigene in den verschiedenen Farbungen
(CD154 gesamt, INF-y, IL-2) definiert, wahrend die Studiengruppe als Faktor galt. Die
Analysen wurden fur die Signifikanzniveaus a = 0,05, a = 0,01 und a = 0,001 durchge-
fuhrt. Zuvor war mittels eines Kruskal-Wallis-Tests die Glltigkeit der ANOVA fiur den
Datensatz gepruft worden. Die beschriebene Varianzanalyse wurde zusatzlich noch-
mals mit der Summe der Ergebnisse der vier HPV L1-Antigene jeweils in INF-y- und IL-

2-Farbung als abhangige Variable durchlaufen.

Mit den serologischen Daten wurde analog verfahren. Als Faktor wurde auch in diesem
Fall die Gruppe definiert, wahrend die abhangigen Variablen die Ergebnisse der AK-Ti-
ter fur die verschiedenen HPV-Antigene darstellten. Auch hier wurde eine weitere Ana-

lyse mit den addierten Ergebnissen der AK-Titer fUr die vier L1-Antigene durchgefuhrt.

Bei der Auswertung des Fragebogens wurden die zwei bis vier Antwortmdglichkeiten
der einzelnen Fragen mit Ziffern von 1 bis maximal 4 kodiert. AnschlieRend wurde auch
in diesem Fall die oben beschriebene einfaktorielle Varianzanalyse durchgefuhrt, wobei

die Studiengruppe den Faktor darstellte und die Ergebnisse der einzelnen Fragebogen-

36



Parameter die abhangigen Variablen bildeten. Als weitere wichtige Gruppencharakteris-
tika konnten so auch das Alter der Probandinnen sowie der vergangene Zeitraum zwi-

schen der letzten Impfung und der Blutentnahme analysiert werden.

Um Unterschiede zwischen den Ergebnissen der einzelnen Antigene unabhangig von
der Studiengruppe feststellen zu kénnen, wurde sowohl fir die TZ- als auch fir die AK-
Daten zusatzlich eine einfaktorielle Varianzanalyse mit Messwiederholung berechnet
und hieran T-Tests fur gepaarte Stichproben mit anschlieRender Bonferroni-Korrektur
angeschlossen. Um die statistische Power zu erhdhen, wurden die Daten aller geimpf-
ten Probandinnen zusammen analysiert, die ungeimpfte Kontrollgruppe wurde nicht be-
rucksichtigt. Fur die TZ-Daten ergab sich so eine eingeschlossene Probandinnenzahl
von n = 47, fur die AK-Titer von n = 42. Fur die Varianzanalyse mit Messwiederholung
wurden jeweils die vier HPV L1-Antigene als Innersubjektvariablen definiert. Im Falle ei-
ner Verletzung der Spharizitdt konnte die Greenhouse-Geisser-Korrektur angewendet
werden. Bei signifikantem Ausgang der Varianzanalyse wurden oben genannte T-Tests
angeschlossen, um herauszufinden zwischen welchen Antigenen signifikante Unter-
schiede bestehen. Als abhangige Variablen 1 und 2 wurden hierfur jeweils die Ergeb-
nisse zweier verschiedener HPV-Antigene definiert. Abschliel3end erfolgte eine Bonfer-
roni-Korrektur durch Multiplikation der p-Werte mit dem Faktor 6. Die beschriebenen T-
Tests wurden fur ein Konfidenzintervall von 95%, 99% und 99,9% berechnet. Um Un-
terschiede zwischen den Ergebnissen der zwei Low-Risk-HPV-Typen mit den beiden
High-Risk-Typen darstellen zu kdnnen, wurde ein weiterer T-Test durchgefuhrt, der als
Variablen einerseits die Summe der TZ-Antwort fir HPV 6 und 11 L1 und andererseits
die Summe der Ergebnisse fur HPV 16 und 18 L1 enthielt.

Um die Frage nach einer Korrelation von TZ-Antwort und AK-Antwort auf den Impfstoff
zu beantworten, wurde schlieRlich die Berechnung bivariater Korrelationen angestrebt.
Auch dies geschah zur Erhéhung der statistischen Power zusammen fur alle geimpften
Probandinnen (n = 42), mit deren Material beide Assays durchlaufen worden waren,
unabhangig von der jeweiligen Studiengruppe. Flur das TZ- und das AK-Ergebnis des
jeweils gleichen HPV-Antigens wurde ein Pearson-Korrelationskoeffizient mit zweiseiti-
ger Signifikanz berechnet. Dies erfolgte nur flr die Ergebnisse der IL-2-Farbung, da die
mit der INF-y-Farbung dargestellten Ty1-Zellen immunologisch mit dem humoralen Im-

munsystem weniger in Verbindung stehen (vgl. Abbildung 1 in Kap. 1.3.2).
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Zur Darstellung von Unterschieden zwischen den drei Zeitpunkten im Impfzyklus konnte
fur die Auswertung der TZ- und AK-Ergebnisse der Longitudinalstudie erneut eine ein-
faktorielle Varianzanalyse mit Messwiederholung mit darauffolgenden T-Tests fur ge-
paarte Stichproben genutzt werden. Als Innersubjektvariablen der Varianzanalyse wur-
den jeweils die Ergebnisse eines Antigens zu den drei verschiedenen Zeitpunkten im
Impfzyklus definiert. Bei Verletzung der Spharizitat wurde erneut nach Greenhouse-
Geisser korrigiert. Nach signifikantem Resultat der Varianzanalyse, womit die Null-
hypothese der Mittelwertgleichheit Uber die drei Messzeitpunkte verworfen werden
konnte, wurde mittels T-Tests ermittelt zwischen welchen Zeitpunkten signifikante Un-
terschiede bestanden. Abhangige Variablen 1 und 2 waren hierbei jeweils die Ergeb-
nisse fur ein Antigen an zwei verschiedenen Zeitpunkten. Auf eine zusatzliche Bonfer-
roni-Korrektur konnte bei signifikantem Ausgang der vorangegangenen Varianzanalyse
verzichtet werden, da nur drei paarweise Vergleiche im Rahmen der T-Tests durchge-

fuhrt wurden (sogenannte Abschlusstestprozedur).

Die Uberprifung auf mégliche signifikante Unterschiede in der TZ- und AK-Reaktion auf
die vier verschiedenen in der Vakzine enthaltenen HPV-Typen im Rahmen der Longitu-
dinalstudie erfolgte analog dem bereits in der Querschnittsstudie eingesetzten statisti-
schen Verfahren, d. h. durch eine Varianzanalyse mit Messwiederholung und anschlie-
Renden T-Tests mit Bonferroni-Korrektur. Im Unterschied zur Querschnittsstudie
mussten hier allerdings die Ergenisse der einzelnen drei Zeitpunkte einzeln ausgewertet
werden (n = 11), da eine Zusammenfassung der jeweils gleichen elf Probandinnen zu
drei verschiedenen Messzeitpunkten auf Grund der Abhangigkeit keinen Sinn ergaben
hatte.

AbschlieRend sei noch erwahnt, dass auf Ebene der TZ samtliche statistischen Berech-

nungen ausschliellich innerhalb der gleichen Zytokin-Anfarbung durchgefuhrt wurden.
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3 Ergebnisse
3.1 Ergebnisse der Gardasil®-Querschnittsstudie

3.1.1 Charakterisierung des Studienkollektivs
3.1.1.1 Altersstruktur

Das Durchschnittsalter des aus 63 Probandinnen bestehenden Gesamtkollektivs belief
sich auf 23,4 Jahre (SD 2,5), wobei die jingste Probandin 18 und die alteste Probandin
29 Jahre alt war. Die Altersverteilung innerhalb der vier Studiengruppen gestaltete sich
folgendermalien (vgl. Abbildung 2 in Kap. 2.1.1): Die ungeimpfte Kontrollgruppe wies
ein Durchschnittsalter von 23,5 (SD 1,4), die Gruppe mit einmaliger Gardasil®-Impfung
eines von 24,5 Jahren (SD 2,4) auf. Die bereits zweimal geimpften Teilnehmerinnen der
dritten Gruppe waren im Durchschnitt 23,5 (SD 2,1), die Probandinnen der letzten
Gruppe mit abgeschlossenem Impfzyklus 22,2 Jahre alt (SD 3,2). Der Altersunterschied
zwischen den einmal und den dreimal geimpften Studienteilnehmerinnen ist fur p < 0,05
als signifikant anzusehen. Abgesehen davon existierten das Alter betreffend fur p <

0,05 keine weiteren signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.

3.1.1.2 Immunologische Auffalligkeiten

Die Auswertung der Fragebdgen ergab fur p < 0,05 keine signifikanten Unterschiede
zwischen den vier Gruppen bezlglich des Anteils an Allergikerinnen und Raucherinnen
unter den Probandinnen (vgl. Tabelle 3). Keine der 63 an der Studie teilnehmenden

Frauen litt an einer bekannten Immunsuppression.

3.1.1.3 Sexualleben

Hinsichtlich des aktuellen Sexualverhaltens (fester Partner vs. wechselnde Partner vs.
nicht aktiv) waren fur p < 0,05 keine signifikanten Unterschiede zu verzeichnen. Aller-
dings gaben die Probandinnen der Kontrollgruppe im Durchschnitt eine fur p < 0,05 sig-
nifikant geringere Anzahl bisheriger Sexualpartner an als die Probandinnen der einfach
geimpften Gruppe. Die anderen Studiengruppen unterschieden sich bezuglich der An-

zahl der Sexualpartner fur p < 0,05 jedoch nicht signifikant.

39



Tabelle 3: Probandinnencharakteristika der vier Studiengruppen

ungeimpft 1x Gardasil®- 2x Gardasil®- 3x Gardasil®-
geimpft geimpft geimpft
n=14a n=14a n=152 n=152
Allergikerinnen 6 9 6 4
42,9% 64,3% 40,0% 26,7%
Raucherinnen 2 2 1 3
14,3% 14,3% 6,7% 20,0%
Sexualverhalten
1 fester Sexualpartner 8 11 10 1"
57,1% 78,6% 66,7% 73,3%
Wechselnde Sexualpartner 1 2 2 0
7,1% 14,3% 13,3% 0%
Momentan nicht sexuell aktiv 5 1 3 4
35,7% 7,1% 20,0% 26,7%
Zahl bisheriger Sexualpartner
0 4 1 0 2
28,6% 7,1% 0% 13,3%
1-5 8 5 10 10
57,1% 35,7% 66,7% 66,7%
>5 2 8 5 3
14,3% 57,1% 33,3% 20,0%
Alter beim 1. sexuellen Kontakt
<14 Jahre 0 0 1 0
0% 0% 6,7% 0%
14 - 18 Jahre 5 12 1 9
35,7% 85,7% 73,3% 60%
> 18 Jahre 5 1 3 4
35,7% 7,1% 20% 26,7%
Jungfrauen 4 1 0 2
28,6% 7,1% 0% 13,3%
Pap-Abstriche
Nicht regelmaRig durchgefiihrt 4 1 0 0
28,6% 7,1% 0% 0%
Regelmalig Pap | oder Il 9 11 14 14
64,3% 78,6% 93,3% 93,3%
= 1 auffalliger Pap-Abstrich (> Pap 1 2 1 1
I1) 7,1% 14,3% 6,7% 6,7%
Bekannte HPV-Infektion 0 2 1 1
0% 14,3% 6,7% 6,7%
Condylomata acuminata in der 0 2 0 0
Anamnese 0% 14,3% 0% 0%
Andere STD in der Anamnese 0 0 0 1
0% 0% 0% 6,7%

n = Anzahl der Probandinnen einer Gruppe, die an der Befragung teilnahmen, Pap-Abstrich = zytologi-
scher Zervix-Abstrich mit Test nach Papanicolaou, HPV = Humanes Papillomvirus, STD = engl. sexually
transmitted diseases

® Gezeigt sind jeweils die absolute Zahl sowie der prozentuale Anteil der Probandinnen einer Gruppe, die
das jeweilige Charakteristikum als zutreffend im Fragebogen angaben.
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In Anbetracht des Alters, in dem der erste sexuelle Kontakt stattfand, unterschied sich
die Kontrollgruppe erneut fur p < 0,05 signifikant von den Gruppen mit einmal und
zweimal geimpften Probandinnen. Die ungeimpften Teilnehmerinnen gaben haufiger ein
Alter des ersten Sexualkontakts von Uber 18 Jahren an, zudem befanden sich mehr
Probandinnen in dieser Gruppe, die bisher noch gar nicht sexuell aktiv gewesen waren.
Insgesamt sieben der an der Studie teilnehmenden Frauen gaben an Jungfrau zu sein.
Vier von ihnen waren Mitglieder der Kontrollgruppe, eine stammte aus der Gruppe mit
einer Gardasil®Impfung und zwei aus der Gruppe mit bereits drei Impfungen (vgl.
Tabelle 3). Zwischen den anderen Gruppen waren hinsichtlich des Alters beim ersten
Sexualkontakt keine signifikanten Unterschiede flr p < 0,05 zu verzeichnen. In Bezug
auf die Verwendung von Kondomen existierten fur p < 0,05 keine signifikanten Unter-

schiede zwischen den vier Studiengruppen (nicht gezeigt).

3.1.1.4 Gynakologische Anamnese

Samtliche Charakteristika, die den gynakologischen Status der Probandinnen beschrie-
ben, zeigten in ihrer Auspragung keine signifikanten Unterschiede zwischen den Grup-
pen. So waren bei der regelmaRigen Teilnahme an gynakologischen Vorsorgeuntersu-
chungen, dem Auftreten auffalliger Pap-Abstriche sowie der Diagnose von HPV-Infekti-
onen, Condylomen oder anderen sexuell Ubertragbaren Erkrankungen (STD) keine sig-
nifikanten Unterschiede fur p < 0,05 zu verzeichnen. Zwei einfach geimpfte Proban-
dinnen sowie jeweils eine Probandin der beiden Gruppen mit Mehrfach-Impfung gaben
an, bereits an einer HPV-Infektion gelitten zu haben. Die Probandin mit zweifacher Gar-
dasil®-Impfung konnte die Erkrankung als HPV 18-Infektion ndher beschreiben. Eine
der beiden Frauen aus der Gruppe mit bisher einmaliger Impfung gab an, an einer Low-
Risk-Infektion erkrankt gewesen zu sein, die sich in Form von Condylomen klinisch au-
Rerte. Eine weitere Probandin dieser Gruppe berichtete, an anogenitalen Condylomen
gelitten zu haben. Eine einzelne dreifach geimpfte Probandin des gesamten Kollektivs

gab mit einer Chlamydien-Infektion eine andere STD an (vgl. Tabelle 3).

Zusatzlich zur anamnestischen Befragung mittels des Fragebogens konnten an Hand
von serologischen Auffalligkeiten auf eine mogliche frihere HPV-Infektion einzelner
Probandinnen Ruckschlisse gezogen werden, da positive HPV E6- oder E7-Titer nicht
durch die prophylaktische Impfung erklarbar sind. Insgesamt neun Probandinnen wie-

sen E6- / E7-Titer auf, die den definierten Referenzbereich von 50 MFI Uberschritten
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und so einen Hinweis auf eine mdgliche HPV-Infektion gaben. Drei auffallige Ergeb-
nisse wurden unter den dreifach geimpften Probandinnen, zwei bei Mitgliedern der
Gruppe mit zweimaliger Gardasil®-Impfung gezahlt. In der Kontrollgruppe wiesen vier
Studienteilnehmerinnen auffallige E6- / E7-Titer auf. Insgesamt aber wurde die Homo-
genitat der vier Studiengruppen auch beziglich dieses Parameters bestatigt: Die fur alle
vier Gruppen berechneten Mittelwerte der Anti-E-Titer lagen fur alle vier HPV-Typen
unterhalb von 50 MFI, zudem war fur p < 0,05 zwischen keiner der Gruppen ein signifi-

kanter Unterschied bezuglich der E6- / E7-Titer nachweisbar (vgl. Kap. 3.1.3.1).

3.1.1.5 Zeitpunkt der Blutentnahme

Abgesehen von den beschriebenen Probandinnencharakteristika wurde zudem analy-
siert, ob die Unterschiede des Zeitraums zwischen der letzten Immunisierung und der
Blutentnahme fir die Studie als signifikant anzusehen sind, um einen weiteren maogli-
chen heterogenen Faktor der Gruppen auszuschlieen. Die Kontrollgruppe wurde hier-
bei nicht berlcksichtigt, da der Zeitpunkt der Blutentnahme bei den ungeimpften Pro-
bandinnen beliebig gewahlt werden konnte. Bei den einfach geimpften Probandinnen
erfolgte die Blutentnahme im Schnitt neun Wochen nach der Impfung (SD 6), wohinge-
gen bei den Teilnehmerinnen mit zweifacher und dreifacher Impfung erst durchschnitt-
lich 14 Wochen nach der letzten Vakzinierung (SD 5 bzw. 9) Blut enthommen wurde
(vgl. Abbildung 2 in Kap. 2.1.1). Dieser Unterschied von funf Wochen ist fur p < 0,05
nicht signifikant.

3.1.1.6 Beobachtete Nebenwirkungen der Gardasil®Impfung

Wie in Kapitel 2.4 bereits erwahnt, soll eine kurze rein deskriptive Aufzahlung der im
Studienkollektiv aufgetretenen und von den Probandinnen auf die Gardasil®-Impfung
bezogenen UAW folgen. Insgesamt 14 von 44 geimpften Probandinnen, die den Frage-
bogen ausgefillt zurtickgeschickt hatten, gaben das Auftreten von Nebenwirkungen im
Zusammenhang mit der HPV-Impfung an. In zwolf Fallen handelte es sich um lokale
Reaktionen wie an der Einstichstelle auftretende Schmerzen, Schwellung oder Rétung.
Hierbei war kein gehauftes Auftreten zu einem bestimmten Zeitpunkt im Impfzyklus
feststellbar. Von den anderen beiden Probandinnen klagte eine Gber Schwindel nach
der zweiten HPV-Immunisierung, die zweite beschrieb das Auftreten einer subklavikula-

ren Lymphknotenschwellung nach der ersten Gardasil®-Vakzinierung.
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3.1.2 Ergebnisse des ex vivo Assays
3.1.2.1 Nachweis Vakzin-spezifischer T-Helfer-Zellen abhangig vom Impfstatus

Mit der beschriebenen Methodik gelang es, nach ex vivo Stimulation mit den entspre-
chenden Impfantigenen bei 46 von 47 einmal, zweimal oder dreimal Gardasil®-geimpf-
ten Probandinnen HPV L1-spezifische T-Helfer-Zellen im Blut nachzuweisen. Eine ein-
fach geimpfte Studienteilnehmerin zeigte keine messbare L1-spezifische TZ-Reaktion.
Bei Durchfuhrung des gleichen Assays mit Vollblut nicht HPV-geimpfter Probandinnen
der Kontrollgruppe hingegen lieRen sich, mit Ausnahme von drei leicht HPV L1-positi-
ven Probandinnen (Frequenz spezifischer TZ < 0,04%), keine L1-spezifischen CD4* TZ
messen. Alle 63 Probandinnen zeigten nach Stimulation mit den Kontrollantigenen SEB

und TT positive TZ-Reaktionen.

Abbildung 6 zeigt beispielhaft die Dot plot-Darstellung HPV 6 L1-spezifischer T-Helfer-
Zellen nach durchflusszytometrischer Messung von ex vivo stimuliertem Vollblut repra-
sentativer Studienteilnehmerinnen aller vier Gruppen in CD4 / CD154 / IL-2-Farbung.
Wahrend die ungeimpfte Probandin der Kontrollgruppe mit einem Gesamtanteil HPV 6
L1-spezifischer TZ von 0,01% im Bereich der Negativkontrolle (nicht gezeigt) lag, lieken
sich im Blut der einmal geimpften Studienteilnehmerin bereits 0,05% der CD4" TZ als
HPV 6 L1-spezifisch abgrenzen. Im Gegensatz zur ungeimpften Probandin produzierten
diese spezifischen T-Helfer-Zellen zudem IL-2. Bei den ausgewahlten Blutspenderinnen
mit zwei- und dreifacher Impfung war mit einem Anteil von 0,12% bzw. 0,1% eine noch
starker ausgepragte HPV 6 L1-spezifische TZ-Antwort messbar. Auch hier produzierten
die meisten spezifischen Zellen IL-2. Betrachtet man die CD4 / CD154 / INF-y-Farbung
der gleichen Proben (nicht gezeigt), fallt eine ahnliche Verteilung der TZ-Antwort ab-
hangig vom Impfstatus, aber eine quantitativ geringere Auspragung der spezifischen
INF-y* TZ auf. Bei den vier beschriebenen Probandinnen belief sich diese fiir HPV 6 L1
auf 0% (ungeimpft), 0,02% (1x geimpft), 0,07% (2x geimpft) bzw. 0,04% (3x geimpft).
Die durchflusszytometrische Darstellung der fur die anderen drei HPV-Typen spezifi-
schen CD4" TZ gestaltete sich analog der abgebildeten HPV 6-spezifischen Zellen und
unterschied sich lediglich in der Quantitat (vgl. Kap. 3.1.2.2).
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Abbildung 6: Mittels Durchflusszytometrie gelingt der erstmalige Nachweis Gardasil®-induzierter
HPV L1-spezifischer T-Helfer-Zellen. Gezeigt sind HPV 6 L1-spezifische Interleukin-2 (IL-2)-positive T-
Helfer-Zellen reprasentativer Probandinnen verschiedenen Impfstatus in FACS Dot plot-Darstellung. Obe-
rer linker (UL) und oberer rechter (UR) Quadrant gemeinsam enthalten die Gesamtmenge aller spezifi-
schen T-Helfer-Zellen. Zellen im UR-Quadrant weisen zudem eine Produktion von IL-2 auf. APC = Al-
lophycocyanin, PE = Phycoerythrin.

In Tabelle 4 sind die Mittelwerte der fur das jeweils aufgefuhrte Antigen spezifischen IL-
2" TZ-Antwort aller vier Studiengruppen aufgefihrt. Die Werte spiegeln den Anteil der
spezifischen Interleukin-2 produzierenden T-Helfer-Zellen an der Gesamtmenge aller
CD4" TZ wider. Zuséatzlich ist dargestellt, ob signifikante Unterschiede in der quantitati-
ven Auspragung der spezifischen TZ zwischen den einzelnen Gruppen bestehen. Die
Mittelwerte der spezifischen IL-2" TZ der nicht stimulierten Negativkontrollen liegen im
Bereich zwischen 0,001% und 0,004% und unterscheiden sich fur p < 0,05 nicht signifi-
kant zwischen den vier Gruppen. Auch die Ergebnisse der Positivkontrollen TT und

SEB (nicht gezeigt) sind fur p < 0,05 nicht signifikant unterschiedlich. In allen vier Grup-
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pen lieRen sich deutlich mehr als 0,1% TT-spezifische TZ darstellen. Die nach Stimula-
tion mit den EG- und E7-Antigenen gemessenen spezifischen TZ, die Ruckschlisse auf
eine naturliche Infektion zulassen, liegen mit 0% bis 0,003% eindeutig im Bereich der
Negativkontrolle und unterscheiden sich des Weiteren fur p < 0,05 nicht signifikant zwi-

schen den vier Gruppen.

Tabelle 4: Anstieg Vakzin-spezifischer T-Helfer-Zellen abhidngig vom Impfstatus

Unge- 1x 2x 3x Ox vs. 1x vs.
impft Gardasil®- Gardasil®- Gardasil®- | 2x/3x 3x
geimpft geimpft geimpft | geimpft | geimpft
Antigen Mittelwert p- Mittelwert p- Mittelwert p- Mittelwert
(£SDF | Wertt | (tspp | Wert | (spjp | Wert | (xspp | Pvert | piert
Negativ- 0,002 s 0,001 s 0,004 s 0,001 s s
kontrolle (+0,004) > | (20,003) | (20,005) | (20,003) - -
Positiv- 0,125 0 s 0,118 0 s 0,147 0 s 0,205 0 s s
kontrolle TT (+0,135) .S (+0,003) -S. (£0,082) .S. (£ 0.201) .S. .S.
HPV 6 L1 0,008 i 0,035 " 0,079 s 0,064 er .
(£ 0,006) (£0,018) (+0,058) o (+0,025)
HPV 11 L1 0,004 - 0,031 " 0,08 - 0,067 .
(£ 0,005) o (£0,022) (£ 0,058) o (+0,037)
HPV 16 L1 0,002 . 0,024 . 0,046 s 0,048 ee .
(+0,004) (+£0,018) (+0,034) | (20,024)
HPV 18 L1 0,001 - 0,014 N 0,035 . 0,029 .
(£ 0,003) o (£ 0,009) (£ 0,025) o (£0,018)
HPV 16 und 0 s 0,001 s 0,003 s 0,002 s s
18 E6/ E7 (£0) | (£0,003) | (20,005) | (20,004) - -

TT = Tetanustoxoid, HPV = Humanes Papillomvirus, L1 = engl. late protein 1, E6 / E7 = engl. early pro-
tein6/7

? Gezeigt sind Mittelwerte mit Standardabweichungen (SD) der prozentualen Anteile Antigen-spezifischer
Interleukin-2 (IL-2)-positiver T-Helfer-Zellen an der Gesamtmenge aller CD4-positiven T-Zellen fur die vier
nach dem Impfstatus differenzierten Studiengruppen.

® Die Signifikanz der Unterschiede zwischen den Gruppen ist durch p-Werte dargestellt: n. s. = nicht sig-
nifikant, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Die nun folgenden Ergebnisse fur die vier im Impfstoff enthaltenen Antigene HPV 6, 11,
16 und 18 L1 sind zusatzlich zur beschriebenen Tabelle 4 auch graphisch in Abbildung
7 dargestellt. Betrachtet man zunachst die Kontrollgruppe, fallt auf, dass die Ergebnisse
der Stimulationen mit den L1-Antigenen der karzinogenen Typen HPV 16 und 18 unter-
halb oder im Bereich der Negativkontrolle (nicht in der Abbildung gezeigt) liegen. Auch
die HPV 11 L1-spezifische TZ-Antwort hebt sich nur gering ab. Lediglich fir HPV 6 L1
ist mit 0,008% der CD4" TZ eine gering ausgepragte spezifische IL-2* TZ-Reaktion in
der ungeimpften Kontrollgruppe abgrenzbar. Bei den einfach geimpften Probandinnen
lassen sich mit Mittelwerten der TZ-Frequenz von 0,035% bzw. 0,024% fur p < 0,05
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signifikant mehr HPV 6 und 16 L1-spezifische TZ darstellen als in der Kontrollgruppe.
Auch nach Stimulation mit HPV 11 und 18 L1 ist bei den Mitgliedern der einfach ge-
impften Gruppe mit 0,031% bzw. 0,014% ein weit groRerer Anteil spezifischer TZ zu
verzeichnen als bei ungeimpften Frauen, der Unterschied ist jedoch fur p < 0,05 statis-
tisch nicht signifikant. Fasst man die Ergebnisse der vier HPV L1-Antigene zusammen,
wie in Abbildung 7 geschehen, kann man insgesamt einen fur p < 0,05 signifikanten An-
stieg der Vakzin-spezifischen T-Helfer-Zellen nach der ersten erfolgten Gardasil®-Imp-
fung festhalten. Im Blut der Probandinnen mit bereits zwei Impfungen lie® sich wie-
derum eine z. T. mehr als doppelt so hohe Anzahl L1-spezifischer TZ messen. Fur HPV
6 und 11 lag diese im Bereich von 0,08% aller CD4" TZ, was fiir p < 0,01 einem hoch-
signifikanten Unterschied im Vergleich zur einfach geimpften Gruppe entspricht. Bezug-
lich der High-Risk-Typen wurden 0,046% bzw. 0,035% HPV 16 bzw. 18 L1-spezifische
Zellen gemessen. Im Falle von HPV 16 war dies fir p < 0,05 als signifikant mehr anzu-
sehen als bei nur einfach geimpften Probandinnen, im Falle von HPV 18 war der Unter-
schied sogar hochsignifikant (p < 0,01). Insgesamt erzeugte die zweite Impfung einen
fir p < 0,001 hochsignifikanten Anstieg der spezifischen IL-2" TZ-Antwort. Die Ergeb-
nisse der dreifach geimpften Studienteilnehmerinnen dagegen unterscheiden sich fur p
< 0,05 nicht signifikant von denen der zweifach geimpften Gruppe. Mit Mittelwerten von
0,064%, 0,067%, 0,048% und 0,029% spezifischen TZ fur HPV 6, 11, 16 und 18 L1 sind
sie zum Teil sogar quantitativ etwas geringer ausgepragt als die der Probandinnen mit

nur zwei Impfungen.

Vergleicht man die Ergebnisse mehrfach geimpfter (2x bzw. 3x) mit denen ungeimpfter
Probandinnen, Iasst sich fur alle vier HPV-Typen ein fur p < 0,001 hochsignifikanter An-
stieg der L1-spezifischen IL-2" TZ festhalten. Dreifach geimpfte Studienteilnehmerinnen
wiesen im Vergleich zu denen mit nur einmaliger Gardasil®-Impfung fiir p < 0,05 signifi-

kant ebenfalls mehr der beschriebenen spezifische Zellen auf.
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Abbildung 7: Anstieg Vakzin-spezifischer T-Helfer-Zellen abhangig vom Impfstatus. Gezeigt sind
die prozentualen Anteile HPV 6, 11, 16 und 18 L1-spezifischer Interleukin-2 (IL-2)-positiver T-Helfer-Zel-
len an der Gesamtmenge aller CD4-positiven T-Zellen differenziert nach der Anzahl erhaltener Gardasil®-
Impfungen. Die Box beschreibt 50% aller Ergebnisse der jeweiligen Gruppe und enthalt den Median. Der
Bereich des maximal 1,5-fachen Interquartilsabstandes (IQR) wird durch die Whiskers gekennzeichnet.
Milde AusreilRer bis zu einem dreifachen IQR sind als Kreise, extreme Ausreifl3er oberhalb des dreifachen
IQR als Dreiecke dargestellt. Die Signifikanz der Unterschiede zwischen den Gruppen verschiedenen
Impfstatus ist durch p-Werte angegeben: n. s. = nicht signifikant, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.
HPV = Humanes Papillomvirus, L1 = engl. late protein 1

Analog zu Tabelle 4 beschreibt Tabelle 5 die Ergebnisse der Messung HPV L1-spezifi-
scher INF-y* T-Helfer-Zellen. Auch hier ergeben sich zwischen den vier Gruppen fiir p <
0,05 keine signifikanten Unterschiede der spezifischen TZ-Antwort auf die Negativ- und
Positivkontrollen. Der Anteil Interferon-y produzierender TT-spezifischer TZ ist etwa
halb so hoch wie der oben beschriebene Anteil TT-spezifischer IL-2" TZ. Die gemesse-
nen E6- / E7-spezifischen INF-y* TZ liegen mit Werten von 0% bis 0,001% genau im
GrolRenbereich der nicht stimulierten Negativkontrolle und sind zwischen den Gruppen

fur p < 0,05 nicht signifikant unterschiedlich.
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Tabelle 5: Anstieg Vakzin-spezifischer Ty1-Zellen abhdngig vom Impfstatus

Unge- 1x 2x 3x Ox vs. 1x vs.
impft Gardasil®- Gardasil®- Gardasil® | 2x/3x 3x
geimpft geimpft geimpft | geimpft | geimpft
Antigen Mittelwert Mittelwert p- Mittelwert Mittelwert
- b - b - b . b
(£ SD)? p-Wert (£ SD) Wert> (£ SD)? p-Wert (£ SD)? p-Wertd | p-Wert
Negativ- 0,001 0 0,001 0,001
kontrolle (£0,003) n.s. (£0) n.s. (£0,003) n.s. (£0,003) n.s. n.s.
Positiv- 0,054 s 0,058 s 0,062 o 0,101 s s
kontrolle TT (i 0,054) - o (i 0,04) - o (i 0,043) S, (i 0,098) . S. . S.
HPV 6 L1 0,004 . 0,021 . 0,042 s 0,034 - s
(£ 0,005) (£0,013) (£ 0,034) o (£0,017) o
HPV 11 L1 0 s 0,013 . 0,043 s 0,038 - .
(£0) o (£0,012) (£ 0,034) o (£0,023)
HPV 16 L1 0 . 0,013 s 0,025 s 0,024 ee s
(£0) (£0,014) o (£0,019) o (£ 0,015) o
HPV 18 L1 0 0,005 ee 0,019 0,014 ee R
(£0) "5 (0,008) *0017) | ™% | (o001
HPV 16 und 0 s 0,001 s 0,001 s 0,001 s s
18 E6/ E7 (+0) > | (£0,003) | (£0,004) > (20,002 i -

TT = Tetanustoxoid, HPV = Humanes Papillomvirus, L1 = engl. late protein 1, E6 / E7 = engl. early pro-
tein6/7

@ Gezeigt sind Mittelwerte mit Standardabweichungen (SD) der prozentualen Anteile Antigen-spezifischer
Interferon-y (INF-y)-positiver T-Helfer-Zellen an der Gesamtmenge aller CD4-positiven T-Zellen fir die
vier nach dem Impfstatus differenzierten Studiengruppen.

® Die Signifikanz der Unterschiede zwischen den Gruppen ist durch p-Werte dargestellt: n. s. = nicht sig-
nifikant, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Die Ergebnisse der HPV L1-spezifischen TZ sind auch fur die INF-y-Farbung graphisch
in Abbildung 8 dargestellt. Mit Ausnahme der bereits beschriebenen leicht positiven Ant-
wort HPV 6 L1-spezifischer Zellen konnten in der Kontrollgruppe auch keine Interferon-y
produzierenden HPV L1-spezifischen TZ gemessen werden. Bei den Probandinnen mit
einer Impfung konnten fir alle HPV-Typen spezifische INF-y* TZ nachgewiesen wer-
den, mit prozentualen Anteilen von 0,005% (HPV 18) bis 0,021% (HPV 6) aller CD4" TZ
betrugen diese aber nur ca. ein bis zwei Drittel der oben beschriebenen spezifischen IL-
2" TZ. Der Anstieg der TZ-Antwort war auch hier fir HPV 6 und 16 fir p < 0,05 als sig-
nifikant anzusehen, fur HPV 11 und 18 liel3 sich noch kein signifikanter Unterschied
festhalten. In Summe betrachtet stieg die HPV L1-spezifische INF-y* Gesamt-TZ-Ant-
wort durch einmalige Gardasil®-Impfung fiir p < 0,05 signifikant an. Bei den Proban-
dinnen mit zweifacher Immunisierung konnte bereits ein doppelt bis mehr als dreimal so
grolRer Anteil spezifischer Interferon-y produzierender Zellen gemessen werden. Insge-

samt war dieser Anstieg der Vakzin-spezifischen TZ-Antwort fur p < 0,01 als hochsigni-
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fikant anzusehen, die Auspragung der INF-y* TZ blieb aber quantitativ auch hier nur
etwa halb so intensiv wie die der oben beschriebenen IL-2* TZ. Auch auf Ebene der
INF-y* TZ fiihrte die Komplettierung des Impfzyklus mit der dritten Impfung, analog zur
IL-2" TZ-Antwort, zu keinem signifikanten Anstieg der HPV L1-spezifischen INF-y* TZ

im Vergleich zu Probandinnen, die bisher nur zwei Impfungen erhalten hatten.
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Abbildung 8: Anstieg Vakzin-spezifischer Ty1-Zellen abhangig vom Impfstatus. Gezeigt sind die
prozentualen Anteile HPV 6, 11, 16 und 18 L1-spezifischer Interferon-y (INF-y)-positiver T-Helfer-Zellen
an der Gesamtmenge aller CD4-positiven T-Zellen differenziert nach der Anzahl erhaltener Gardasil®-
Impfungen. Die Box beschreibt 50% aller Ergebnisse der jeweiligen Gruppe und enthalt den Median. Der
Bereich des maximal 1,5-fachen Interquartilsabstandes (IQR) wird durch die Whiskers gekennzeichnet.
Milde Ausreil3er bis zu einem dreifachen IQR sind als Kreise, extreme Ausreil3er oberhalb des dreifachen
IQR als Dreiecke dargestellt. Die Signifikanz der Unterschiede zwischen den Gruppen verschiedenen
Impfstatus ist durch p-Werte angegeben: n. s. = nicht signifikant, * p < 0,05, ** p < 0,01, ** p < 0,001.
HPV = Humanes Papillomvirus, L1 = engl. late protein 1

Nicht tabellarisch oder graphisch dargestellt sind die Gesamtanteile HPV L1-spezifi-
scher T-Helfer-Zellen (CD4" / CD154") unabhangig der Zytokinproduktion, da sie sich
kaum, wie auch schon aus Abbildung 6 ersichtlich, von den Anteilen CD4* / CD154" /
IL-2" TZ unterscheiden. Um jedoch einen generellen Uberblick iber die Gréenordnung

Gardasil®-induzierter zelluldrer Immunitét zu geben, sei erwahnt, dass sich der mittlere
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Gesamtanteil L1-spezifischer T-Helfer-Zellen fur alle mehrfach geimpften Probandinnen
(zwei- oder dreifach vakziniert) fur die Low-Risk-HPV-Typen auf 0,088% (SD 0,053), fur
HPV 16 auf 0,058% (SD 0,032) sowie fur HPV 18 auf 0,043% (SD 0,027) belief.

3.1.2.2 Nachweis Vakzin-spezifischer T-Helfer-Zellen abhéangig vom HPV-Typ

Aus den in Kapitel 3.1.2.1 prasentierten Resultaten der HPV L1-spezifischen TZ abhan-
gig vom Impfstatus geht bereits hervor, dass die fur die vier verschiedenen HPV-Typen
spezifische TZ-Antwort quantitativ nicht gleichermalien ausgepragt ist. Abbildung 9
zeigt die Ergebnisse der Antigen-spezifischen IL-2* TZ aller 47 geimpften Probandinnen

unabhangig vom Impfstatus und stellt deren Unterschiede abhangig vom HPV-Typ dar.
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Abbildung 9: Die Auspragung der Vakzin-spezifischen T-Zell-Antwort unterscheidet sich abhangig
vom HPV-Typ. Gezeigt sind die prozentualen Anteile spezifischer Interleukin-2 (IL-2)-positiver T-Helfer-
Zellen an der Gesamtmenge aller CD4-positiven T-Zellen fir HPV 6, 11, 16 und 18 L1 sowie flr die nicht
stimulierte TZ-Negativkontrolle (TZ), die Positivkontrolle Tetanustoxoid (TT) und die Infektionskontrolle
HPV 16 und 18 E6 / E7. Die Abbildung bezieht sich auf alle geimpften Probandinnen ohne Differenzie-
rung nach der Anzahl erhaltener Impfdosen. Die Box beschreibt 50% aller Ergebnisse und enthalt den
Median. Der Bereich des maximal 1,5-fachen Interquartilsabstandes (IQR) wird durch die Whiskers ge-
kennzeichnet. Milde Ausreil3er bis zu einem dreifachen IQR sind als Kreise, extreme Ausrei3er oberhalb
des dreifachen IQR als Dreiecke dargestellt. Die Signifikanz der Unterschiede zwischen den HPV-Anti-
genen ist durch p-Werte angegeben: n. s. = nicht signifikant, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. HPV =
Humanes Papillomvirus, L1 = engl. late protein 1, E6 / E7 = early protein6 /7
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Wie aus dem letzten Kapitel bereits hervorgeht, liegt der gemessene Anteil spezifischer
Zellen der TZ-Negativkontrolle und der E6- / E7-,Infektionskontrolle® im Bereich von 0%,

die spezifische Reaktion auf die Positivkontrolle TT ist sehr stark ausgepragt.

Die gemessenen Anteile spezifischer TZ nach Stimulation mit den L1-Antigenen der
beiden Low-Risk-Typen HPV 6 und 11 unterscheiden sich fur p < 0,05 nicht signifikant.
Wie aus Tabelle 6 hervorgeht, liegen ihre aus den Ergebnissen aller geimpften Proban-
dinnen berechneten Mittelwerte bei 0,06%. Fur den weit verbreiteten Vertreter der High-
Risk-Gruppe HPV 16 wird durch die Impfung mit einem Mittelwert von insgesamt 0,04%
ein geringerer Anteil L1-spezifischer TZ gebildet. Verglichen mit den beiden jeweiligen
Vertretern der Low-Risk-Gruppe ist dies fur p < 0,001 als hochsignifikant weniger anzu-
sehen. Fur den zweiten im Impfstoff enthaltenen karzinogenen HPV-Typ HPV 18 konn-
ten wiederum mit einem mittleren Anteil von nur 0,026% weniger L1-spezifische IL-2" T-
Helfer-Zellen nachgewiesen werden. Sowohl im Vergleich zu den beiden jeweiligen
Low-Risk-HPV-Typen als auch im Vergleich zu HPV 16 entspricht dies einer fir p <
0,001 hochsignifikant geringeren Ausbildung HPV 18 L1-spezifischer TZ. Nach Addition
der jeweiligen TZ-Ergebnisse der beiden Low- und High-Risk-Vertreter lasst sich insge-
samt fur die Low-Risk-HPV-Typen eine fur p < 0,001 hochsignifikant starker ausge-
pragte spezifische TZ-Antwort festhalten als fur die karzinogenen High-Risk-Typen
(nicht gezeigt).

Tabelle 6: Die Auspragung der Vakzin-spezifischen T-Zell-Antwort unterscheidet sich abhangig
vom HPV-Typ.

Low-Risk-HPV High-Risk-HPV

MWe | (+ SD)a
HPV6L1> | HPV 11L1b | HPV 16 L1b | HPV 18 L1b

Low-Risk- | HPV6L1> | 0,06 | (0,041)
HPV WPV 11L1o | 006 | (0,045) | n.s.
High-Risk- | HPV 16 L1° | 0,04 | (0,028)

HPV. | Hpv18L1e | 0,026 | (0,02)

HPV = Humanes Papillomvirus, L1 = engl. late protein 1

? Gezeigt sind Mittelwerte (MW) mit Standardabweichungen (SD) der L1-spezifischen Interleukin-2 (IL-2)-
positiven T-Helfer-Zell-Anteile an der Gesamtmenge aller CD4-positiven T-Zellen differenziert nach dem
HPV-Typ. Die Werte beziehen sich auf alle 47 geimpften Probandinnen unabhéngig von der Anzahl er-
haltener Impfdosen.

® Die Signifikanz der Unterschiede zwischen den HPV L1-Antigenen ist durch p-Werte dargestellt: n. s. =
nicht signifikant, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001.

Bei Analyse der HPV L1-spezifischen Interferon-y produzierenden Zellen (nicht gezeigt)

ergeben sich bezuglich der quantitativen Auspragung abhangig vom HPV-Typ die glei-
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chen Unterschiede: Die Anteile HPV 6 und 11 L1-spezifischer TZ zeigen fur p < 0,05
keine signifikanten Unterschiede, wahrend die HPV 16 L1-spezifische INF-y* TZ-Ant-
wort im jeweiligen Vergleich zu beiden Low-Risk-Typen fir p < 0,001 hochsignifikant
geringer ausgepragt ist. HPV 18 L1-spezifische INF-y* TZ lassen sich ebenfalls im Ver-
gleich zu HPV 6, HPV 11 und HPV 16 in fur p < 0,001 hochsignifikant geringerem Malke

nachweisen.

3.1.3 Ergebnisse der Multiplex-Serologie
3.1.3.1 Nachweis Vakzin-spezifischer Antikorper abhdangig vom Impfstatus

Bei 42 der 47 einfach, zweifach oder dreifach geimpften Probandinnen sowie bei allen
16 Mitgliedern der Kontrollgruppe erfolgte eine Bestimmung L1- sowie zusatzlich E6-
und E7-spezifischer AK fur die vier im Impfstoff enthaltenen HPV-Typen. In 41 von 42
Fallen lieBen sich HPV L1-spezifische AK und damit eine Serokonversion bei den ge-
impften Probandinnen nachweisen. Bei einer einfach geimpften Probandin gelang dies
nicht, wobei es sich hierbei nicht um die oben beschriebene Studienteilnehmerin han-
delte, bei der keine L1-spezifischen TZ nachweisbar waren (vgl. Kap. 3.1.2.1). Zudem
hatten sieben einfach geimpfte Probandinnen keine messbaren Anti-HPV 18 L1-Anti-
korper ausgebildet, wohl aber solche gegen die anderen drei HPV-Typen. In der Kon-
trollgruppe wiesen sieben Probandinnen positive Anti-L1-Titer fir einen oder maximal
zwei HPV-Typen auf. Diese waren jedoch quantitativ um ein Vielfaches geringer ausge-
pragt als solche der geimpften Studienteilnehmerinnen. In allen sieben Fallen war HPV
6 beteiligt.

Tabelle 7 zeigt analog zu den in Kapitel 3.1.2.1 beschriebenen TZ-Ergebnissen die Mit-
telwerte der fur das jeweils aufgefliihrte HPV-Antigen spezifischen AK-Titer aller vier
Studiengruppen. Wie in Kapitel 3.1.1.4 bereits erwahnt, befinden sich die Titer der Anti-
E-Antikdrper, deren Antigene nicht in der Vakzine enthalten sind, allesamt im Referenz-
bereich von maximal 50 MFI und unterscheiden sich fur p < 0,05 zwischen den Grup-

pen nicht signifikant.
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Tabelle 7: Anstieg Vakzin-spezifischer Antikérper abhangig vom Impfstatus

Unge- 1x 2x 3x Oxvs. | Oxvs. | 1xvs.
impft Gardasil® Gardasil® Gardasil® | 2xge- | 3xge- | 3x ge-
-geimpft -geimpft -geimpft | impft | impft | impft
Antigen Mittel- o Mittel- o Mittel- o Mittel- o b o
wert i wert i wert i wert ) i -
Wert? Wert? Wert? Wertt | Wertc | Wert
@SDp | o | espp | o | @spp | o | (espe | C ¢ ¢
HPV 6 L1 113 " 3069 s 4597 s 5801 re xe .
(£ 138) (£4212) o (£ 1955) o (£ 1940)
HPV 11 L1 51 R 2381 s 3565 . 5954 ee er ee
(+ 60) (+£3102) o (£ 1806) (+ 2605)
HPV 16 L1 60 3139 4646 7727 " er -
n.s. n.s. n.s.
(£ 118) (+ 5695) (+3233) (£ 3479)
HPV 18 L1 28 s 1185 s 1138 " 2975 s e o
( 80) o (£ 2250) o (£ 574) (£ 1861) o
HPV 6 E6 5 n.s ! n.s ! n.s 10 n.s n.s n.s
(£4) o (£5) o (£5) o (£9) '
HPV 6 E7 1 n.s 1 n.s 3 n.s 2 n.s n.s n.s
(£1) o (£4) o (£5) o (£2) '
HPV 11 E6 19 s 12 s 18 s 27 s s s
(% 33) o (£ 8) o (x21) o (£31) '
HPV 1 ET 3 n.s 1 n.s 2 n.s 1 n.s n.s n.s
(£2) o (2 o (£ 4) o (£5) '
HPV 16 E6 10 s 9 s 29 s 21 s s s
(x4) o (£4) o (£51) o (£ 28) '
HPV 16 E7 26 s 2 s 3 s 7 s s s
(£52) o (£5) o (£2) o (£ 14) '
HPV 18 E6 45 s 5 s 6 s 6 s s s
(% 156) o (x4) o (£4) o (£4) '
HPV18 E7 ! n.s 3 n.s 1 n.s 0 n.s n.s n.s
(£4) o (2 o (£ 10) o (£13) o o o

HPV = Humanes Papillomvirus, L1 = engl. late protein 1, E6 / E7 = engl. early protein 6 / 7

@ Gezeigt sind Mittelwerte mit Standardabweichungen (SD) der HPV-Antigen-spezifischen Antikorpertiter
in median fluorescence intensity (MFI) firr die vier nach dem Impfstatus differenzierten Studiengruppen.

® Die Signifikanz der Unterschiede zwischen den Gruppen ist durch p-Werte dargestellt: n. s. = nicht sig-
nifikant, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Die fur die vier HPV L1-Antigene spezifischen AK-Titer sind zusatzlich in Abbildung 10
graphisch dargestellt. Betrachtet man die ungeimpfte Kontrollgruppe, fallt lediglich fur
HPV 6 ein leicht erhdhter L1-spezifischer AK-Titer auf. Die anderen drei HPV-Typen lie-
gen mit Werten unterhalb von 100 bzw. 119 MFI im Referenzbereich. Der Nachweis
HPV 6 L1-spezifischer AK deckt sich mit der fur die Kontrollgruppe geringfugig erhdhten
HPV 6 L1-spezifischen TZ-Antwort, die sowohl in IL-2- als auch in INF-y-Farbung dar-

stellbar war (vgl. Kap. 3.1.2.1). Nach einer Gardasil®-Impfung lassen sich fiir alle vier
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HPV-Typen L1-spezifische AK messen. Fir HPV 6 mit einem durchschnittlichen Titer
von 3069 MFI stellt sich dieser Anstieg im Vergleich zur Kontrollgruppe fir p < 0,01 als
hochsignifikant dar, der durchschnittliche Anti-HPV 11-Titer von 2381 MFI unterscheidet
sich fir p < 0,05 signifikant von den Titern der ungeimpften Probandinnen. Die High-
Risk-Typen HPV 16 und 18 erreichen spezifische AK-Titer von 3139 und 1185 MFI, dies
ist fur p < 0,05 jedoch im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht als signifikant anzusehen.
Fasst man die vier AK-Titer zusammen, kann man gemaf Abbildung 10 insgesamt fest-
halten, dass die erste Gardasil®-Vakzinierung einen fiir p < 0,05 signifikanten Anstieg
der HPV L1-spezifischen AK-Antwort erzeugt. Gleiches konnte man auch fir die HPV
L1-spezifischen TZ bei Vergleich von ungeimpften und einfach geimpften Probandinnen

zeigen (vgl. Kap. 3.1.2.1).
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Abbildung 10: Anstieg Vakzin-spezifischer Antikérper abhangig vom Impfstatus. Gezeigt sind die
Titer HPV 6, 11, 16 und 18 L1-spezifischer Antikbrper in median fluorescence intensity (MFI) differenziert
nach der Anzahl erhaltener Gardasil®-lmpfungen. Die Box beschreibt 50% aller Ergebnisse der jeweiligen
Gruppe und enthalt den Median. Der Bereich des maximal 1,5-fachen Interquartilsabstandes (IQR) wird
durch die Whiskers gekennzeichnet. Milde Ausreil3er bis zu einem dreifachen IQR sind als Kreise, ex-
treme Ausreiller oberhalb des dreifachen IQR als Dreiecke dargestellt. Die Signifikanz der Unterschiede
zwischen den Gruppen verschiedenen Impfstatus ist durch p-Werte angegeben: n. s. = nicht signifikant, *
p < 0,05, ** p <0,01, ™ p <0,001. HPV = Humanes Papillomvirus, L1 = engl. late protein 1
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Fir die Studienteilnehmerinnen mit zweimaliger Impfung lieRen sich mit L1-spezifischen
AK-Titern von 4597, 3565 und 4646 MFI fur die HPV-Typen 6, 11 und 16 im Vergleich
zu den Mitgliedern der einfach geimpften Gruppe hoéhere Titer messen, der Unterschied
ist jedoch fur p < 0,05 nicht signifikant. Der Anti-HPV 18 L1-Titer entsprach sogar mit
1138 MFI in etwa dem der einfach geimpften Gruppe. Dementsprechend fihrte die
zweite Gardasil®-Impfung insgesamt zu keinem signifikanten Anstieg der Vakzin-spezi-
fischen AK, wohl aber zu einem hochsignifikanten Anstieg der HPV L1-spezifischen
CD4" TZ (vgl. Kap. 3.1.2.1). Die Probandinnen mit abgeschlossenem Impfzyklus wiesen
nach der dritten Impfung L1-spezifische AK-Titer in Héhe von knapp 6000 MFI fir HPV
6 und 11 auf. Bezuglich HPV 16 war ein L1-spezifischer AK-Titer von 7727 und fur HPV
18 von 2975 MFI messbar. Insgesamt bedeutete dies einen fur p < 0,05 signifikanten
Anstieg der HPV L1-spezifischen AK durch die dritte HPV-Impfung. Dies steht im Ge-
gensatz zu den Vakzin-spezifischen TZ, die, wie in Kapitel 3.1.2.1 beschrieben, durch

die dritte Immunisierung keinen weiteren Anstieg erfahren.

3.1.3.2 Nachweis Vakzin-spezifischer Antikorper abhdangig vom HPV-Typ

Auch aus den in Kapitel 3.1.3.1 beschriebenen Ergebnissen geht bereits hervor, dass
die prophylaktische Impfung nicht fir jeden der vier HPV-Typen zu einer quantitativ
gleichen Ausbildung L1-spezifischer AK flhrt. Tabelle 8 zeigt deswegen die Mittelwerte
der HPV 6-, 11-, 16- und 18-spezifischen AK-Titer aller 42 geimpften Probandinnen, mit
deren Blut der serologische Nachweis durchgefuhrt wurde, und stellt die Unterschiede
zwischen den HPV-Typen unabhangig vom Impfstatus dar. Die ungeimpfte Kontroll-

gruppe wurde hierbei nicht bertcksichtigt.

Tabelle 8: Die Auspragung der Vakzin-spezifischen Antikérper-Antwort unterscheidet sich abhén-
gig vom HPV-Typ.

Low-Risk-HPV High-Risk-HPV
MWz | (+SD)a
HPV 6 L1 | HPV 11L1b | HPV 16 L1b | HPV 18 L1b
Low-Risk- | HPVBL1 | 4518 | (3058)
HPV. I HPV 11 L1b | 4024 | (+2945) n.s.
High- | HPV16L10 | 5244 | (£4622) | n.s. n.s.
Risk-HPV | Hpy 18 Lo | 1810 | (+1912)

HPV = Humanes Papillomvirus, L1 = engl. late protein 1

@ Gezeigt sind Mittelwerte (MW) mit Standardabweichungen (SD) der L1-spezifischen Antikorpertiter in
median fluorescence intensity (MFI) differenziert nach dem HPV-Typ. Die Werte beziehen sich auf 42
geimpfte Probandinnen unabhangig von der Anzahl erhaltener Impfdosen.

® Die Signifikanz der Unterschiede zwischen den HPV L1-Antigenen ist durch p-Werte dargestellt: n. s. =
nicht signifikant, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001.
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Die Mittelwerte der AK-Titer fur die beiden Low-Risk-Vertreter sind quantitativ ver-
gleichbar ausgepragt und unterscheiden sich auch fur p < 0,05 nicht signifikant vonein-
ander. Dies entspricht den Anteilen HPV 6- und 11-spezifischer TZ, die sich ebenfalls
nicht signifikant unterscheiden (vgl. Kap. 3.1.2.2). Fir HPV 16 L1 sind insgesamt etwa
16% bzw. 30% mehr spezifische AK nachweisbar als fur die beiden Low-Risk-Vertreter.
Dieser Unterschied ist jedoch fur p < 0,05 nicht signifikant. Im Gegensatz dazu waren
fur HPV 16 hochsignifikant weniger spezifische TZ messbar als fur HPV 6 und 11 (vgl.
Kap. 3.1.2.2). Anti-HPV 18 L1-Antikérper werden mit einem Titer von 1810 MFI mit Ab-
stand am wenigsten ausgebildet und unterscheiden sich in ihrer quantitativen Auspra-
gung dementsprechend fur p < 0,001 jeweils hochsignifikant von den drei anderen
HPV-Typen. Entsprechendes liel3 sich bereits bei Analyse der TZ-Ergebnisse flr den
Anteil HPV 18 L1-spezifischer TZ feststellen (vgl. Kap. 3.1.2.2).

3.1.4 Korrelation Gardasil®-induzierter zelluldrer und humoraler Immunitt

Aus den vorangehenden Kapiteln gehen bereits Gemeinsamkeiten und Unterschiede
der Gardasil®-induzierten T-zelluldren und humoralen Immunantwort hervor. So fiihrt
die erste Impfung zu einem signifikanten Anstieg HPV L1-spezifischer T-Helfer-Zellen
und AK. Wahrend auf Ebene des humoralen Immunsystems die spezifischen AK-Titer
mit der zweiten Vakzinierung nur gering steigen und dann erst durch die dritte Impfung
einen entscheidenden, signifikanten Anstieg erfahren, werden auf Ebene der CD4" TZ
maximale Anteile spezifischer Zellen schon nach der zweiten Impfung erreicht. Die
Komplettierung des Impfzyklus bringt keinen weiteren signifikanten Anstieg HPV L1-
spezifischer TZ mit sich. Bei differenzierter Betrachtung der einzelnen HPV-Typen fallt
auf, dass die im Impfstoff enthaltenen VLP von HPV 16 die meisten spezifischen AK in-
duzieren. HPV 16 L1-spezifische TZ hingegen sind im Blut geimpfter Probandinnen
hochsignifikant weniger nachweisbar als spezifische Zellen fur HPV 6 und 11 L1. Die
Immunantwort auf HPV 18 unterscheidet sich sowohl durch den niedrigsten AK-Titer als
auch durch den niedrigsten Anteil spezifischer T-Helfer-Zellen hochsignifikant von der

auf die drei anderen HPV-Typen.

Es bleibt nun zu Uberprifen, inwiefern die Vakzin-spezifische humorale und T-zellulare
Immunantwort zusammenhangen und die Frage zu beantworten, ob hohe Frequenzen
spezifischer T-Helfer-Zellen auch mit hohen AK-Titern einhergehen. Abbildung 11 zeigt
graphisch die Korrelation von L1-spezifischem TZ-Anteil (IL-2") und AK-Titer fiir jede
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einzelne Studienteilnehmerin, mit deren Blut TZ-Assay und serologischer Assay durch-
gefuhrt wurden. Hierbei wurden 58 Probandinnen berucksichtigt, deren Ergebnisse dif-

ferenziert nach den Studiengruppen dargestellt sind.
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Abbildung 11: Vakzin-induzierte HPV L1-spezifische T-Helfer-Zellen und Antikérper (AK) korrelie-
ren nicht miteinander. Gezeigt ist die Korrelation late protein 1 (L1)-spezifischer Interleukin-2 (IL-2)-po-
sitiver T-Helfer-Zellanteile (%) und L1-spezifischer AntikOrpertiter (median fluorescence intensity) fiir 58
Probandinnen differenziert nach Impfstatus und HPV-Typ. TZ = T-Zelle, HPV = Humanes Papillomvirus

Aus dem Streudiagramm ist keine eindeutig charakteristische Anordnung der fur die
einzelnen Probandinnen in Zusammenhang gebrachten TZ- und AK-Ergebnisse er-
sichtlich. Dies lasst vermuten, dass zwischen den Anteilen HPV L1-spezifischer T-Hel-
fer-Zellen und den jeweiligen L1-spezifischen AK-Titern keine oder zumindest keine

hochsignifikanten Korrelationen bestehen.

Um dies zu Uberprifen, wurde die Korrelation des IL-2* TZ-Anteils und des spezifischen
AK-Titers jeweils fur die vier HPV L1-Antigene nach Pearson berechnet. Dies erfolgte,
im Gegensatz zur graphischen Darstellung in Abbildung 11, unabhangig von der jeweili-
gen Studiengruppe fur die Mittelwerte aller 42 geimpften Probandinnen, mit deren Blut
beide Assays durchlaufen wurden (vgl. auch Kap. 2.5). Die Kontrollgruppe wurde nicht
berticksichtigt. Wie Tabelle 9 zu entnehmen ist, konnte lediglich fur die HPV 16 L1-spe-
zifischen CD4" TZ und AK mit einem Korrelationskoeffizienten nach Pearson von 0,310
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eine fir p < 0,05 signifikante Korrelation ermittelt werden. Fir die anderen drei HPV L1-
Antigene wurde mit Koeffizienten zwischen 0,038 und 0,251 keine fur p < 0,05 signifi-

kante Korrelation festgestellt.

Tabelle 9: Vakzin-induzierte HPV L1-spezifische T-Helfer-Zellen und Antikérper korrelieren nicht
miteinander. Gezeigt ist die Korrelation nach Pearson des HPV L1-spezifischen Interleukin-2 (IL-2)-posi-
tiven T-Helfer-Zell-Anteils und des HPV L1-spezifischen Antikorpertiters.

Antigen Koeffizient der TZ-AK-Korrelationa p-Wert>
HPV 6 L1 0,251 n.s.
HPV 11 L1 0,236 n.s.
HPV 16 L1 0,310 *
HPV 18 L1 0,038 n.s.

HPV = Humanes Papillomvirus, L1 = engl. late protein 1

@ Dargestellt sind die Korrelationskoeffizienten fir die Mittelwerte der T-Zell (TZ)- und Antikérper (AK)-Er-
gebnisse 42 geimpfter Probandinnen unabhangig von der Anzahl erhaltener Impfdosen.

® Die Signifikanz der Korrelation ist durch p-Werte dargestellt: n. s. = nicht signifikant, * p < 0,05, ** p <
0,01, *** p <0,001.

3.1.5 Sonderbeobachtungen bei Probandinnen mit auffalligem HPV-Status

Als Zusatzinformation zur eigentlichen Fragestellung soll in diesem Kapitel eine anek-
dotische Beschreibung der Ergebnisse einzelner Probandinnen erfolgen, bei denen
Verdacht auf eine natirliche HPV-Infektion bestand. Der Verdacht begriindete sich
hierbei auf einen positiven serologischen Anti-E-Titer, auf den Nachweis E6- / E7-spezi-
fischer TZ fur die HPV-Typen 16 und 18 oder auf eine auffallige HPV-Anamnese, die
mittels Fragebogen erhoben wurde. Bei den ungeimpften Probandinnen der Kontroll-
gruppe war zudem ein positiver Anti-L1-Titer als Hinweis auf einen HPV-Kontakt anzu-

sehen.

Tabelle 10 fasst samtliche Probandinnen zusammen, bei denen mindestens einer der
genannten Parameter Verdacht auf eine HPV-Infektion erweckte. Dem jeweils auffalli-
gen Charakteristikum wurden die weiteren Ergebnisse der Probandin zugeordnet und

Uberprift, ob diese den Verdacht erharten konnten.
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Tabelle 10: Ein serologisch oder anamnestisch positiver HPV-Status korreliert nur in wenigen Fal-
len mit einem liberdurchschnittlich hohen Anteil spezifischer T-Helfer-Zellen.

Impfstatus | Verdachtiger . b CD4+/ CD154* TZ (gesamt, | Anamnese?
der HPV-Typ Serologie (MFI) INF-y* und IL-2* in %)
Probandin Anti-E6- | Anti-E7- | Antil1- | 16/18E- | L1-
Titera Titera Titera Antwort, Antwort?
wenn HPV
16/18
auffallig
3x Gardasil® | 11 79 1d -13 3247 0,151 unauffallig
0,08 1
0,14 1
3x Gardasil® | unbekannt unauffallig unauffallig unauffallig unauffallig unauffallig ausgeheilte
HPV-Infek-
tion, Typ
unbekannt
3x Gardasil® | 11 1121 -1 2300 0,02 Jungfrau
0,01
0,01
3x Gardasil® | 16 122 ¢ 0 8522 1 0 0,06 Jungfrau
0 0,02
0 0,04
2x Gardasil® | 16 196 1 9 6864 1 0,01 0,03 unauffallig
0 0,01
0,01 0,01
2x Gardasil® | 18 4 0 1243 0,02 1 0,111 ausgeheilte
0,011 0,07 1 HPV 18-
0,011 0,09 1 Infektion
2x Gardasil® | 11 871 -9 5227 1 0,03 unauffallig
0,01
0,02
1x Gardasil® | unbekannt unauffallig unauffallig unauffallig unauffallig unauffallig Condylome
1x Gardasil® | Low-Risk unauffallig unauffallig unauffallig unauffallig unauffallig Condylome
Low-Risk-
Infektion
1x Gardasil® | unbekannt unauffallig unauffallig unauffallig unauffallig unauffallig ausgeheilte
HPV-Infek-
tion, Typ
unbekannt
ungeimpft 6 5 2 198 1 0,04 1 einmalig Pap
0,011 i
0,02 1
1 7 4 259 1 0,02 1
0
0,01
ungeimpft 6 3 0 104 1 0,01 keine
0 Vorsorge
0,01
16 1 3 481 1 0,01 0,01
0 0
0 0
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ungeimpft 6 14 3 186 1 - 0,03 1 Jungfrau
0,011
0,01
ungeimpft 6 2 0 179 1 - 0 Jungfrau
0
0
ungeimpft 6 4 0 106 1 - 0,02 unauffallig
0,01
0,01
18 629 1 -1 329 1 0,01 0,01
0 0
0 0
ungeimpft 16 16 159 1 12 0,01 0,01 keine Angabe
0 0
0 0,01
ungeimpft 6 2 -1 522 1 - 0,01 keine Angabe
0
0
16 9 10 145 1 0,01 0,01
0 0
0 0
ungeimpft 16 6 921 17 0,01 0,01 Jungfrau
0 0
0 0
ungeimpft 6 3 0 2811 - 0,02 unauffallig
0
0,01
ungeimpft 11 139 1 9 57 - 0,03 1 unauffallig
0
0
16 22 1321 34 0,04 1 0,03 1
0 0
0 0

HPV = Humanes Papillomvirus, L1 = engl. late protein 1, E6 / E7 = engl. early protein 6/ 7

@ Gezeigt sind die Ergebnisse von 20 Probandinnen, die durch erhohte serologische Anti-E-Titer, durch
erhdhte Anti-L1-Titer (nur Kontrollgruppe), durch den Nachweis HPV 16 und 18 E6- / E7-spezifischer T-
Helfer-Zellen oder durch eine positive HPV-Anamnese im Fragebogen auffallig geworden waren.

b Antikorpertiter sind in median fluorescense intensity (MFI) angegeben.

° T-Zell-Ergebnisse sind in prozentualen Anteilen am Gesamtanteil aller CD4-positiven T-Zellen (TZ) an-
gegeben. Die erste Zahl bezieht sich hierbei jeweils auf alle spezifischen T-Helfer-Zellen (CD4/CD154"),
die zweite nur auf solche mit Interferon-y (INF-y)- und die letzte nur auf Zellen mit Interleukin-2 (IL-2)-
Produktion.

4 Werte, die den Referenzbereich iiberschreiten (Anti-E-Titer, Anti-L1-Titer der Kontrollgruppe) oder die
Uber dem Gruppendurchschnitt liegen (Anti-L1-Titer der Impfgruppen, T-Zell-Ergebnisse) sind fett ge-
druckt und durch das Symbol 1 gekennzeichnet.

Von den dreifach geimpften Probandinnen fielen drei durch erhdhte Anti-E6-Titer fur
HPV 11 oder 16 sowie eine durch die anamnestische Angabe einer ausgeheilten HPV-
Infektion unbekannten Types auf. Eine der Anti-HPV 11 EG6-positiven Probandinnen
wies zudem im Vergleich zu ihrer Gruppe uberdurchschnittlich viele HPV 11 L1-spezifi-
sche CD4" TZ auf. Bei der Probandin mit erhéhtem Anti-E6-Titer fir HPV 16 war auch
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fur das Antigen HPV 16 L1 ein Uberdurchschnittlich hoher AK-Titer messbar. Alle ande-
ren Ergebnisse dieser vier Frauen lagen im Referenzbereich bzw. in einem Bereich, der
mit dem Durchschnitt der Studiengruppe vergleichbar war. Im Falle der Probandin, die
eine bekannte HPV-Infektion im Fragebogen angab, ist darauf hinzuweisen, dass die
Infektion nicht zwingend durch einen in der Vakzine enthaltenen HPV-Typ verursacht
sein musste. Zwei der vier beschriebenen dreifach geimpften Probandinnen mit Hinwei-
sen auf eine mogliche HPV-Infektion gaben an, bisher noch keinen sexuellen Kontakt

gehabt zu haben.

Bei drei Mitgliedern der Gruppe mit zweifacher Gardasil®-lmpfung waren Hinweise auf
eine HPV-Infektion ersichtlich. Eine Probandin fiel durch einen erhdéhten Anti-HPV 16
E6-Titer auf. Dieser korrelierte mit einem Uberdurchschnittlich hohen AK-Titer fur das
L1-Antigen des gleichen HPV-Typs. Diese Konstellation war auch bei einer zweiten
Probandin zu beobachten, allerdings handelte es sich in diesem Fall um HPV 11 als
moglichen Infektionsausloser. Die dritte auffallige Probandin dieser Gruppe gab eine
ausgeheilte HPV 18-Infektion im Fragebogen an. Sie wies mit insgesamt 0,11% einen
fur ihre Gruppe Uberdurchschnittlichen Anteil HPV 18 L1-spezifischer TZ auf. Insgesamt
0,07% INF-y* und 0,09% IL-2" HPV 18 L1-spezifische Zellen konnten in ihrem Blut
nachgewiesen werden, was die Mittelwerte der zweifach geimpften Gruppe fur HPV 18
L1-spezifische TZ um das 3,7- bzw. 2,6-fache Ubersteigt (vgl. Kap. 3.1.2.1). Zudem war
bei ihr mit insgesamt 0,02% (IL-2" 0,01%, INF-y* 0,01%) auch eine geringe Anzahl E6- /

E7-spezifischer TZ messbar.

Von den einfach geimpften Studienteilnehmerinnen berichteten zwei Frauen, bereits an
Condylomen gelitten zu haben, eine der beiden hatte im Rahmen der Erkrankung auch
die Diagnose einer Low-Risk-Infektion erhalten. Eine dritte Probandin gab anam-
nestisch eine ausgeheilte HPV-Infektion unbekannten Typs an. Samtliche serologischen
Daten sowie die TZ-Ergebnisse dieser drei Probandinnen lagen im Referenzbereich
bzw. waren mit dem Gruppendurchschnitt vergleichbar. Hier sei aber erneut darauf hin-
gewiesen, dass die im Fragebogen angegebenen Erkrankungen nicht zwingend Impf-

typ-assoziiert sein mussten.

In der Kontrollgruppe bestanden bei zehn Probandinnen Auffalligkeiten bezuglich einer
moglichen fruheren oder bestehenden HPV-Infektion. Diese ungleich hohere Zahl im

Vergleich zu den anderen drei Studiengruppen erklart sich durch das Auffinden von sie-
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ben ungeimpften Probandinnen, die Anti-HPV L1-Titer oberhalb des Referenzbereichs
von 100 (HPV 6, 16, 18) bzw. 119 MFI (HPV 11) aufwiesen. Da in den anderen drei
Gruppen bei den Teilnehmerinnen ohnehin hoch positive Anti-L1-Titer auf Grund der
Impfung gemessen wurden, konnten diese nicht mehr als mogliche Anhaltspunkte flr
eine natlrliche Infektion dienen. Dies hatte nur an Hand von hier nicht zur Verfigung
stehenden Praimmun-Seren der gleichen Probandinnen erfolgen konnen. Im Falle der
sieben genannten Frauen handelte es sich ausnahmslos um den Anti-L1-Titer fur HPV
6. Vier von ihnen wiesen jedoch zusatzlich erhdhte AK-Titer fur einen zweiten HPV-Typ
auf. In nur zwei Fallen korrelierte die beschriebene erhdhte Zahl an Anti-L1-Antikdrpern
mit weiteren Auffalligkeiten. So wies eine Probandin mit Anti-L1-Titern von 198 und 259
MFI fur HPV 6 und 11 auch im Vergleich zum Gruppendurchschnitt erhdhte Frequenzen
spezifischer T-Helfer-Zellen fur diese beiden HPV-Typen auf. Zudem berichtete sie,
einmalig durch einen zytologischen Abstrich der Kategorie Pap Il auffallig geworden zu
sein. Bei einer weiteren Probandin, welche im Fragebogen angab, bisher nicht sexuell
aktiv gewesen zu sein, war ein erhohter Anti-HPV 6 L1-Titer mit erhohten Frequenzen
HPV 6 L1-spezifischer CD4" TZ assoziiert.

Vier Probandinnen der Kontrollgruppe fielen durch erhéhte Anti-E-Titer auf. In einem
Fall war ein gegenuber dem Gruppendurchschnitt 14-fach erhohter Anti-HPV 18 E6-Ti-
ter von 629 MFI begleitet von einem ebenfalls erhohten Anti-L1-Titer des gleichen Vi-
rustyps. Bei einer zweiten Probandin waren fur HPV 11 sowohl vermehrt E6-spezifische
AK als auch im Vergleich zur Gruppe Uberdurchschnittlich viele L1-spezifische TZ
nachweisbar. Zudem wies bei dieser Studienteilnehmerin ein erhéhter Anti-HPV 16 E7-
Titer auf eine mogliche Infektion mit diesem HPV-Typ hin. Dies wurde durch einen An-
teil von HPV 16 und 18 E6- / E7-spezifischen TZ von 0,04% sowie durch einen HPV 16
L1-spezifischen TZ-Anteil von 0,03% bekraftigt. Die weiteren beiden Probandinnen wie-
sen zwar erhdhte Anti-HPV 16 E7-Titer auf, weitere Auffalligkeiten waren jedoch nicht
zu verzeichnen. AbschlielRend ist zu erwahnen, dass von den zehn in diesem Abschnitt
beschriebenen Studienteilnehmerinnen drei die Angabe machten, bisher noch keinen

sexuellen Kontakt gehabt zu haben.

Insgesamt lasst sich zusammenfassen, dass sich bei 9 von 20 Probandinnen, bei de-
nen durch mindestens einen der beschriebenen Parameter Verdacht auf eine naturliche

HPV-Infektion bestand, dieser Verdacht durch weitere auffallige Ergebnisse erharten

62



lie®. In funf Fallen drickte sich dies auch in tberdurchschnittlich hohen Anteilen HPV

EG- / E7- oder L1-spezifischer T-Helfer-Zellen aus.

3.2 Ergebnisse der integrierten Longitudinalstudie

3.2.1 Studienkollektiv der Longitudinalstudie

Die elf Probandinnen, die in die Verlaufsbeobachtung eingeschlossen wurden, wiesen
ein Durchschnittsalter von 24 Jahren (SD 2,3) auf.

Die erste Blutentnahme erfolgte noch im Rahmen der Querschnittsstudie im Schnitt
neun Wochen (SD 6) nach der ersten Gardasil®-Impfung. Zwischen zweiter Impfung
und der darauffolgenden Blutentnahme lagen durchschnittlich sechs Wochen (SD 3).
Die letzte Blutentnahme wurde im Durchschnitt funf Wochen (SD 2) nach der dritten
Impfung durchgefuhrt. Die genannten Unterschiede bezlglich des Zeitintervalls zwi-

schen Impfung und Blutentnahme sind fur p < 0,05 statistisch nicht signifikant.

Auf eine weitere Analyse des Kollektivs der Verlaufsstudie bezuglich immunologischer
Auffalligkeiten, gynakologischer Anamnese oder des Sexuallebens wurde verzichtet, da
alle elf Probandinnen bereits Mitglieder der einfach geimpften Gruppe der Querschnitts-
studie waren und eine differenzierte Beschreibung der Charakteristika der Quer-
schnittsstudiengruppen bereits erfolgte (vgl. Kap. 3.1.1). Es bleibt jedoch auf mdgliche
geringfugige Unterschiede hinzuweisen, da nur 11 der 15 Probandinnen der ursprungli-
chen einfach geimpften Gruppe der Querschnittsstudie in die Verlaufsbeobachtung

ubernommen werden konnten.

3.2.2 Vakzin-spezifische T-Helfer-Zellen im Impfverlauf

Im Rahmen der Longitudinalstudie konnten bei zehn von elf Teilnehmerinnen nach allen
drei Impfungen HPV L1-spezifische TZ mit Frequenzen oberhalb derer der Negativkon-
trolle im Vollblut ex vivo nachgewiesen werden. Lediglich bei einer Probandin war erst
nach der dritten Gardasil®-lmmunisierung eine Darstellung HPV L1-spezifischer TZ

moglich.

Abbildung 12 zeigt die Verlaufe der L1-spezifischen IL-2" T-Helfer-Zellantwort aller elf
Probandinnen wahrend des Impfzyklus mit insgesamt drei Gardasil®-Immunisierungen.
Bereits nach der ersten Impfung sind L1-spezifische TZ, fir HPV 6 und 11 in hdherem,

fur HPV 16 und 18 in niedrigerem Male, nachweisbar. Diese erfahren durch die zweite
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Immunisierung bei fast allen Probandinnen einen weiteren Anstieg. Die letzte Impfung
hingegen fuhrt zu einem individuell stark unterschiedlichen Verlauf der TZ-Antwort. So
reagieren einige Probandinnen mit einem weiteren Anstieg, wahrend bei anderen eine
geringere HPV L1-spezifische T-Helfer-Zellzahl gemessen wird als nach der zweiten
Dosis Gardasil®. Des Weiteren ist der Abbildung zu entnehmen, dass sich die Vakzin-
spezifische TZ-Antwort zwar individuell sowohl quantitativ als auch qualitativ unter-
scheidet, bezuglich der vier verschiedenen HPV-Typen weisen die einzelnen Proban-

dinnen jedoch qualitativ gleichféormige Verlaufe der TZ-Reaktion auf.
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Abbildung 12: Individueller Verlauf der HPV L1-spezifischen Interleukin (IL-2)-positiven T-Helfer-
Zellantwort wahrend des Impfzyklus bei elf verschiedenen Probandinnen. HPV = Humanes Papil-
lomvirus, L1 = engl. late protein 1

Tabelle 11 zeigt die Mittelwerte der fiir das jeweilige Antigen spezifischen IL-2" TZ-Ant-
wort nach allen drei Impfungen. Die Darstellung erfolgte analog der Ergebnis-Tabellen
der Querschnittsstudie. Die Mittelwerte der spezifischen IL-2" TZ der nicht stimulierten

Negativkontrollen liegen im Bereich zwischen 0% und 0,001% und unterscheiden sich
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fur p < 0,05 nicht signifikant zwischen den drei Zeitpunkten im Impfverlauf. Alle Proban-
dinnen reagierten auf die Positivkontrolle SEB, wobei sich die Ergebnisse (nicht ge-
zeigt) fur p < 0,05 nicht signifikant zwischen den drei Messungen unterscheiden. Auf
eine Stimulation mit der zweiten Positivkontrolle TT wurde im Rahmen der Longitudi-
nalstudie verzichtet. Die nach Stimulation mit den E6- und E7-Antigenen gemessenen
spezifischen TZ liegen mit 0% bis 0,003% im Bereich der Negativkontrolle und steigen

zudem fur p < 0,05 nicht signifikant im Impfverlauf an.

Tabelle 11: Anstieg Vakzin-spezifischer T-Helfer-Zellen im Impfverlauf

1x Gardasil®- 2x Gardasil®- 3x Gardasil®- 1x vs. 3x
geimpft geimpft geimpft geimpft
Antigen Mittelwert Mittelwert Mittelwert
(£ SD) p-Wert® (£ SD) p-Wertb (£ SD) p-Wert>
Negativ- 0,001 0 0,001
kontrolle (+0,003) s (£0) n-s (+0,003) n-s
HPV 6 L1 0,035 s 0,072 s 0,085 .
(£0,017) o (£0,073) o (£ 0,059)
HPV 11 L1 0,03 0,07 s 0,069 .
(£ 0,019) (£ 0,064) o (+0,053)
HPV 16 L1 0,019 s 0,051 s 0,05 s
(£0,012) o (£ 0,056) o (£ 0,038) o
HPV 18 L1 0,012 s 0,027 s 0,034 s
(£ 0,009) o (£0,037) o (£0,033) o
HPV 16 und 18 0,001 s 0,001 s 0,003 s
E6/E7 (+0,003) - (+0,003) - (0,005) "

HPV = Humanes Papillomvirus, L1 = engl. late protein 1, E6 / E7 = engl. early protein 6 / 7

@ Gezeigt sind Mittelwerte mit Standardabweichungen (SD) der prozentualen Anteile Antigen-spezifischer
Interleukin-2 (IL-2)-positiver T-Helfer-Zellen an der Gesamtmenge aller CD4-positiven T-Zellen fir drei
verschiedene Zeitpunkte im Impfzyklus.

® Die Signifikanz der Unterschiede zwischen den Zeitpunkten ist durch p-Werte dargestellt: n. s. = nicht
signifikant, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Die Ergebnisse fur die vier Vakzin-Antigene HPV 6, 11, 16 und 18 L1 sind zusatzlich
auch graphisch in Abbildung 13 dargestellt. Nach erster Impfung — die dazugehdrigen
Messungen fanden noch im Rahmen der Querschnittsstudie statt — lieen sich L1-spe-
zifische TZ-Frequenzen zwischen minimal 0,012% far HPV 18 und maximal 0,035% fur
HPV 6 messen. Die zweite Impfung flhrte zu mehr als einer Verdopplung der spezifi-
schen TZ-Anteile auf 0,072% fur HPV 6, 0,07% fur HPV 11, 0,051% fur HPV 16 und
0,027% fur HPV 18 L1. Der genannte Anstieg ist jedoch nur fur HPV 11 L1 fur p < 0,05
als statistisch signifikant anzusehen. Fasst man die genannten Ergebnisse der vier HPV

L1-Antigene zusammen, zeigt sich insgesamt ein fir p < 0,05 signifikanter Anstieg der
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Vakzin-spezifischen T-Helfer-Zellen durch die Gabe einer zweiten Dosis des HPV-Impf-
stoffes (vgl. Abbildung 13). Die dritte und letzte Impfung hingegen fuhrte auch im Rah-
men dieser Verlaufsbeobachtung mit 0,069% HPV 11 und 0,05% HPV 16 L1-spezifi-
scher TZ zu keiner bzw. mit 0,085% HPV 6 und 0,034% HPV 18 L1-spezifischer TZ nur
zu einer geringfligigen Erhéhung der Vakzin-spezifischen TZ-Frequenz. Es lasst sich
festhalten, dass sich die TZ-Antwort nach zweiter und dritter Impfung nicht signifikant
voneinander unterscheidet. Vergleicht man die Ergebnisse dreifach geimpfter mit denen
einfach geimpfter Probandinnen, zeigt sich fur die Low-Risk-HPV-Typen ein fur p < 0,05
signifikanter Anstieg der L1-spezifischen IL-2" TZ, fur die High-Risk-Typen ist der Un-

terschied zwischen erster und dritter Impfung knapp als nicht signifikant zu bezeichnen.
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Abbildung 13: Anstieg Vakzin-spezifischer T-Helfer-Zellen im Impfverlauf. Gezeigt sind die prozen-
tualen Anteile HPV 6, 11, 16 und 18 L1-spezifischer Interleukin-2 (IL-2)-positiver T-Helfer-Zellen an der
Gesamtmenge aller CD4-positiven T-Zellen fiir drei verschiedene Zeitpunkte im Impfzyklus. Die Box be-
schreibt 50% aller Ergebnisse der jeweiligen Gruppe und enthalt den Median. Der Bereich des maximal
1,5-fachen Interquartilsabstandes (IQR) wird durch die Whiskers gekennzeichnet. Milde Ausreil3er bis zu
einem dreifachen IQR sind als Kreise, extreme Ausreif3er oberhalb des dreifachen IQR als Dreiecke dar-
gestellt. Die Signifikanz der Unterschiede zwischen den Zeitpunkten ist durch p-Werte angegeben: n. s. =
nicht signifikant, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. HPV = Humanes Papillomvirus, L1 = engl. late
protein 1
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Der Verlauf der Vakzin-spezifischen INF-y* Ty1-Antwort (nicht gezeigt) verhielt sich
qualitativ analog der beschriebenen IL-2* TZ-Antwort. Nach erster HPV-Impfung waren
L1-spezifische Ty1-Frequenzen zwischen 0,003% (HPV 18) und 0,02% (HPV 6) zu
messen, die durch die zweite Immunisierung einen signifikanten Anstieg auf 0,039% fur
HPV 11 und 0,015% fur HPV 18 erfuhren. Auch fir HPV 6 und 16 war mit Ty1-Anteilen
von 0,042% bzw. 0,03% ein Anstieg zu verzeichnen, dieser war jedoch statistisch nicht
signifikant. Eine Messung der L1-spezifischen INF-y* TZ nach der dritten Gabe des

Impfstoffes fuhrte wiederum zu keinem signifikant unterschiedlichen Ergebnis.

Nach Darstellung des Verlaufs der TZ-Antwort bei elf Probandinnen Uber den gesamten
Impfzyklus hinweg soll auch im Rahmen der Longitudinalstudie noch auf die Auspra-
gung der L1-spezifischen TZ-Reaktion abhangig vom jeweiligen HPV-Typ eingegangen
werden. Tabelle 12 zeigt exemplarisch die Unterschiede der IL-2" L1-spezifischen TZ-
Frequenzen nach komplett abgeschlossenem Impfzyklus, d. h. nach Erhalt dreier Do-

sen Gardasil®.

Tabelle 12: Unterschiedliche Auspragung der Vakzin-spezifischen T-Zell-Antwort abhdngig vom
HPV-Typ nach dreimaliger Gardasil®-lmpfung

Low-Risk-HPV High-Risk-HPV
HPV6L1> | HPV 11 L10 | HPV 16 L1° | HPV 18 L1®

MWs | (+ SD)a

Low-Risk- | HPV6L1 | 0,085 | (0,059)
HPV. | HPV11L1e | 0,069 | (0,053) n.s.
(0,039)
)

High-Risk- | HPV16L1° | 0,05 0,039 * n.s.

HPV HPV 18 L1b | 0,034 | (0,033

HPV = Humanes Papillomvirus, L1 = engl. late protein 1

@ Gezeigt sind Mittelwerte (MW) mit Standardabweichungen (SD) der L1-spezifischen Interleukin-2 (IL-2)-
positiven T-Helfer-Zell-Anteile an der Gesamtmenge aller CD4-positiven T-Zellen differenziert nach dem
HPV-Typ. Die Werte beziehen sich ausschlieRlich auf die Messung der TZ-Frequenzen bei den elf Pro-
bandinnen der Longitudinalstudie nach Abschluss des Impfzyklus, d. h. nach Erhalt von jeweils drei Do-
sen Gardasil®.

® Die Signifikanz der Unterschiede zwischen den HPV L1-Antigenen ist durch p-Werte dargestellt: n. s. =
nicht signifikant, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001.

* * n.s.

Die beiden Low-Risk-Typen HPV 6 und 11 weisen mit 0,085% bzw. 0,069% L1-spezifi-
schen TZ die hochsten Anteile auf und unterscheiden sich statistisch nicht signifikant
voneinander. Fur den haufigen High-Risk-Vertreter HPV 16 wird mit 0,05% eine gerin-
gere L1-spezifische TZ-Frequenz gemessen, die sich von HPV 6 fur p < 0,05, jedoch
nicht von HPV 11, signifikant unterscheidet. Der zweite in der Vakzine enthaltene High-

Risk-Typ HPV 18 zeigt mit 0,034% L1-spezifischen TZ wiederum die quantitativ am ge-
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ringsten ausgepragte TZ-Antwort und unterscheidet sich damit auch fur p < 0,05 signifi-
kant von den beiden Low-Risk-Vertretern. Der Unterschied zwischen den beiden karzi-

nogenen HPV-Typen ist in diesem Fall nicht als signifikant zu bezeichnen.

Die Ergebnisse zu den anderen beiden Zeitpunkten im Impfzyklus (nicht gezeigt) zeigen
ebenfalls eine starkere Auspragung der TZ-Antwort nach Stimulation mit den Low-Risk-
Antigenen und bestatigen erneut die am schwachsten ausgepragte TZ-Reaktion nach
Stimulation mit HPV 18 L1. Ein gleiches Bild zeigt sich auch bei Messung der INF-y"
Tu1-Zellen (nicht gezeigt).

3.2.3 Vakzin-spezifische Antikorper im Impfverlauf

Auch innerhalb der Longitudinalstudie erfolgte parallel zur TZ-Messung eine Bestim-
mung der Vakzin-spezifischen AK-Titer nach jeder der drei Impfungen des Impfzyklus.
In diesem Fall wurden jedoch fur die Messung nach der ersten Impfung nicht die Daten
der Querschnittsstudie ubernommen, sondern die im Rahmen der Querschnittsstudie
gewonnenen Serumproben zusammen mit den nach zweiter und dritter Impfung ge-
sammelten Verlaufsproben einer weiteren unabhangigen Messung zugefuhrt. Mess-
technisch bedingt lieferte diese um den Faktor 1,4 hohere AK-Titer, was es bei der
weiteren Interpretation der Ergebnisse zu berucksichtigen gilt. Bei einer Probandin war
nach der ersten Impfung keine Serumprobe vorhanden und HPV-Antigen-spezifische
AK-Titer wurden somit erst ab der zweiten Impfung bestimmt. Bei allen anderen Pro-

bandinnen erfolgten die Messungen liickenlos Uber den gesamten Impfzyklus hinweg.

Im Rahmen der Longitudinalstudie lieRen sich bei allen Probandinnen zu jedem Zeit-
punkt im Impfzyklus HPV L1-spezifische AK bestimmen. Lediglich drei Studienteilneh-
merinnen wiesen nach der ersten Impfung noch keine positiven Anti-HPV 18 L1-Titer

auf, wohl aber nach der zweiten und dritten Immunisierung.

Tabelle 13 zeigt analog zu den in Kapitel 3.2.2 beschriebenen TZ-Ergebnissen die Mit-
telwerte der fur das jeweils aufgefuhrte HPV-Antigen spezifischen AK-Titer nach allen
Impfungen. Auf eine Darstellung der ebenfalls gemessenen Anti-EG- und -E7-Antikorper
wurde verzichtet, diese Uberschritten jedoch in keinem Fall den Referenzbereich von
maximal 50 MFI.
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Tabelle 13: Anstieg Vakzin-spezifischer Antikérper im Impfverlauf

1x Gardasil®- 2x Gardasil®- 3x Gardasil®- 1x vs. 3x
geimpft geimpft geimpft geimpft
Antigen M(i:eslz)v;rt p-Werts M(i:tesl\l;v;rt o-Werts M(i:esl\lsv;rt p-Werts
HPV 6 L1 2543 or 8400 s, 8730 "
(£2913) (£ 3033) (£3301)
HPV 11 L1 1705 " 6875 s, 7837 "
(+ 1863) (+2642) (£ 3904)
HPV 16 L1 1738 o 9349 s 11383 »
(£ 3370) (+3281) (£ 5322)
HPV 18 L1 921 s 3332 . 4947 .
(+2380) (+2196) (£ 3407)

HPV = Humanes Papillomvirus, L1 = engl. late protein 1

@ Gezeigt sind Mittelwerte mit Standardabweichungen (SD) der HPV-Antigen-spezifischen Antikorpertiter
in median fluorescence intensity (MFI) fiir drei verschiedene Zeitpunkte im Impfzyklus.

® Die Signifikanz der Unterschiede zwischen den Zeitpunkten ist durch p-Werte dargestellt: n. s. = nicht
signifikant, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Nach einer Gardasil®-Impfung wurden fiir HPV 6 L1 ein spezifischer AK-Titer von 2543
MFI, far HPV 11 und 16 L1 spezifische Titer von ca. 1700 MFI und fur HPV 18 L1 spe-
zifische AK in Hohe von 921 MFI gemessen. Die zweite Impfdosis fuhrte fur die HPV-
Typen 6, 11 und 16 zu einem fur p < 0,001 bzw. p < 0,01 hochsignifikanten Anstieg der
L1-spezifischen AK auf mehr als das Drei- bis Funffache im Vergleich zur ersten Imp-
fung. Auch fur HPV 18 L1 wurde im Vergleich zum Zustand nach der ersten Immunisie-
rung mit 3332 MFI ein mehr als dreimal so hoher AK-Titer gemessen, dieser Anstieg ist
jedoch fiir p < 0,05 nicht statistisch signifikant. Durch die dritte Dosis Gardasil® wurde
eine weitere Steigerung der L1-spezifischen AK-Titer erzielt. Fir HPV 6 konnten nach
Abschluss des Impfzyklus Werte von 8730 MFI, fur HPV 11 7837 MFI und fur HPV 16
11383 MFI gemessen werden. Die Unterschiede im Vergleich zur Messung nach Erhalt
von nur zwei Dosen des Impfstoffes sind jedoch in diesem Studienkollektiv nicht signifi-
kant. Fir HPV 18 lie® sich aber mit einem AK-Titer von 4947 ein fur p < 0,05 signifi-

kanter Anstieg im Vergleich zur zweiten Impfung verzeichnen.

AbschlieRend soll noch ein kurzer Blick auf die unterschiedliche Auspragung der Anti-
L1-Titer abhangig vom HPV-Typ erfolgen. Analog zu den TZ-Daten in Tabelle 12 zeigt
Tabelle 14 exemplarisch die Unterschiede der L1-spezifischen AK-Titer nach komplett

abgeschlossenem Impfzyklus, d. h. nach Erhalt dreier Dosen Gardasil®.
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Tabelle 14: Unterschiedliche Auspragung der Vakzin-spezifischen Antikérper-Antwort abhangig
vom HPV-Typ nach dreimaliger Gardasil®-lmpfung

Low-Risk-HPV High-Risk-HPV

MWa | (+ SD)s
HPV6L10 | HPV 11L1b | HPV 16 L1t | HPV 18 L1b
Low-Risk- | HPV6L1 | 8730 | (3301)
HPV. | Hpv 11 L1 | 7837 | (3904) n.s.
High-Risk- | HPV 16 L1> | 11383 | (5322) n. s. *
HPV | Hpv 18 L1b | 4947 | (3407)

HPV = Humanes Papillomvirus, L1 = engl. late protein 1

@ Gezeigt sind Mittelwerte (MW) mit Standardabweichungen (SD) der L1-spezifischen Antikdrpertiter in
median fluorescence intensity (MFI) differenziert nach dem HPV-Typ. Die Werte beziehen sich aus-
schlieBlich auf die Messung der Antikdrper bei den elf Probandinnen der Longitudinalstudie nach Ab-
schluss des Impfzyklus, d. h. nach Erhalt von jeweils drei Dosen Gardasil®.

® Die Signifikanz der Unterschiede zwischen den HPV L1-Antigenen ist durch p-Werte dargestellt: n. s. =
nicht signifikant, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Wie bereits in der Querschnittsstudie gesehen, wurden gegen die VLP des High-Risk-
Typs HPV 16 die meisten AK ausgebildet. Die etwas niedrigeren Anti-HPV 6 L1- und
Anti-HPV 11 L1-Titer unterscheiden sich nicht signifikant voneinander und nur die Anti-
HPV 11-Antikdrper unterscheiden sich in ihrer Auspragung fur p < 0,05 signifikant von
HPV 16. Gegen die VLP des High-Risk-HPV 18 wurden wiederum am wenigsten L1-
spezifische AK ausgebildet, was im Vergleich zu allen anderen drei HPV-Typen fur p <

0,001 als hochsignifikant unterschiedlich anzusehen ist.
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4 Diskussion

4.1 Direkter Nachweis Gardasil®-induzierter spezifischer T-Helfer-
Zellen und Einschatzung von deren GrofRenordnung

Mit dem beschriebenen ex vivo Assay gelang es auf der Basis der Expression von

CD154 verlasslich Antigen-spezifische T-Helfer-Zellen in Vollblutproben zu detektieren.

Erstmals erfolgte der direkte Nachweis HPV L1-spezifischer T-Zellen im Blut von Pro-

bandinnen, die durch die prophylaktische Vakzine Gardasil® eine aktive Immunisierung

gegen Humane Papillomviren erhalten hatten.

Der Nachweis Gardasil®-induzierter spezifischer CD4* TZ konnte sowohl in einer Quer-
schnittsstudie an Material von Probandinnen verschiedenen Impfstatus als auch in einer
integrierten Longitudinalstudie durch Follow-up von primar einfach geimpften Studien-
teilnehmerinnen erbracht werden. Das untersuchte Studienkollektiv sowie die vier ana-
lysierten Subgruppen der Querschnittsstudie zeichneten sich durch Homogenitat be-
zuglich des Alters, der immunologischen Gegebenheiten, des Sexualverhaltens und des

gynakologischen Status aus.

Der Anteil aller L1-spezifischen T-Helfer-Zellen belief sich fur mehrfach geimpfte Pro-
bandinnen auf durchschnittlich 0,09% bezuglich der Low-Risk-Typen sowie auf etwa
0,06% fur HPV 16 und 0,04% fur HPV 18 (vgl. Kap. 3.1.2.1). Dies bedeutet, dass maxi-
mal 9 von 10000 CD4" TZ HPV L1-spezifisch sind. Die Vakzin-spezifischen T-Helfer-
Zellen konnten mittels ihrer Zytokinproduktion weiter differenziert werden. Der grofte
Anteil gemessener spezifischer CD4" TZ wies zusatzlich eine Sekretion von IL-2 auf.
Hierdurch werden generell aktivierte T-Helfer-Zellen und im besonderen Male stark
Interleukin-2 produzierende T-Gedachtniszellen beschrieben. Durch die Anfarbung von
INF-y konnte zusatzlich die kleinere Population spezifischer Ty1-Zellen erfasst werden.
Weniger als die Halfte aller spezifischen Zellen zeichnete sich durch INF-y-Produktion
aus. Auf die Darstellung Interleukin-4 produzierender Ty2-Zellen wurde auf Grund nied-

riger Frequenzen bisher verzichtet.

Der direkte Nachweis spezifischer TZ stellt ein Novum im Bereich der prophylaktischen
HPV-Impfstoffe dar, ein Vergleich mit Ergebnissen anderer TZ-Studien aus dem glei-
chen thematischen Gebiet fallt daher schwer. Die GréRenordnung der Gardasil®-indu-

zierten TZ-Antwort lasst sich jedoch unter Einbezug von ahnlichen Untersuchungen aus
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dem Bereich der prophylaktischen Impfung gegen das Hepatitis B-Virus (HBV) besser
einschatzen und als realistisch bestatigen. So ergeben verschiedene Studien Anteile
von Interleukin-2 produzierenden HBsAg-spezifischen T-Helfer-Zellen von ca. 0,05% bis
0,09% an der Gesamtmenge aller CD4" TZ. Auch im Blut HBV-geimpfter Probanden
fallen die Anteile INF-y* TZ mit Werten von um die 0,02% bis maximal 0,07% (in einer

Studie) geringer aus (66;67;68).

Mit dem gelungenen direkten Nachweis HPV L1-spezifischer CD4" TZ werden Studien,
die zu ersten Erkenntnissen auf dem Gebiet HPV L1-induzierter zellularer Immunitat
fuhrten, bestéatigt. So kann der indirekte Nachweis L1-spezifischer Reaktionen von CD4"
T-Lymphozyten durch Lymphozytenproliferation hiermit ex vivo nachvollzogen werden.
Wie bereits in Kapitel 1.3.2 erwahnt, konnten durch Messung von Zytokinexpression im
Zellkulturiberstand im selben Experiment Rickschlisse auf eine L1-spezifische Ty1-
und Th2-Antwort gezogen werden (54). Mittels des Nachweises INF-y* T-Helfer-Zellen
wurde im Rahmen dieser Arbeit auch die Ty1-Antwort ex vivo direkt verifiziert. Als Kon-
sequenz bleibt es jedoch dringend erforderlich, durch Etablierung einer adaquaten IL-4-
Farbung auch die Vakzin-spezifische Ty2-Antwort zu charakterisieren. Mit der beschrie-
benen Methodik war es allerdings bisher nicht mdglich konstant suffiziente Ty2-Fre-
quenzen zu messen. Sollte es nicht gelingen, durch eine Anpassung des Assays die
beschriebenen Ty2-Zellen darzustellen, bleibt zu Uberlegen, ob die VLP der Vakzine
moglicherweise keine ausgepragte Ty2-Antwort generieren. Dies erscheint plausibel, da
Viren und so auch VLP in erster Linie Ty1-Antworten des Immunsystems provozieren
(43).

Funf Jahre nach Komplettierung des Gardasil®-Impfzyklus kénnen die AK-Titer durch
einen erneuten Boost einen starken Wiederanstieg erfahren (56). Die These, dass dies
auf Vakzin-spezifische B- und T-Gedachtniszellen zurtickzufihren ist, wird durch den
erstmals erbrachten Nachweis Impfstoff-spezifischer TZ stark bekraftigt. HPV-Vakzin-
spezifische B-Gedachtniszellen wurden bereits gezeigt (42). Um diese These auf TZ-
Ebene jedoch endgultig zu sichern, ist es dringend erforderlich, mit der beschriebenen
Methode Blut von Probandinnen zu analysieren, deren dritte Gardasil®-Vakzinierung be-
reits mehrere Jahre zuruckliegt. Nur so kann sichergestellt werden, dass es sich bei den
gemessenen Interleukin-2 produzierenden CD4" TZ in erster Linie um Gedachtniszellen

handelt. Wegen des in dieser Arbeit vorherrschenden Zeitintervalls von nur wenigen
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Wochen zwischen letzter Impfung und Blutentnahme kann mit den vorliegenden Ergeb-
nissen keine genaue Aussage bezuglich des Anteils von Effektor- und Gedachtniszellen
getroffen werden. Auf Grund der vorrangigen und schnellen IL-2-Produktion der T-Ge-
dachtniszellen ist ihr Anteil an den gemessenen TZ-Frequenzen aber mit hoher Wahr-

scheinlichkeit als sehr grol3 einzuschatzen.

4.2 Gardasil®-induzierte zelluldre Inmunitit abhingig vom
Impfstatus

Durch Rekrutierung einer vergleichbaren Anzahl von Probandinnen mit jeweils ver-
schiedenem HPV-Impfstatus im Rahmen der Querschnittsstudie sowie Weiterverfol-
gung von zu Studienbeginn erst einfach geimpften Teilnehmerinnen als bestatigende
Longitudinalstudie lasst sich eine verlassliche Aussage bezlglich der Vakzin-spezifi-
schen TZ-Antwort im Impfverlauf machen. Ungeimpfte Probandinnen der Kontrollgruppe
wiesen, mit Ausnahme eines kleinen Anteils HPV 6 L1-spezifischer TZ, TZ-Antworten
auf, die in ihrer Auspragung vergleichbar mit der nicht stimulierten Negativkontrolle wa-
ren. Der geringe Anteil HPV 6-spezifischer Zellen ist am ehesten auf stattgefundene
naturliche HPV 6-Infektionen bei Mitgliedern dieser Gruppe zurtckzufuhren. Dies steht
sowohl mit den ebenfalls leicht positiven Ergebnissen der HPV 6-Serologie in dieser
Gruppe als auch mit dem epidemiologischen Altersgipfel von Low-Risk-HPV-Infektionen
im Einklang. So treten die meisten durch diese HPV-Typen ausgelésten Erkrankungen
bereits zwischen dem 20. und 24. Lebensjahr auf, die auslosende Infektion wird dann
haufig bereits vor dem 20. Lebensjahr erworben (9). Der Altersdurchschnitt der Kontroll-

gruppe lag bei 23,5 Jahren.

Einfach geimpfte Probandinnen wiesen signifikant mehr HPV L1-spezifische TZ im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe auf. Mit der zweiten Impfung war dann ein weiterer entschei-
dender, hochsignifikanter Anstieg der Vakzin-spezifischen TZ-Antwort zu verzeichnen.
Die Komplettierung des Impfzyklus durch die dritte Applikation von Gardasil® erbrachte
hingegen keine weitere Erhdhung des Anteils HPV L1-spezifischer CD4" TZ. In der
Querschnittsstudie fiel die Gruppe der Probandinnen mit dreifacher Impfung sogar
durch leicht niedrigere Werte als die zweifach geimpfte Gruppe auf, die Unterschiede
waren jedoch insgesamt nicht statistisch signifikant. Der beschriebene Verlauf gilt glei-
chermafen fir IL-2" und INF-y* T-Helfer-Zellen.
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Die TZ-Antwort nach Kontakt des Immunsystems mit einem (Impf-)Antigen lauft in ver-
schiedenen Phasen ab. So beginnen die TZ nach Aktivierung (vgl. Kap. 1.3.2) massiv
zu expandieren (Expansionsphase). Aktivierte Effektorzellen sterben jedoch nach Ta-
gen bis wenigen Wochen wieder ab (Retraktionsphase). Auf Basis der bis zu mehreren
Jahren lebenden T-Gedachtniszellen bildet sich dann in der folgenden Konsolida-
tionsphase aber ein relativ stabiles Plateau der TZ-Antwort aus (43). Um zu umgehen,
dass die beschriebene biologische Dynamik der TZ-Reaktion die Ergebnisse beein-
flusst, wurde darauf geachtet, dass die Blutentnahmen jeweils mindestens drei bis vier
Wochen nach der letzten Impfung erfolgten und so die gemessenen TZ-Frequenzen
nicht auf die hauptsachlich Effektoren-getragene Expansionsphase zurtckzufuhren wa-
ren. Ausserdem kann ausgeschlossen werden, dass der Anstieg der spezifischen CD4"
TZ nach erster und zweiter Impfung sowie die fehlende Zunahme der TZ-Frequenz
nach dritter Impfung durch eine Messung in jeweils verschiedenen Phasen der CD4" TZ
und somit nicht durch die Impfung zu begrinden war, da es keinen statistisch signifi-
kanten Unterschied bezlglich des Zeitpunktes der Blutenthahme zwischen den vier

Studiengruppen gab (vgl. Kap. 3.1.1.5.).

Das Gardasil®-Impfschema mit drei Impfungen zu den Zeitpunkten 0, 2 und 6 Monate
wurde nach eingehender Analyse des Verlaufs der AK-Titer festgelegt, welche durch
die dritte Impfung noch einen entscheidenden Anstieg erfahren (45). Diese Orientierung
erscheint sinnvoll, da die finale HPV-protektive Wirkung der Vakzine auf neutralisie-
rende AK zurtckzufuhren ist (4;8). Trotzdem bietet die Tatsache, dass die dritte Imp-
fung von keinem weiteren Anstieg der HPV L1-spezifischen TZ-Antwort gefolgt wird, ei-
nen interessanten und ggf. auch dkonomisch relevanten Anhaltspunkt fur weitere For-
schung. Es wird diskutiert, dass die Ausbildung eines immunologischen Gedachtnisses
in Form von langlebigen T- und B-Lymphozyten fur die Langzeitwirkung prophylakti-
scher HPV-Impfstoffe verantwortlich sein konnte, indem durch Kontakt mit dem Virus
sofort eine hocheffektive zellulare und humorale Effektorantwort ausgeldst werden
wurde. Allerdings ist es fraglich, ob diese in der Lage ware, Neuinfektionen abzufangen,
da solche als primar lokale Infektionen des Epithels an anderer Stelle stattfinden und
zudem unklar ist, ob das Virus ohne immunogenes Adjuvans eine derart starke
memory-vermittelte Effektorantwort auszulésen vermag. Trotzdem kann diskutiert wer-
den, ob evil. die Grundimmunisierung mit nur zwei Dosen Gardasil®, trotz Abfalls der

AK-Titer, bereits einen ausreichenden langjahrigen Schutz vor HPV-Infektionen vermit-
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teln konnte. Erste vielversprechende Anhaltspunkte sind mit der bereits mehrfach er-
wahnten Studie von Olsson et al. 2007 sowie mit dem im Rahmen dieser Arbeit erfolg-
ten Nachweis Vakzin-spezifischer Interleukin-2 produzierender TZ bereits gegeben. An
dieser Stelle muss erneut auf die Bedeutung hingewiesen werden, analog zu dem von
Olsson et al. 2007 nach funf Jahren gezeigten Wiederanstieg der AK-Titer durch er-
neuten Antigenkontakt, auch die dafur mutmalRlich verantwortlichen T-Gedachtniszellen
ex vivo flnf Jahr nach letzter Impfung darzustellen (56). Ahnliche Diskussionen werden
auch bezuglich der bereits erwahnten HBV-Impfung gefuhrt. Es konnte gezeigt werden,
dass mehr als zehn Jahre nach der letzten Impfung, bei AK-Titern von nur noch weniger
als 10 IU/L, HBsAg-spezifsche Gedachtniszellen persistieren und moglicherweise einen
effektiven Schutz vor einer Hepatitis B-Infektion bieten (69). Auf Grund der hohen HBV-
Durchseuchung gerade in armeren Regionen Asiens erlangt dies global Relevanz, da
evtl. mit der alleinigen Grundimmunisierung ohne wiederholte teure Booster-Immunisie-
rungen ein zumindest langjahriger Schutz vor Hepatitis B gewahrleistet werden kénnte.
Aus sozialmedizinischer Sicht ist die Situation fur HPV-Infektionen ahnlich zu bewerten.
Die meisten malignen HPV-assoziierten Erkrankungen und damit verbundene Todes-
falle werden in den Entwicklungslandern gezahlt (6). Hier ist man aber weit davon ent-
fernt, sich eine prophylaktische Impfung mit momentanen Kosten von Uber 150 € pro
Einmaldosis leisten zu kdnnen. Eine Kostenreduktion von einem Drittel ware zumindest
ein erster Schritt, die prophylaktische HPV-Impfung auch Frauen aulRerhalb industriali-
sierter Lander zuganglich zu machen. Es sei jedoch betont, dass eine finale Bewertung
der Notwendigkeit der dreimaligen Applikation von Gardasil® nur in groRen klinischen
Studien, die die Wirksamkeit in Bezug auf Verhinderung von intraepithelialen Neopla-
sien des Genitales bei zweifach und dreifach geimpften Probandinnen vergleichend

uber einen langen Zeitraum hinweg Uberprufen, erfolgen kann.

4.3 Gardasil®-induzierte zellulire Immunitit abhingig vom HPV-Typ

Der quadrivalente Impfstoff Gardasil® enthalt VLP der beiden Low-Risk-HPV-Typen 6
und 11 sowie der beiden karzinogenen HPV-Typen 16 und 18. Unabhangig vom Impf-
status konnte gezeigt werden, dass sich die Darstellung L1-spezifischer CD4" TZ ab-
hangig vom HPV-Typ z. T. quantitativ stark unterscheidet. So kénnen fur HPV 6 und 11
hochsignifikant mehr spezifische T-Helfer-Zellen gemessen werden als fur HPV 16 und
18. Auch innerhalb der High-Risk-Gruppe sind weitere Unterschiede zu verzeichnen.

Fir HPV 18 lassen sich mit Abstand am wenigsten L1-spezifische CD4" TZ nachwei-
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sen, dieser Unterschied ist im Vergleich zu allen anderen drei HPV-Typen als hochsig-
nifikant zu bezeichnen. Zusammengefasst lasst sich fur die Low-Risk-Vertreter eine
quantitativ hochsignifikant starker ausgepragte spezifische TZ-Antwort festhalten als fur
die krebsausldsenden High-Risk-HPV-Typen. Diese Unterschiede wurden sowohl fur IL-
2" als auch fur INF-y* TZ beobachtet.

Die insgesamt nur schwach ausgepragte TZ-Antwort auf HPV 18 steht im Einklang mit
dem bereits in den Studien zur Immunogenitat des Impfstoffes innerhalb der ersten Mo-
nate nach letzter Impfung beobachteten Abfall des fur HPV 18 L1 spezifischen AK-Ti-
ters. Im Gegensatz dazu waren allerdings fur HPV 16, flr das im Rahmen dieser Arbeit
zumindest entscheidend weniger L1-spezifische TZ nachgewiesen wurden als fir die
Low-Risk-Vertreter, in allen Immunogenitatsstudien immer die hochsten AK-Titer zu
verzeichnen und auch kein Abfall im Verlauf zu beobachten, der Uber den von HPV 6

und 11 hinausgegangen ware (34;37;45;46).

Bei der Interpretation dieser Ergebnisse sollte zunachst ein Augenmerk auf die unter-
schiedliche Dosierung der verschiedenen in Gardasil® enthaltenen VLP gelegt werden.
So enthalt die Vakzine jeweils 20 ug VLP der HPV-Typen 6 und 18, die VLP der weite-
ren beiden Virustypen 11 und 16 hingegen sind in doppelter Dosierung von 40 ug ent-
halten (32). Hieraus kénnten sich Unterschiede in der Immunogenitat, sowohl auf zellu-
larer als auch auf humoraler Ebene, ergeben. Die erzielten Ergebnisse lassen sich al-
lerdings hiermit nicht in Einklang bringen. Zwar weist der schwach immunogene HPV-
Typ 18 nur eine Dosis von 20 ug VLP auf, fur das ebenfalls niedrig dosierte HPV 6 L1
lieRen sich aber die hochsten spezifischen TZ-Anteile messen und das auf zellularer
Ebene ebenfalls schwach immunogene HPV 16 wiederum ist mit 40 ug VLP in der Vak-

zine hoch dosiert enthalten.

Eine mdgliche Erklarung flr das unterschiedliche Ausmal zellularer Immunitat lasst
sich aus der unterschiedlichen Altersverteilung von Low- und High-Risk-Erkrankungen
ableiten. Wie bereits erwahnt, treten Condylomata acuminata bevorzugt bereits zwi-
schen dem 20. und 24. Lebensjahr auf, Low-Risk-Infektionen werden also in erster Linie
in diesem Alter und bereits in den Jahren davor erworben (9). CIN zeigen sich dagegen
meist erst zwischen dem 25. und 35. Lebensjahr, es ist demnach maoglich, dass die ur-
sachliche High-Risk-Infektion epidemiologisch etwas spater auftritt (25). Einschrankend

sei jedoch erwahnt, dass auch die Mdglichkeit besteht, dass die Pathogenese von der
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Infektion zur klinischen Manifestation bei den High-Risk-Typen mehr Zeit benétigt. Auf
Grund des mit einem Altersdurchschnitt von 23,4 Jahren recht jungen Studienkollektivs
konnte man nun schlussfolgern, dass mehrere Probandinnen bereits eine Infektion mit
HPV 6 oder 11 erworben hatten und die prophylaktische HPV-Impfung in diesen Fallen
schon einen Boost der bereits vorhandenen natirlichen Immunitat darstellt, was sich in
einer quantitativ starker ausgepragten spezifischen TZ-Antwort aul3ert. Ein Hinweis, der
diese These untermauert, ist die in der ungeimpften Kontrollgruppe gemessene HPV 6
L1-spezifische TZ-Antwort (vgl. Kap. 3.1.2.1). Des Weiteren fiel der Verdacht bei 20
HPV-auffalligen Probandinnen in zwoélf Fallen auf Low-Risk-Typen als Verursacher
moglicher Infektionen. Dem ist jedoch entgegenzuhalten, dass bei den 20 Proban-
dinnen, die auf Grund auffalliger Serologie oder einschlagiger Angaben im Fragebogen
Anhaltspunkte boten, moglicherweise bereits eine nattrliche HPV-Infektion erworben zu
haben, nur in finf Fallen auch Uberdurchschnittlich hohe Anteile HPV L1-spezifischer
TZ zu messen waren, die auf einen moglichen Boost einer bereits ausgepragten naturli-
chen Immunitat hinweisen konnten (vgl. Kap. 3.1.5). Allerdings ist zu erwahnen, dass im
Rahmen dieser Studie bei den 20 beschriebenen Probandinnen nur auf den Verdacht
einer moglichen HPV-Infektion zurtckgegriffen werden konnte, was die Aussagekraft
einschrankt. Um also die These zu bestatigen oder zu verwerfen, ob die sehr hohen
Anteile L1-spezifischer TZ flr die Low-Risk-Typen mit einem Boost einer bereits beste-
henden natlrlichen Immunitat zu erklaren sind, sollte vergleichend Blut einer groReren
Anzahl von geimpften Frauen analysiert werden, bei denen eine fruhere oder beste-

hende HPV-Infektion mit einem Vakzin-Typ sicher diagnostiziert wurde.

Eine weitere mogliche Begrindung der hdheren gemessenenen Low-Risk-Typ-spezifi-
schen TZ-Frequenzen ergibt sich aus der nahen strukturellen Verwandtschaft der HPV-
Typen 6 und 11. Eine Gegenuberstellung der Aminosauresequenzen der HPV 6 und 11
L1-Proteine mit Hilfe der Datenbank des European Molecular Biology Network
(EMBnet) ergab eine Homologie von 92,2%, nur 39 der 501 Aminosauren der beiden
L1-Proteine unterscheiden sich. Dieser hohe Grad an Ubereinstimmung findet sich auch
in verschiedenen Literaturquellen (70;71). Auf Grund der weitgehend identischen L1-
Antigene kann man von einer gewissen Kreuzreaktivitat der beiden genannten HPV-Ty-
pen ausgehen, d. h. HPV 6 VLP-induzierte CD4" TZ sind evtl. auch HPV 11 L1-spezi-
fisch und umgekehrt. Misst man also nach Stimulation mit z. B. HPV 6 L1 den Anteil

spezifischer TZ, werden moglicherweise auch durch HPV 11 VLP induzierte TZ erfasst.
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Stellt man nach Stimulation HPV 11 L1-spezifische TZ dar, werden zusatzlich die durch
HPV 6 VLP aktivierten TZ gemessen, wodurch sich die hohen spezifischen TZ-Fre-

quenzen dieser HPV-Typen erklaren liel3en.

Auf der Suche nach einer Erklarung fur das schlechte Abschneiden der High-Risk-Ty-
pen, v. a. HPV 18, auf Ebene der zellularen Immunantwort, lohnt es auch einen Blick
auf den zweiten prophylaktischen HPV-Impfstoff zu werfen. Fir die bivalente Vakzine
Cervarix®, die nur die karzinogenen HPV-Typen 16 und 18 abdeckt, sind zumindest auf
humoraler Ebene generell hdohere L1-spezifische AK-Titer gemessen worden (42). Es
muss allerdings hinzugefligt werden, dass diese auf Grund unterschiedlicher Mal3sys-
teme mit gemessenen AK-Titern nach Gardasil®-Impfung nicht eins zu eins vergleichbar
sind. Cervarix®-induzierte AK-Level fallen auch einen Monat nach der letzten Impfung
nur geringfugig ab und erreichen nach 18 Monaten ein Plateau, das in Nachbeobach-
tungen bis zu 76 Monate nach der letzten Impfung immer noch Bestand hat. Dies gilt
gleichermalen fur HPV 16 und 18 (72). Als Konsequenz ergibt es sich zwingend, auch
fiir Cervarix® mit der dargestellten Methodik HPV L1-spezifische TZ direkt nachzuwei-
sen und zu Uberprufen, ob das bessere Abschneiden auf humoraler Seite auch mit ei-
ner starker ausgepragten HPV 16 und 18 L1-spezifischen TZ-Antwort zusammenhangt.
Sollte es bewiesen werden, dass Gardasil® in Bezug auf HPV 16 und 18 sowohl humo-
ral als auch zellular eine schwachere Immunogenitat aufweist, ist als mogliche Erkla-
rung an eine immunologische Interferenz der VLP der vier HPV-Typen untereinander zu
denken. Es ist bereits gezeigt, dass bei gleichzeitiger Applikation von Gardasil® zu-
sammen mit der rekombinanten HBV-Vakzine Recombivax HB® im Schnitt 33% gerin-
gere Anti-HBs-Titer erzielt werden als bei alleiniger Impfung gegen Hepatits B (73). TZ-
Daten existieren hierzu nicht. Aus dieser Erkenntnis kann man die Frage formulieren,
ob die Bestandteile Gardasils®, welche in diesem Fall fiir die erniedrigten Anti-HBs-Titer
verantwortlich sind, evtl. auch die adaquate Ausbildung HPV 18 L1-spezifischer TZ und
AK behindern.

Ob die relativ gesehen schwiachere Immunogenitat der Vakzine Gardasil®, fir HPV 18
sowohl auf humoraler als auch auf zellularer Ebene, fir HPV 16 zumindest auf Ebene
der T-Zellen, auch mit einer verminderten langfristigen Einbul’e an Wirksamkeit des
Schutzes vor High-Risk-Infektionen korreliert, wahrend der Schutz vor Low-Risk-Viren
bestehen bleibt, ist bisher unklar. Die verminderte Anzahl von IL-2* CD4" TZ gibt nur ei-
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nen moglichen Hinweis. Die dargelegten Ergebnisse sollten deswegen auf jeden Fall
Ansatz zu weiterer Diskussion und Forschung sein — schliel3lich wurde Gardasil® nicht
zuletzt vom Hersteller als ,Impfung gegen Krebs® auf den Markt gebracht (74). Es sei
aber darauf hingewiesen, dass unabhangig von humoralen und zelluldren immunologi-
schen Entwicklungen die Wirksamkeit der Vakzine in der Verhinderung von prakanze-
rosen Lasionen des Genitales fur inzwischen funf Jahre belegt ist (37;45). Fir Aussa-
gen uUber diesen Zeitraum hinaus mussen weitere Nachbeobachtungen der klinischen

Studien folgen.

Eine weitere Aufgabe, die sich aus den Ergebnissen der Gardasil®-induzierten spezifi-
schen TZ abhangig vom HPV-Typ ergibt, ist der mdgliche direkte Nachweis kreuzreakti-
ver T-Helfer-Zellen. Fur das humorale Immunsystem ist bereits gezeigt, dass eine
Kreuzreaktivitat der AK gegen HPV 31, 45, 52 und 58 besteht (47). Zudem wurde indi-
rekt durch Lymphozytenproliferation bewiesen, dass eine monovalente Vakzine aus
HPV 16 VLP auch spezifische TZ-Reaktionen gegen HPV 31 induziert (55). Sollte es
gelingen, ex vivo direkt L1-spezifische CD4" TZ fur HPV 31, 45 und andere strukturell
verwandte HPV-Typen nachzuweisen, drangt sich die Frage auf, ob z. B. das mit HPV
18 strukturell ahnliche HPV 45 vergleichbar geringe spezifische TZ-Antworten induziert,
wahrend verwandte Virus-Typen von HPV 6 und 11 besser abschneiden. In weiteren
Schritten kénnte man schlieRlich zudem vergleichen, ob Cervarix® méglicherweise in
der Lage ist, mehr kreuzreaktive CD4" TZ fiir die HPV-Typen 31 und v. a. 45 auszubil-
den als Gardasil®. Dies wiederum stiinde im Einklang mit der fur Cervarix®, nicht aber
fir Gardasil®, nachgewiesenen Kreuzprotektion gegen HPV 45-assoziierte Lasionen
(vgl. Kap. 1.3.1).

4.4 Vergleich humoraler und zellularer Immunitat

Die mit der vorgestellten Multiplex-Serologie im Studienkollektiv der Querschnittsstudie
gemessenen HPV L1-spezifischen AK-Titer entsprechen den Ergebnissen der bekann-
ten Studien, die die Uberpriifung der humoralen Immunogenitit Gardasils® zum Ziel
hatten (34;37;45;46). Wie bereits erwahnt, fiel die ungeimpfte Kontrollgruppe durch ei-
nen leicht positiven HPV 6 L1-Titer auf, was analog auch fur die TZ-Ergebnisse fest-
gehalten werden konnte (vgl. Kap. 3.1.2.1). Durch die erste Impfung wurde, mit einer
einzigen Ausnahme, bei allen Probandinnen eine Serokonversion erzielt. Nach der

zweiten Vakzinierung erfuhren die AK-Titer einen weiteren, jedoch nicht signifikant aus-
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gepragten Anstieg. Erst bei dreifach geimpften Frauen waren schlie3lich Titer zu ver-
zeichnen, die, je nach HPV-Typ, eine quantitative Verdopplung bis Verdreifachung ge-
genuber einfach geimpften Studienteilnehmerinnen darstellen. Dies ist als entscheiden-
der Unterschied zur zelluldaren Immunantwort zu unterstreichen und konnte so auch
durch parallele Bestimmung von spezifischen AK und TZ am gleichen Studienkollektiv

bestatigt werden.

Bei differenzierter Betrachtung der einzelnen HPV-Typen kann man unabhangig vom
Impfstatus die hochsten AK-Titer fur den High-Risk-Typ HPV 16 festhalten. Dann erst
folgen mit etwas geringer ausgepragten spezifischen Titern HPV 6 und 11. Wie bereits
erwahnt, war dies bei den gleichen Probandinnen fir die spezifischen TZ in umgekehr-
ter Reihenfolge beobachtet worden (vgl. Kap. 3.1.2.2). Im Gegensatz dazu wurden flur
HPV 18 sowohl die niedrigsten AK-Titer als auch die niedrigsten Anteile spezifischer T-
Helfer-Zellen bei den Probandinnen dieser Studie unabhangig von der Zahl bereits er-

haltener Impfungen gemessen.

In den Kapiteln 4.2 und 4.3 sind bereits erste Vergleiche der im Rahmen dieser Arbeit
erzielten TZ-Ergebnisse mit in der Literatur bereits bekannten Resultaten der Gardasil®-
induzierten humoralen Immunitat angestellt und Konsequenzen, die sich daraus fur die
weitere Forschung auf TZ-Ebene ergeben, aufgezeigt worden. Durch den analogen
Nachweis von Vakzin-spezifischen TZ und AK am gleichen Probandinnenkollektiv, was
in der vorliegenden Studie zum ersten Mal erfolgte, werden diese Schlussfolgerungen in

ihrer Gultigkeit und Relevanz bestatigt.

Berechnungen einer moglichen Korrelation von Gardasil®-induzierten IL-2* TZ und AK
brachten insgesamt kein positives Ergebnis. Dies bedeutet, dass hohe Anteile L1-spe-
zifischer T-Helfer-Zellen nicht zwingend auch mit hohen L1-spezifischen AK-Titern ein-
hergehen und umgekehrt. Jedoch sollte dies nach einer gelungenen Messung IL-4"
Tn2-Zellen erneut Uberpruft werden, da diese durch Aktivierung der B-Zellen direkter in
die Initialisierung der spezifischen AK-Synthese eingreifen und daher auf dieser Ebene
eine Korrelation zellularer und humoraler Immunitat eher zu erwarten ist als fur die Ge-

samtmenge der IL-2" TZ (vgl. Kap. 1.3).
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4.5 Ubereinstimmung von Querschnitts- und Longitudinalstudie

Um die im Rahmen der Querschnittsstudie an vier unabhangigen Gruppen verschiede-
nen Impfstatus erhobenen Daten zu Uberprifen, wurde zusatzlich eine Verlaufsstudie
mit Messungen der Vakzin-spezifischen TZ und AK jeweils nach erster, zweiter und

dritter HPV-Impfung bei den gleichen elf Probandinnen durchgeflhrt.

Bezliglich der quantitativen Auspragung sowohl der HPV L1-spezifischen IL-2" TZ- als
auch der L1-spezifischen INF-y* Ty1-Antwort zeigten sich beide Studien weitestgehend
ubereinstimmend. So wichen die Mittelwerte der Gruppen gleichen Impfstatus von
Querschnitts- und Longitudinalstudie auf Ebene der IL-2" TZ um maximal 25% und auf

Ebene der INF-y* Ty1 um maximal 40% voneinander ab (vgl. Kap. 3.1.2.1 und 3.2.2).

Die L1-spezifische AK-Antwort des Studienkollektivs der Longitudinalstudie wies im
Vergleich zur Querschnittsstudie eine quantitativ starkere Auspragung auf. Berucksich-
tigt man jedoch, dass die AK-Messung flr die Verlaufsstudie messtechnisch bedingt
generell 1,4-fach hohere AK-Titer generierte, weichen die mit diesem Faktor korrigierten
Mittelwerte der Gruppen gleichen Impfstatus nur noch um maximal 30%, in einer Aus-
nahme um 50%, voneinander ab (vgl. Kap. 3.1.3.1 und 3.2.3).

Des Weiteren konnte unabhangig vom Studienaufbau in beiden Untersuchungen ein
Anstieg der HPV L1-spezifischen TZ-Anteile nach der zweiten Impfung bzw. im Ver-
gleich zur einfach geimpften Gruppe gefunden werden. Weder nach Erhalt der dritten
Dosis Gardasil® im Verlauf noch zwischen den Querschnittsstudienprobandinnen mit
zwei und drei Immunisierungen zeigten sich statistisch signifikante Unterschiede der
TZ-Antwort. Allerdings war es im Rahmen der Longitudinalstudie zusatzlich moglich,
eine differenzierte Analyse des individuellen Verlaufs der Vakzin-spezifischen TZ-Reak-
tion vorzunehmen. Hierbei liel3 sich erkennen, dass die TZ nach der dritten Impfung
meist nicht auf dem gleichen Niveau stagnierten, sondern individuell entweder weiter
anstiegen oder im Vergleich zum Zustand nach der zweiten Impfung abfielen (vgl. Kap.
3.1.2.1und 3.2.2).

Der Verlauf der Vakzin-spezifischen AK wich in der Longitudinalstudie leicht von den in
der Querschnittsstudie erhobenen Daten ab (vgl. Kap. 3.1.3.1 und 3.2.3). So zeigten die
Verlaufsstudienprobandinnen insgesamt durch die zweite Impfung bereits einen hoch-

signifikanten AK-Anstieg, die dritte Impfung brachte hingegen keinen weiteren signifi-

81



kanten Zugewinn an L1-spezifischen AK. Dies gleicht eher dem Verlauf der TZ-Antwort
von Querschnitts- sowie Longitudinalstudie als dem Verlauf der serologischen Ergeb-
nisse der Querschnittsstudie. In dieser war erst durch die dritte Impfung ein entschei-
dender, signifikanter Anstieg der HPV L1-spezifischen AK-Titer zu verzeichnen. Es sei
in diesem Rahmen aber auf die geringere Fallzahl der Longitudinalstudie und somit auf
eine moglicherweise hohere Aussagekraft der im Rahmen der Querschnittsstudie erho-
benen Daten hinzuweisen. Zusatzlich decken sich die serologischen Ergebnisse der
Querschnittsstudie mit den in der Literatur beschriebenen Verlaufen Vakzin-spezifischer

AK-Titer nach Impfung mit Gardasil® (vgl. Kap. 4.4).

Des Weiteren erbrachte die Longitudinalstudie den interessanten Nachweis, dass eine
Probandin, die als einfach geimpfte Teilnehmerin der Querschnittsstudie noch keine L1-
spezifischen TZ aufwies, diese aber nach der dritten Impfung entwickelte (vgl. Kap.
3.1.2.1 und 3.2.2). Auch bei Probandinnen, denen eine Dosis Gardasil® nicht zur Ausbil-
dung relevanter Anti-HPV 18 L1-AK-Titer ausreichte, konnten bereits nach der zweiten
Impfung positive HPV 18 L1-spezifische AK-Titer gemessen werden (vgl. Kap. 3.1.3.1
und 3.2.3).

Ebenso wie in der Querschnittsstudie konnte auch im Rahmen der Verlaufsbeobach-
tung festgehalten werden, dass die L1-spezifische TZ-Antwort auf die VLP der beiden
Low-Risk-HPV-Typen signifikant starker ausgepragt ist als die HPV 16 und 18 L1-spe-
zifische T-Helfer-Zell-Reaktion. Unabhangig vom Studiendesign und vom Impfstatus
schnitt der High-Risk-Vertreter HPV 18 in beiden Untersuchungen am schlechtesten ab
(vgl. Kap. 3.1.2.2 und 3.2.2).

Die Auspragung der humoralen Immunantwort abhangig vom HPV-Typ stimmte bei
Querschnitts- und Longitudinalstudie ebenfalls Gberein (vgl. Kap. 3.1.3.2 und 3.2.3). So
wurden die héchsten spezifischen AK-Titer — im Gegensatz zur TZ-Antwort — fir den
High-Risk-Vertreter HPV 16 gemessen, die Anti-HPV 6 und 11 L1-Titer lagen etwas
darunter. HPV 18 zeigte sowohl in der Querschnitts- als auch in der Longitudinalstudie
und sowohl auf zellularer Ebene als auch auf humoraler Ebene die schwachste Immu-

nogenitat.

Insgesamt konnten die Ergebnisse der Querschnittsstudie auch im Rahmen der Ver-

laufsbeobachtung von elf gleichen Probandinnen Uber den gesamten Impfzyklus hinweg
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sowohl bezuglich der quantitativen Auspragung der Vakzin-spezifischen TZ-Antwort als
auch bezuglich des Verhaltens der TZ-Frequenzen abhangig von Impfstatus und HPV-
Typ bestatigt werden. EinbulRen der Signifikanz der bei der statistischen Auswertung
der Longitudinalstudie erhobenen Unterschiede sind im Vergleich zur Querschnittsstu-
die in erster Linie mit der um ca. ein Drittel reduzierten Probandinnenzahl pro Gruppe

zu erklaren.

4.6 Limitationen der Methodik

Zum erstmaligen direkten Nachweis HPV L1-spezifischer TZ nach prophylaktischer
HPV-Impfung mit Gardasil® wurde der von Frentsch et al. 2005 publizierte auf CD154
basierende ex vivo Assay in einem mehrstufigen Prozess weiterentwickelt und an die
Fragestellung angepasst. Schliel3lich gelang es, einen validen Assay zu etablieren, der
es ermoglicht, nach ex vivo Stimulation verlasslich Antigen-spezifische T-Helfer-Zellen
in Vollblutproben darzustellen. Eine Analyse von kryokonservierten PBL fuhrte nicht zu
vergleichbaren Ergebnissen und kann daher nicht empfohlen werden (vgl. Kap.
2.21.2.1). Der Assay kam im Rahmen einer nicht-interventionellen Querschnittsstudie

sowie einer integrierten Longitudinalstudie zum Einsatz.

Es erfolgte keine Randomisierung und Verblindung der Studien. Eine Randomisierung
ware jedoch auch nur im Rahmen einer interventionellen Studie mdglich gewesen, in
der alle Probandinnen drei Injektionen gemaR des Gardasil®Impfschemas erhalten
hatten. Eine Kontrollgruppe ware durch dreimalige Placebo-Applikation, die einfach
geimpfte Gruppe durch einmalige Gabe von Gardasil® und zweimalige Placebo-Injek-
tion entstanden. Fur die Gruppe mit zweifacher Impfung hatte man Probandinnen
zweimal Verum und einmal Placebo und fiir die letzte Gruppe dreimal Gardasil® appli-
zieren mussen. Da das bestehende Ethikvotum jedoch keine interventionelle Studie er-
laubte, bestand die Moglichkeit einer Randomisierung nicht und es konnte nur mit Blut
von bereits auf Eigeninitiative geimpften Spenderinnen gearbeitet werden. Diese
mussten gemal ihres Impfstatus auf die Gruppen verteilt werden bis diese alle eine
gleiche Anzahl von ca. 15 Probandinnen aufwiesen. Trotz fehlender Randomisierung
wiesen die vier Gruppen in der Post hoc-Analyse bezuglich des Alters, des immunologi-
schen und gynakologischen Status sowie des Sexualverhaltens kaum signifikante Un-

terschiede auf (vgl. Kap. 3.1.1).

83



Der verwendete Fragebogen erbrachte Informationen zum in Bezug auf HPV-Infektio-
nen riskanten Sexualverhalten sowie zu einer auffalligen gynakologischen HPV-Anam-
nese. Die betroffenen Frauen wurden jedoch nicht von der Studie ausgeschlossen. An-
dere Studien machten eine Zahl von mehr als vier oder funf Sexualpartnern sowie auf-
fallige Pap-Abstriche in der Anamnese zum Ausschlusskriterium (33;34;35;36). Wie be-
reits erwahnt, stellt die steigende Anzahl der Sexualpartner einen Hauptrisikofaktor dar,
eine HPV-Infektion zu erwerben (vgl. Kap. 1.1.3). Auf Grund dessen besteht die M0og-
lichkeit, dass die Anteile HPV L1-spezifischer TZ bei Probandinnen mit vielen verschie-
denen Sexualpartnern oder auffalligen Pap-Abstrichen wegen ihrer héheren Wahr-
scheinlichkeit, bereits eine HPV-Infektion durchlitten zu haben, nicht ausschlie3lich auf
die prophylaktische Impfung zurlckzufuhren sind. Diese mogliche Verzerrung der Er-
gebnisse wird aber aus folgenden Grinden auf ein Minimum reduziert: Zum einen sind
die infektionsauslésenden Viren nur sehr schwach immunogen und auch bei Proban-
dinnen mit einer moglichen HPV-Infektion lieRen sich nur in den wenigsten Fallen uber-
durchschnittlich hohe Anteile spezifischer TZ nachweisen, die auf einen Boost einer be-
stehenden Immunitat durch die Impfung hindeuten wirden (vgl. Kap. 3.1.5). Zum ande-
ren kann man insgesamt von einer homogenen Verteilung der auffalligen Probandinnen
auf die vier Studiengruppen sprechen. Hierbei muss lediglich einschrankend darauf hin-
gewiesen werden, dass die Probandinnen der Kontrollgruppe eine signifikant geringere
Anzahl bisheriger Sexualpartner als die einfach geimpften Studienteilnehmerinnen an-

gaben (vgl. Kap. 3.1.1).

Zusatzlich zu den genannten Ausschlusskriterien wurden in den meisten anderen Stu-
dien zu prophylaktischen HPV-Impfstoffen zu Beginn und im Verlauf Abstriche von Zer-
vix und aulRerem Genitale der Probandinnen genommen, um diese auf das Vorhanden-
sein von HPV-DNA zu untersuchen. Des Weiteren wurde serologisch auf HPV getestet.
Die spatere Analyse der Ergebnisse konnte dann einmal innerhalb der ,According-to-
protocol“ (ATP)-Population ohne HPV-positive Probandinnen und zusatzlich unter Ein-
schluss aller Probandinnen innerhalb der ,Intention-to-treat® (ITT)-Population durchge-
fuhrt werden (35;36). Im Gegensatz dazu wurden die 63 teilnehmenden Probandinnen
im Rahmen dieser Studie ausschlielich serologisch auf eine HPV-Infektion untersucht
und per Fragebogen nach einer mdglichen bekannten Infektion befragt. Eine Abstrich-
entnahme mit Nachweis von HPV-DNA erfolgte nicht. Zudem wurden die TZ-Ergeb-
nisse auch nicht unter Ausschlul® der serologisch oder anamnestisch auffalligen Pro-

84



bandinnen analysiert. Wie im vorangehenden Absatz beschrieben, ist dadurch eine
Verzerrung der Ergebnisse mdoglich, da nicht auszuschliel3en ist, dass bei infizierten
Probandinnen eine bereits bestehende Immunitat durch die Impfung geboostet wurde
oder die TZ-Antwort generell auf die natlrliche Infektion zurlickzuflhren ist. Hier kann
jedoch erneut darauf hingewiesen werden, dass bei den serologisch oder anamnestisch
HPV-positiven Probandinnen nur in 5 von 20 Fallen eindeutig Uberdurchschnittliche
Anteile L1-spezifischer TZ gemessen wurden und die betreffenden Frauen nicht signifi-
kant gehauft in einer Gruppe anzutreffen waren. Des Weiteren sei noch hinzugefugt,
dass auch ein negativer DNA-Test keine Uberwundene Infektion, die mdglicherweise
zur Ausbildung einer immunologischen Gedachtnisantwort gefihrt hat, ausschlief3t (8).
Will man also die Wahrscheinlichkeit, dass die HPV L1-spezifischen T-Helfer-Zellen
ausschlieBlich durch den Impfstoff induziert sind, auf ein Maximum erhdhen, ware es
angebracht, die gesamte Studie an einem Kollektiv jungfraulicher Probandinnen durch-
zufiihren, da die nicht sexuelle Ubertragung von HPV als selten anzusehen ist (9). Um
das Restrisiko einer nicht sexuell Ubertragenen HPV-Infektion zu minimieren, musste
man zur weiteren Absicherung zudem in Abstrichen und serologisch auf HPV testen
und positive Probandinnen von der Teilnahme ausschliel3en. 5 der 20 HPV-auffalligen
Probandinnen der vorliegenden Studie hatten im Fragebogen angegeben, bisher nicht
sexuell aktiv gewesen zu sein. Trotz Verzicht auf ein HPV-DNA-Screening und Ein-
schluss aller Probandinnen unabhangig von deren HPV-Status und Sexualverhalten ist
eine grobe Verzerrung der Ergebnisse durch den Einfluss mdglicher HPV-Infektionen
unwahrscheinlich, da durch die HPV-Serologie, durch eine auffallige E6- / E7-spezifi-
sche TZ-Antwort und durch die Abfrage im Fragebogen auffallige Probandinnen erkannt
werden konnten und diese nicht signifikant gehauft in einer bestimmten Studiengruppe
zu finden waren. In diesem Zusammenhang muss allerdings darauf hingewiesen wer-
den, dass zum einen fir HPV 6 und 11 auf Grund fehlender Stimulationspeptide keine
E6- / E7-spezifischen CD4" TZ bestimmt werden konnten und zum anderen nur fiir 58
von 63 Studienteilnehmerinnen serologische Ergebnisse vorlagen sowie funf andere

Probandinnen den Fragebogen nicht beantworteten.

Im Rahmen der Longitudinalstudie wurden 11 von 15 Probandinnen mit priméar einfa-
cher Gardasil®-Impfung im weiteren Verlauf des Impfzyklus begleitet und ihr Blut nach
zweiter und dritter Impfung ebenfalls auf HPV L1-spezifische CD4" TZ untersucht. Als

Einschrankung der Aussagekraft ist hierbei die fehlende Analyse des Probandinnen-
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blutes vor der allerersten Impfung zu verzeichnen. Da sich die Longitudinalstudie erst
aus der Querschnittsstudie heraus entwickelte, war dies im Nachhinein nicht mehr mog-
lich. Hierzu hatte man die ungeimpfte Kontrollgruppe als Ausgangskollektiv verwenden
mussen, diese Studienteilnehmerinnen hatten aber z. T. nie die Absicht sich Uberhaupt
impfen zu lassen. Die bereits einfach geimpften Probandinnen hingegen waren nattirlich
am Abschluss des gesamten Impfzyklus interessiert und eigneten sich somit fur eine
Verlaufsbeobachtung. In erster Linie diente die Longitudinalstudie dazu, die TZ-Daten
der Querschnittsstudie als verlasslich zu bestatigen. Trotzdem sollte dringend eine Stu-
die Uber den gesamten Impfverlauf der individuellen Studienteilnehmerinnen folgen.
Diese sollte sowohl die Messung HPV L1-spezifischer CD4" TZ vor der ersten Impfung
als auch zusatzliche Nachbeobachtungen Uber einen langeren Zeitraum nach der letz-
ten Impfung beinhalten, um weitere Informationen Uber die Ausbildung eines spezifi-

schen immunologischen Gedachtnisses zu erhalten.

Abschlielend sei noch erwahnt, dass sowohl! die beschriebene Querschnittsstudie mit
insgesamt 63 Probandinnen und Gruppen a 16, 15, 15 und 17 Mitgliedern als auch die
integrierte Longitudinalstudie mit elf Teilnehmerinnen relativ gesehen nur kleine Fall-
zahlen aufweisen. Allerdings sind die verhaltnismaRig kleinen Gruppen trotzdem als
sehr vergleichbar anzusehen, da der Abgleich der wichtigsten Gruppencharakteristika in
der Post hoc-Analyse ein sehr homogenes Bild erbrachte (vgl. Kap. 3.1.1). Dennoch
sollte der hiermit im Rahmen der Grundlagenforschung erstmals erbrachte direkte
Nachweis HPV L1-spezifischer T-Helfer-Zellen nach prophylaktischer Impfung mit Gar-

dasil® unbedingt in einem gréReren Kollektiv bestatigt werden.
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5 Zusammenfassung

HPV-assoziierte benigne und maligne Neoplasien stellen weltweit ein haufiges Ge-
sundheitsproblem dar. Ungefahr 70% aller invasiven Zervixkarzinome werden initial
durch eine Infektion mit den High-Risk-HPV-Typen 16 und 18 verursacht und ca. 90%
aller anogenitalen Condylome durch HPV 6 und 11 ausgelost (7;22). Die prophylakti-
sche Impfung mit der virus-like particle-basierten, quadrivalenten Vakzine Gardasil®
verhindert bei vorher HPV-naiven Frauen sicher eine Infektion mit den genannten vier
HPV-Typen Uber mindestens funf Jahre (36;37). Auf humoraler Ebene konnte im Rah-
men der Zulassungsstudien eine starke Immunogenitat belegt werden. Gardasil®-indu-
zierte Antikorpertiter erlangen ein Vielfaches der im Vergleich zu nach naturlichen In-
fektionen gemessenen Antikdrperkonzentrationen, fallen jedoch einige Monate nach
Abschluss des Impfzyklus ab (37). Bisher erfolgte kein direkter Nachweis HPV-Vakzin-
spezifischer T-Zellen. Impfantigen-spezifische CD4" T-Helfer-Zellen spielen jedoch eine
wichtige Rolle fur die B-Zellaktivierung sowie den Antikorperklassenwechsel und stellen
in Form von T-Gedachtniszellen eine wichtige Komponente anamnestischer Immunant-
worten dar, die mit grolRer Wahrscheinlichkeit fur die Langzeitwirkung eines Impfstoffes

mitverantwortlich sind.

Im Rahmen dieser Arbeit gelang es, eine verlassliche Methode zur ex vivo Darstellung
HPV-Antigen-spezifischer CD4" T-Zellen in Vollblutproben zu entwickeln. Fir eine
Querschnittsstudie wurden 63 Probandinnen verschiedenen Impfstatus rekrutiert. Die
Probandinnen der einfach geimpften Gruppe wurden zudem als integrierte Longitudi-
nalstudie Uber den gesamten weiteren Impfzyklus verfolgt. Mittels eines Fragebogens
konnte gezeigt werden, dass die Probandinnen der verschiedenen Studiengruppen be-
zuglich des Alters, immunologischer Auffalligkeiten, gynakologischer Anamnese und
des Sexualverhaltens eine hohe Homogenitat aufwiesen. Die Vollblutproben der Pro-
bandinnen wurden mit HPV L1-Peptidpools der jeweils vier in der Vakzine enthaltenen
HPV-Typen sowie weiteren Kontrollantigenen Uber 12 bis 24 Stunden ex vivo stimuliert.
Nach entsprechender Aufbereitung konnten Antigen-spezifische T-Helfer-Zellen mittels
einer intrazellularen CD4 / CD154 / IL-2 / INF-y-Farbung identifiziert und durchflusszy-
tometrisch dargestellt werden. Parallel erfolgte mit Hilfe eines serologischen Multiplex-
Assays eine Messung HPV L1-spezifischer Antikorper in Plasmaproben des gleichen

Kollektivs.
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Der ex vivo Nachweis von HPV L1-spezifischen CD4" T-Zellen gelang bei den geimpf-
ten Probandinnen der Querschnittsstudie. Einfach geimpfte Studienteilnehmerinnen
zeigten im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant mehr spezifische T-Zellen, die zweite
Impfung flhrte sogar zu einem hochsignifikanten Anstieg der HPV L1-spezifischen T-
Zellantwort. Probandinnen mit zwei und drei Gardasil®-Impfungen zeigten hingegen in
der quantitativen Auspragung der Vakzin-spezifischen T-Zellantwort keinen signifikan-

ten Unterschied.

Unabhangig vom Impfstatus lie3en sich fur die Low-Risk-HPV-Typen 6 und 11 hochsig-
nifikant mehr L1-spezifische T-Zellen nachweisen als fur HPV 16 und 18. Die virus-like
particles des High-Risk-Vertreters HPV 18 induzierten mit Abstand am wenigsten L1-
spezifische CD4" T-Zellen.

Seitens der Antikorper konnte bei den geimpften Probandinnen der Studie eine Sero-
konversion gezeigt werden. Im Gegensatz zum Verlauf der zelluldaren Immunantwort
zeigten die HPV L1-spezifischen Antikorper einen Anstieg tber den gesamten Impfver-
lauf. Bei Probandinnen, die bereits drei Dosen der Vakzine erhalten hatten, liel3en sich
signifikant mehr HPV L1-spezifische Antikdrper messen als bei nur zweifach geimpften

Studienteilnehmerinnen.

Die virus-like particles des haufigen High-Risk-Vertreters HPV 16 induzierten unabhan-
gig vom Impfstatus am meisten L1-spezifische Antikorper, die AntikOrperantwort auf
HPV 6 und 11 war aber nur geringflugig schwacher ausgepragt. Wie bereits auf Ebene
der T-Zellen schnitt HPV 18 mit einem hochsignifikant niedrigeren L1-spezifischen Anti-

korpertiter am schlechtesten ab.

HPV L1-spezifische IL-2" T-Helfer-Zellen und Antikorper zeigten keine direkte Korrela-

tion.

Die Longitudinalstudie bestatigte die beschriebenen Ergebnisse. Auch im Rahmen des
Follow-ups der elf Studienteilnehmerinnen zeigte sich, dass durch die dritte Gardasil®-
Impfung insgesamt kein signifikanter Anstieg der spezifischnen CD4" T-Zellen erfolgt.
Des Weiteren konnte erneut belegt werden, dass die Low-Risk-spezifische T-Zellant-
wort im Vergleich zur HPV 16- und vor allem HPV 18-spezifischen CD4" T-Zellantwort

starker ausgepragt ist.
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Im Rahmen dieser Arbeit gelang erstmals der direkte Nachweis HPV L1-spezifischer IL-
2" T-Helfer-Zellen sowie INF-y* Ty1-Zellen nach prophylaktischer HPV-Impfung. Die
Grolkenordnung liel3 sich im Vergleich zu zellularen Immunantworten auf andere Impf-
stoffe als realistisch einschatzen. Trotzdem die dritte Impfung im Gardasil®-Impfschema
auf zellularer Ebene keinen Vorteil erbrachte, kann ohne weitere Forschung nach der
momentanen Datenlage hinsichtlich humoraler Immunantwort und Effektivitat in Verhin-
derung von HPV-assoziierten Lasionen nicht auf diese verzichtet werden. Die starkere
zellulare Immunogenitat der Low-Risk-HPV-Typen 6 und 11 kann durch einen mogli-
chen Boost einer bereits frher im Leben erworbenen Low-Risk-Infektion oder aber
durch eine Kreuzreaktivitat der beiden HPV-Typen untereinander erklart werden. Das
schlechte Abschneiden von HPV 18 sowohl auf zellularer als auch auf humoraler Ebene
sollte Anlass geben, die Vakzine im weiteren Verlauf auf ihnre Wirksamkeit gegen HPV

18-Infektionen zu reevaluieren.

Auf Grund der insgesamt kleinen Fallzahlen der durchgeflihrten Studien sollte ein T-
Zell-Monitoring an einem grolReren Kollektiv erfolgen. Um den Nachweis von T-Ge-
dachtniszellen abzusichern, ist es zudem nétig, IL-2* HPV L1-spezifische T-Zellen meh-
rere Jahre nach der letzten erhaltenen Impfdosis darzustellen. Zusatzlich zur bereits er-
brachten Charakterisierung der INF-y* Ty1-Antwort sollte eine IL-4-Férbung zur Cha-
rakterisierung der Vakzin-spezifischen Ty2-Antwort etabliert werden. Des Weiteren ist
es nun moglich, mit der etablierten Methode auch HPV L1-spezifische T-Zellen nach
Impfung mit der zweiten HPV-Vakzine Cervarix® vergleichend darzustellen. Ein weiteres
mogliches Forschungsziel auf diesem Gebiet konnte die Detektion von kreuzreaktiven
T-Zellen sein, um die prophylaktischen HPV-Impfstoffe in ihrem gesamten Wirkungs-

spektrum besser einschatzen zu konnen.
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7 Abkiirzungen
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AK
ANOVA
APC
APC
Aqua dest.
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BCR
BD
BSA
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CTL
DKFZ
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DNA
E1/2/6/7
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EMBnet
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E-Proteine
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HBsAg
HBV
HIV
HPV
IL-2, -4, -5, -10
IL-2-R
IMP
INF-y
IQR

ITT

L1/2
MFI

Antigen

Antikorper

engl. analysis of variance

engl. antigen-presenting cell
Allophycocyanin

lat. aqua destillata

engl. according to protocol

engl. B cell receptor

Becton Dickinson

Bovines Serumalbumin

engl. cluster of differentiation
Cervikale intraepitheliale Neoplasie
engl. cytotoxic T lymphocyte
Deutsches Krebsforschungszentrum
Dimethylsulfoxid

engl. deoxyribonucleic acid

engl. early protein 1/2/6/7

engl. ethylenediaminetetraacetic acid
engl. European Molecular Biology Network
Einzelpeptid

engl. early proteins
Endoplasmatisches Retikulum
Europaische Union

engl. fluorescence-activated cell sorting
engl. fetal calf serum
Fluoresceinisothiocyanat

engl. forward scatter

engl. hepatitis B surface antigen
Hepatitis B-Virus

Humanes Immundefizienz-Virus
Humanes Papillomvirus
Interleukin-2, -4, -5, -10
Interleukin-2-Rezeptor

Influenza Matrix Protein

Interferon-y

Interquartilsabstand

engl. intention to treat

engl. late protein 1/2

engl. median fluorescence intensity
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MHC 1/l
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NCBI
NCR

p

p53
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PBL
PBS
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PP

PV
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Rb

RKI

SD
SEB
SSC
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STIKO
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THO/1/2
TNF a/p
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TZ
UAW
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UniProt
UR
VAIN
VIN
VLP
w/v

engl. major histocompatibility complex I/11

Nicht signifikant

engl. National Center for Biotechnology Information

engl. noncoding region

Irrtumswahrscheinlichkeit

Tumorsuppressorgen mit Molekulargewicht von 53 kD
Zytologischer Zervix-Abstrich mit Test nach Papanicolaou
Periphere Blutlymphozyten

engl. phosphate buffered saline

Phycoerythrin

Peridinin-Chlorophyll-Protein

Prozentpunkte

Papillomvirus

Region (FACS)

Tumorsuppressorgen, welches primar in Retinoblastomen
nachgewiesen wurde

Robert-Koch-Institut

engl. standard deviation

engl. staphyloccocal enterotoxin B
engl. side scatter

engl. sexually transmitted diseases
Standige Impfkommission

engl. T cell receptor

T-Helfer-Zelle vom Typ 0/1/2
Tumornekrosefaktor a/f3
Tetanustoxoid

T-Zelle

Unerwunschte Arzneimittelwirkung
engl. upper left

engl. Universal Protein Resource
engl. upper right

Vaginale intraepitheliale Neoplasie
Vulvare intraepitheliale Neoplasie
engl. virus-like particle

engl. weight/volume
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