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Zusammenfassung

Das Zervixkarzinom ist weltweit die vierthaufigste Tumorerkrankung der Frau [1]. Eine
immunmodulatorische Behandlung zur (Re-)Aktivierung des Immunsystems und Uber-
windung der HPV- bzw. tumorinduzierten Immuntoleranz bietet neue Moglichkeiten der
Therapie [2]. Dabei riicken auf die Immunsuppression spezialisierte, regulatorische T-
Zellen (Tregs) in den Fokus [3]. Bei unbehandelten Zervixkarzinompatientinnen sind im
Vergleich zu gesunden Frauen die im Blut zirkulierenden Tregs signifikant erhéht [4].
Erstmals untersucht diese retrospektive Studie den prognostischen Wert des im Blut
zirkulierenden Treg-Anteils von 49 Patientinnen mit einem primaren Zervixkarzinom vor
und nach einer primér kombinierten Radiochemotherapie (RCT). Neben der klassischen
phanotypischen Quantifizierung der Tregs als CD3'CD4'CD25'FOXP3" Zellen mittels
Durchflusszytometrie (Tregsriow) erfolgte flr Zervixkarzinompatientinnen das erste Mal
eine epigenetische Quantifizierung der zirkulierenden Tregs anhand einer Treg-
spezifischen Demethylierung von FOXP3 mittels methylierungsspezifischer quantitativer
Real-Time-PCR (TregSpcr).

Ein hoher Anteil zirkulierender Tregs vor RCT erwies sich als prognostisch gunstiger
Biomarker fur Zervixkarzinompatientinnen. Im Vergleich zur phanotypischen Treg-
Quantifizierung bildet die epigenetische Quantifizierung verlasslichere, vom Immunsta-
tus unabhangige und zwischen Studien besser vergleichbare Ergebnisse ab. So hatten
Patientinnen mit einem hohen Tregpcr-Anteil signifikant seltener Fernmetastasen
(Kruskal-Wallis-Test; P = 0,003) und ein signifikant besseres erkrankungsfreies Uberle-
ben und Gesamtiberleben (Log-Rank-Test; P = 0,006 und P = 0,006). Der Tregpcr-
Anteil vor RCT ist damit ein Indikator fiir eine Fernmetastasierung (empirische ROC-
Kurve; AUC = 0,853; P = 0,001) und ein unabhangiger Prognosefaktor fiir beide Uber-
lebensparameter (multivariate Cox-Regression; P = 0,009 und P = 0,009). Der Tregriow-
Anteil korreliert hingegen nicht signfikant mit diesen beiden Uberlebensparametern
(Log-Rank-Test; P = 0,615 und P = 0,828).

Ergebnisse aus laufenden klinischen Studien zur Immunmodulation beim Zervixkarzi-
nom werden zur weiteren Klarung des prognostischen Werts der zirkulierenden Tregs

beitragen kdnnen.



Abstract

Cervical carcinoma is the fourth most common tumor disease worldwide [1]. Immuno-
modulatory therapies provide new possibilities through (re-)activation of the immune
system to overcome HPV- or tumor-induced immune tolerance [2]. Regulatory T-cells
(Tregs), which are specialized in immunosuppression [3] and are increased in the blood
of non-treated cervical carcinoma patients compared to healthy women [4], are at the
center of attention.

To date, this retrospective study, is the first attempt to investigate the prognostic value
of the Treg frequency in peripheral blood of 49 cervical carcinoma patients before and
after a primary radio-chemotherapy (RCT). In addition to the phenotypic quantification of
Tregs as CD3"CD4'CD25'"FOXP3" T cells by flow cytometry (Tregsrow) an epigenetic
guantification of blood Tregs was performed for the first time using a methylation-
specific quantitative real-time-PCR based on Treg-specific DNA demethylation within
FOXP3 (Tregspcr).

In this study an increased blood Treg frequency before RCT was identified as a favora-
ble biomarker for cervical carcinoma patients. Compared to phenotypical Treg quantifi-
cation, epigenetic quantification was more reliable due to independence of immune sta-
tus and superior comparability between different studies. Cervical carcinoma patients
with increased Tregpcr frequency before RCT had significantly less distant metastases
(Kruskal-Wallis test; P =0,003) and significantly improved disease-free survival and
overall survival (Log-rank test; P = 0,006 and P = 0,006). Tregecr frequency before RCT
was an indicator for distant metastases (empirical ROC curve; AUC = 0,853; P = 0,001)
and an independent prognostic factor for both survival parameters (Cox model;
P =0,009 and P =0,009). In contrast, Tregrow frequency before RCT was not signifi-
cantly associated with disease-free survival or overall survival (Log-rank test; P = 0,615
and P = 0,828).

Pending results from clinical studies on immune modulatory therapy in cervical carci-

noma patients will help to further elucidate the prognostic value of blood Tregs.



1 EINLEITUNG

1.1 Zervixkarzinom
1.1.1 Epidemiologie
Das Zervixkarzinom, umgangssprachlich als Gebarmutterhalskrebs bekannt, gilt mit ca.
530.000 Neuerkrankungen im Jahr 2012, davon 84 % in den Entwicklungslandern,
weltweit als vierthaufigste Tumorerkrankung der Frau. Es ist verantwortlich fur 7,5 %
aller durch Tumore bedingten Todesfalle unter Frauen. Jahrlich sterben weltweit etwa

270.000 Frauen an einem Zervixkarzinom, darunter 85 % aus Entwicklungslandern [1].

In Deutschland nimmt das Zervixkarzinom Platz zw6lf unter den haufigsten Malignomen
der Frau ein mit einer stabilen Neuerkrankungsrate seit Ende der 1990er Jahre. 2010
erkrankten 4.660 Frauen in Deutschland an einem Zervixkarzinom und 1.524 Frauen
erlagen ihrem Zervixkarzinom [5]. Das mittlere Erkrankungsalter des invasiven Zervix-
karzinoms liegt mit 53 Jahren deutlich unter dem durchschnittlichen Erkrankungsalter
fur Malignome (69 Jahre) [6]. 62 % der Zervixkarzinome werden im friihen Tumorstadi-
um T1 diagnostiziert [5]. Das altersangepasste relative Funfjahrestberleben liegt in
Deutschland bei 64,7 % mit einem signifikanten Anstieg zwischen 2002 und 2006 [7].

1.1.2 Morphologie und Metastasierung

Die Zervix stellt die Verbindung zwischen Uterus und Vagina dar. Die meisten Tumore
der Zervix und deren Vorstufen entstehen an der Transformationszone, welche auf-
grund ihres hohen Zellumsatzes im Rahmen von Umbau- und Reparaturprozessen be-
sonders vulnerabel gegentber Kanzerogenen ist. Die Transformationszone ist der Be-
reich der Zervix, in dem es zu einer Verschiebung der Grenze zwischen dem Zylin-
derepithel der Endozervix und dem unverhornten Plattenepithel der Ektozervix durch
eine Metaplasie (Umwandlung) des Zylinderepithels in Plattenepithel insbesondere im
Alter kommt [8]. Das Zervixkarzinom gehort zu den epithelialen Tumoren. Plat-
tenepithelkarzinome und Adenokarzinome sind die histologisch haufigsten Tumortypen
mit 77 % bzw. 15 % aller Zervixkarzinome. Die prognostisch ungtinstigeren Mischfor-
men, wie das adenosquamodse Karzinom, aber auch die neuroendokrinen oder undiffe-
renzierten Tumore, sind deutlich seltener [7]. Tumore nicht-epithelialen Ursprungs der

Zervix wie Sarkome, Melanome oder Lymphome stellen Raritaten dar [9].



Die Tumorausbreitung des Zervixkarzinoms erfolgt vorrangig kontinuierlich und lympho-
gen. Dabei wachst der Tumor per continuitatem insbesondere nach lateral in die Para-
metrien und nach kaudal in die Vagina. Die lymphogene Ausbreitung folgt der Lymph-
drainage der Zervix, die zum gréf3ten Teil Uber laterale, aber auch anteriore und poste-
riore Lymphstraf3en in die regionaren Lymphknoten fuhrt. Paraaortale Lymphknotenme-
tastasen konnen direkt tber den posterioren Lymphabfluss der Zervix oder tber die re-
gionaren Lymphknotenmetastasen entstehen [10, 11] und werden, ebenso wie andere
nicht regiondare Lymphknotenmetastasen, als Fernmetastasen gewertet [12]. Eine pri-
mar hdmatogene Ausbreitung liegt wesentlich seltener vor und betrifft vor allem Patien-
tinnen mit einem weit fortgeschrittenen oder schlecht differenzierten Tumor oder einem
seltenen, prognostisch unginstigen Tumortyp. Typische Lokalisationen flir hamatogene

Fernmetastasen sind Lunge, Leber, Knochen und Darm [10].

Aufgrund der Dominanz des Zervixkarzinoms in den Entwicklungslandern und deren
eingeschrankten diagnostischen Mdglichkeiten sowie der nicht operativen Therapieopti-
onen des Zervixkarzinoms erfolgt die Stadieneinteilung des Zervixkarzinoms weiterhin
klinisch gemal der korrigierten FIGO-Klassifikation (Fédération Internationale de
Gynécologie et Obstétrique) von 2009 (Tabelle 1) [10, 13]. Operative Verfahren wie ei-
ne pelvine und aortale Lymphonodektomie als Staginguntersuchung oder eine definitive
operative Therapie sowie weiterfihrende bildgebende Diagnostik mittels CT, MRT oder
PET-CT konnen zur Therapieplanung herangezogen werden. Diese fihren jedoch nicht
zu einer Veranderung des klinisch eingeschéatzten FIGO-Stadiums [10, 12]. Die paralle-
le TNM-Klassifikation dient zur ergdnzenden histopathologischen und klinischen Stadi-

eneinteilung des Zervixkarzinoms (Tabelle 1) [12, 14].

Welchen Stellenwert einzelne histopathologische Parameter als Prognosefaktoren ha-
ben, bleibt insbesondere aufgrund fehlender Standardisierung und Reproduzierbarkeit
bei der Erhebung umstritten [15]. Gemal der deutschen S3-Leitlinie werden Tumorsta-
dium, Tumortyp, Grading, dreidimensionale Tumorgrof3e, Resektionsrandstatus und
pelviner als auch paraaortaler Lymphknotenstatus als therapierelevante Prognosefakto-
ren beim makroinvasiven Tumor (FIGO-Stadium > IA) eingestuft. Tiefe Stromainvasion,

Lymphgefal3- und BlutgefafRinvasion gelten dagegen nur als therapierelevant [16].



Tabelle 1: Modifizierter Auszug der FIGO-/TNM-Klassifikation des Zervixkarzinoms [14, 16]

T = Tumor (Primartumor), N = Nodus (regionare Lymphknoten), M = Metastasen (Fernmetastasen)

TNM- FIGO- Beschreibung
Kategorie | Stadien
T1 I Tumor begrenzt auf die Zervix
Tla 1A Ausschlief3lich mikroskopische Diagnose mit maximaler Stromainvasion von
5 mm und maximaler horizontaler Ausdehnung von 7 mm
T1b B Makroskopisch (klinisch) sichtbare, auf die Zervix begrenzte Lasion oder
mikroskopische Lasion gréf3er als Tla
T2 Il Tumorausdehnung jenseits des Uterus, aber nicht bis zur Beckenwand
und nicht bis zum unteren Drittel der Vagina
T2a A Parametrium frei
T2b IIB Parametrium befallen
T3 11 Tumorausdehnung bis zum unteren Drittel der Vagina und/oder bis zur
Beckenwand und/oder verursachte Hydronephrose oder stumme Niere
T4 v Tumorinfiltration in Blasen- oder Rektumschleimhaut oder Uberschreitung
der Grenzen des kleinen Beckens
NXx Regionarer Lymphknotenstatus nicht beurteilbar
NO keine regionaren Lymphknotenmetastasen
N1 Regionare Lymphknotenmetastasen u.a.:
Nodi lymphatici (NII) iliaci externi, NIl iliaci interni (hypogastrici — obturatorii),
NIl interiliaci, NIl iliaci communes, NIl praesacrales, NIl rectales superiores
oder parazervikale bzw. parametrane NIl [10-12]
Mx Fernmetastasenstatus nicht beurteilbar
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen

1.1.3 Atiologie und Risikofaktoren

In fast allen Zervixkarzinomen kénnen humane Papillomaviren (HPV) nachgewiesen

werden [17, 18]. Durch eine erneute Analyse von HPV-negativen Fallen der Internatio-

nal Biological Study on Cervical Cancer [19] und dem Ausschluss inadaquater Proben

ermittelten Walboomers et al. eine weltweite HPV-Pravalenz von 99,7 % beim Zervix-

karzinom [17]. Der HPV-Infektion wird dabei ein hoheres attributables Risiko fur die

Entstehung eines Zervixkarzinoms als Rauchen fir das Lungenkarzinom und chroni-

sche Hepatitis B fur Lebertumore zugeschrieben [20]. Mittlerweile gilt die HPV-Infektion

als notwenige Ursache fur die Entstehung eines Zervixkarzinoms [18]. Die Entdeckung

dieses kausalen Zusammenhangs ist in der Tumorforschung bisher einmalig [20].




Von den mehr als 100 bekannten humanen Papillomaviren fihren tber 40 HPV-Typen
der Alpha-Papillomaviren zu einer genitalen Infektion und werden anhand ihres onko-
genen Potentials in Hochrisko-HPV-Typen mit gehéuftem Auftreten in Zusammenhang
mit dem Zervixkarzinom und Niedrigrisiko-HPV-Typen unterteilt [21]. Die zwolf HPV-
Typen HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 und 59 werden einheitlich als
Hochrisiko-Typen angesehen [22, 23]. Zusammen sind sie fur Gber 90 % der invasiven
HPV-positiven Zervixkarzinome verantwortlich [24]. Fir HPV-Typen mit einer geringen
Pravalenz gibt es uneinheitliche Einteilungen bezglich ihres Risikopotentials. Weltweit
gibt es regionale Unterschiede in den Haufigkeiten der einzelnen HPV-Typen des Zer-
vixkarzinoms, wobei HPV 16, 18 und 45 mit relativen Anteilen von 50 - 61 %, 10 - 15 %
und 6 - 8 % am haufigsten auftreten [19, 24, 25].

HPV wird Gberwiegend sexuell Ubertragen [26]. Zwischen dem 20. und 79. Lebensjahr
entwickeln bis zu 79 % der Frauen mindestens eine HPV-Infektion [27]. Dabei zeigt die
HPV-Pravalenz einen ersten hohen Anstieg direkt nach Aufnahme der sexuellen Aktivi-
tat (< 25 Jahre) [28]. Die meisten HPV-Infektionen bleiben jedoch klinisch inapparent
[29] und 55 % bzw. 67 % der Infektionen heilen innerhalb von 6 bzw. 12 Monaten [30].
Bei Persistenz der Infektion (Uber 12 Monate) sinkt die Wahrscheinlichkeit der nachfol-
genden Heilung und steigt das Risiko flr eine hohergradige zervikale Lasion oder eine
Tumorentstehung [30], insbesondere bei Infektionen mit HPV 16 und 18 [31]. Entgegen
anfanglicher Annahmen uber einen kontinuierlichen Progress des Zervixkarzinoms von
geringgradigen uber hohergradige zervikale Lasionen zum invasiven Tumor kommt es
auch zur Regression dieser zervikalen Prédkanzerosen und De-novo-Entstehung der
hohergradigen Prakanzerosen [32—-34]. Letztlich entwickelt sich nur bei 1 % der chroni-
schen, persistierenden HPV-Infektionen ein invasives Zevixkarzinom [35]. Da nicht jede
HPV-Infektion persistiert und zur Entstehung eines Zervixkarzinoms fuhrt, ist HPV zwar
notwendig, aber nicht ausreichend fir die Entstehung eines Zervixkarzinoms [22, 25].
Daher werden zusatzliche Kofaktoren fir die Entstehung des Zervixkarzinoms benétigt,
zu denen beispielsweise Rauchen, langjahrige Einnahme von oralen Kontrazeptiva,

hohe Anzahl an Geschlechtspartnern oder genetische Faktoren zéhlen [16, 36].

1.1.4 Therapie
Die Therapie des invasiven Zervixkarzinoms ist international und national sehr hetero-

gen und die Therapiewahl aufgrund der klinischen Klassifikation nach FIGO erschwert.



Neben dem pratherapeutisch ermittelten Stadium hangt die Therapie vom Allgemeinzu-
stand, Menopausenstatus, Kinderwunsch und Risikoprofil der Patientin sowie den mog-
lichen Therapiespatfolgen ab. Prinzipiell existieren die Operation und die Ra-

dio(chemo)therapie als primére Therapieoptionen des invasiven Zervixkarzinoms [16].

Fir das frihe Zervixkarzinom (FIGO-Stadium IB - 1I1A) zeigen sich die primare Operation
(mit und ohne adjuvante Radiotherapie) und primare Radiotherapie therapeutisch
gleichwertig, bei jedoch erhdhter Morbiditat im Falle einer adjuvanten Therapie nach
priméar operativer Versorgung [37]. Daher sollte eine Kombination aus Operation und
Radio(chemo)therapie vermieden werden und gemaf der deutschen S3-Leitlinie die
primar operative Therapie bis Stadium IlA bei nicht zu erwartender adjuvanter Therapie
erwogen werden. Eine adjuvante Radio(chemo)therapie ist bei histologisch gesicherten
Lymphknotenmetastasen, tumorinfiltriertem Resektionsrand oder mehr als zwei der
nachfolgenden histologischen Risikofaktoren indiziert: Blutgefaf3invasion, Lymphgefa-
Binvasion, tiefe Stromainvasion, TumorgroRe Uber 4 cm und histologisch schlecht diffe-

renzierter Tumor [16].

Durch eine simultane, platinhaltige Chemotherapie zur Radiotherapie wird das progres-
sionsfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben gegentiber einer alleinigen Radiothe-
rapie in der priméren als auch adjuvanten Behandlungsform signifikant verbessert [38—
40]. Anwendung findet die primare kombinierte Radiochemotherapie (RCT) vor allem
beim fortgeschrittenen Zervixkarzinom ab Stadium IIB unabhangig vom Lymphknoten-
status und unabhangig vom FIGO-Stadium bei histologisch gesicherten (pel-
vinen/paraaortalen) Lymphknotenmetastasen bzw. mehreren nachgewiesenen Risiko-

faktoren. Im FIGO-Stadium IV erfolgt eine individuelle Therapiewahl [16].

Die primare RCT besteht aus einer perkutanten Radiatio, einer simultanten Cisplatin-
Monotherapie und einer lokalen intrauterinen Kontaktradiatio (Brachytherapie) [16]. Die
perkutane Bestrahlung dient zum einen der Kontrolle von Mikrometastasen in den regi-
onaren Lymphknoten und zum anderen der Tumorreduktion fur eine bessere Dosisver-
teilung bei der Brachytherapie, die eine Dosissteigerung am Priméartumor dank der ho-
hen Strahlentoleranz der Vagina ermdglicht [41]. Aufgrund der héheren Anwendungssi-

cherheit und -komforts wird im Allgemeinen die High-Dose-Rate-Brachytherapie emp-



fohlen und angewendet, obwohl keine klinisch signifikanten Unterschiede zur Low-
Dose-Rate-Brachytherapie bestehen [42, 43].

Neue Behandlungsmoéglichkeiten bietet eine immunmodulatorische Therapie, welche
auf eine (Re-)Aktivierung des Immunsystems und eine Uberwindung der HPV- bzw.
tumorinduzierten Immuntoleranz zielt und sich dazu unter anderem an deren Mecha-
nismen orientiert [2]. Dabei unterscheidet man eine aktive und passive Form der im-
munmodulatorischen Therapie. Die therapeutische Immunisierung stellt die haufigste
aktive Form dar und dient der Bildung einer zellvermittelten Immunantwort in Form von
zytotoxischen T-Zellen und T-Helfer-Zellen gegen HPV bzw. den Tumor selbst. Hinge-
gen werden bei der passiven Form Effektormolekile wie beispielsweise tumorspezifi-
sche monoklonale Antikdrper verwendet [2]. Fur die HPV- bzw. tumorinduzierte Immun-
toleranz werden unter anderem sogenannte regulatorische T-Zellen (Tregs) verantwort-
lich gemacht [35], welche einerseits eine Hauptschwierigkeit bei der Entwicklung eines
therapeutischen Impfstoffs darstellen und andererseits einen attraktiven Angriffspunkt

fur eine immunmodulatorische Therapie bieten [2, 44].

1.2 Regulatorische T-Zellen

1.2.1 Heterogenitat und Funktion

Tregs gelten als eigenstandige Zellpopulation des adaptiven Immunsystems neben den
T- und B-Zellen und sind auf die Immunsuppression spezialisiert. Bei jeder adaptiven
Immunantwort werden alle drei Zelltypen rekrutiert und aktiviert. Das Gleichgewicht zwi-
schen den Tregs und den T- und B-Zellen bestimmt die Art und Starke der Immunant-
wort oder deren Ausbleiben gegenuber einem Antigen (sogenannte Immuntoleranz) [3].
Tregs Ubernehmen somit die Etablierung und Aufrechterhaltung der peripheren Immun-
toleranz und der Immunhomd@ostase (Immungleichgewicht) [3]. Tregs werden deshalb
auch als Pfortner der Immunreaktionen angesehen [45] und Gbernehmen in diesem Zu-
sammenhang eine duale Rolle. Auf der einen Seite verhindern sie die Entstehung von
Autoimmunerkrankungen, Allergien und Transplantatabsto3ungen oder gewahren die
orale und mukosale Toleranz von nicht-pathogenen Antigenen und die materno-fetale
Toleranz in der Schwangerschaft. Auf der anderen Seite kdnnen Tregs gewtlnschte
Immunreaktionen gegen Pathogene und Tumore verhindern und so eine chronische

Infektion unterhalten oder einen Tumorprogress unterstitzen [46, 47].



Tregs stellen eine heterogene Zellpopulation in Bezug auf ihren Bildungsort, ihre Funk-
tion, ihren Aktivitdtszustand und damit auch ihren Phanotyp dar [47, 48]. Anhand des
Bildungsorts werden drei Treg-Gruppen unterschieden. Der grof3te Anteil der Tregs, die
sogenannten thymus-derived Tregs (tTreg, friher nTreg von natural Treg), deren
T-Zellrezeptor bevorzugt Eigenantigene erkennt, wird im Thymus generiert. Ein unbe-
kannter Anteil an Tregs wird in der Peripherie aus naiven T-Zellen gebildet. Diese peri-
pherally derived/induced Tregs (pTreg, friher iTreg von induced/adaptive Treg) erwei-
tern das T-Zell-Rezeptor-Spektrum der tTregs gegen nicht-pathogene Fremdantigene
[49-51]. Zusammen gewdahren tTregs und pTregs die Immunhomdostase und setzen
sich auch jeweils aus funktionell und phanotypisch unterschiedlichen Zellen zusammen
[48]. Ex vivo generierte Tregs, welche durch Stimulation ihres T-Zell-Rezeptors in An-
wesenheit vom transforming growth factor beta (TGF-B) aus naiven T-Zellen entstehen
[50, 52], werden als iTreg (in vitro-induced Treg) bezeichnet und bilden die letzte Grup-
pe [49-51].

Ihre immunsuppressive Funktion vermitteln Tregs Uber eine Vielzahl an Mechanismen
sowohl in vitro als auch in vivo [53, 54] und verhindern dariber die Proliferation und Dif-
ferenzierung von naiven T-Zellen sowie die Proliferation und Funktion von Effektorzel-
len. Bei Effektorzellen handelt es sich um ausdifferenzierte Zellen. Zu diesen z&hlen
zum Beispiel CD4" oder CD8" T-Zellen, B-Zellen, natirliche Killerzellen oder Makro-
phagen [3, 55, 56]. Die von den Tregs zur Suppression verwendeten Mechanismen
kénnen in drei Gruppen unterteilt werden [47, 48]: Zell-Zell-kontaktabh&ngige Suppres-
sion, Sekretion von suppressiven Zytokinen und metabolische Stérung bzw. Konkurrenz
um Wachstumsfaktoren. Dabei konnen die Effektorzellen direkt oder indirekt Uber die
Interaktion der Tregs mit sogenannten dentrischen Zellen (Antigen-prasentierenden Zel-
len) supprimiert werden [53]. Die einzelnen Mechanismen kdnnen synergistisch oder
sequenziell angewendet werden [3]. Die Induktion der Treg-vermittelten Suppression ist
Antigen-spezifisch, die anschlielRende Suppression dagegen Antigen-unspezifisch und

wird deshalb auch als Bystander-Suppression bezeichnet [57, 58].

Bei gesunden Menschen entsprechen durchschnittlich 6 % der im Blut zirkulierenden
CD4" T-Zellen den zirkulierenden Tregs [59]. Tumorerkrankungen sind mit einer Expan-
sion der Tregs assoziiert. So haben Tumorpatienten, darunter auch Zervixkarzinompati-

entinnen [4, 60, 61], eine erhéhte Anzahl an Tregs im peripheren Blut, im Tumor und
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Tumormikromillieu sowie in den tumordrainierenden Lymphknoten. Die anfangliche An-
nahme Uber einen generell negativen prognostischen Einfluss der expandierten Tregs
bei Tumorpatienten und einer einheitlichen Treg-depletierenden Therapie zur Starkung
der korpereigenen Anti-Tumorimmunantwort wurde jedoch durch Studien Uber einen
fehlenden oder sogar positiven prognostischen Wert der Tregs entkréftet [45]. Die prog-
nostische Relevanz der Tregs ist folglich abhangig von verschieden Faktoren, wie der
Tumorentitat und dessen mdglichen molekulargenetischen Subtypen, der Lokalisation
der betrachteten Tregs oder der Art der Treg-Charakterisierung und damit der Betrach-

tung eines bestimmten Treg-Subtyps oder -Aktivitdtszustandes [62, 63].

1.2.2 Phéanotypische Charakterisierung

Als erster phanotypisch spezifischer Marker der Tregs gilt der Oberflachenmarker CD25
(a-Kette des hochaffinen Interleukin-2-Rezeptors), welcher neben den Oberflachenmar-
kern CD3 als kollektiver Marker der T-Zellen und CD4 als Korezeptor des T-Zell-
Rezeptors konsekutiv exprimiert wird. Die so identifizierten murinen und humanen
CD4'CD25" Tregs zeigen typische Treg-spezifische Eigenschaften [59, 64—66]. Jedoch
setzen sich die humanen CD4'CD25" T-Zellen sowohl aus Tregs als auch aus aktivier-
ten T-Zellen ohne suppressive Eigenschaften, den sogenannten aktivierten konventio-
nellen T-Zellen, zusammen [66, 67]. Im Vergleich zu den murinen CD4"CD25" T-Zellen
besitzen unter den humanen CD4'CD25" T-Zellen die Zellen mit der hochsten CD25-
Expression (CD25"" auch die starksten Suppressionseigenschaften [67]. Die Abgren-
zung dieser humanen CD4"'CD25"" Tregs basiert jedoch auf einer eher willkiirlichen
Unterteilung der CD25-Expression und fihrt zu einer Unterschatzung des Treg-Anteils
[68].

Mit der Entdeckung des Transkriptionsfaktors forkhead box P3 (FOXP3) als Masterre-
gulator fir die Entwicklung und Funktion der murinen und humanen Tregs gilt FOXP3
als spezifischer intrazellularer Marker der CD4°CD25" Tregs. Der auf dem X-
Chromosom gelegene Transkriptionsfaktor gehort zur forkhead/winged-helix family der
Transkriptionsfaktoren und wird sowohl auf mRNA- als auch Proteinebene bevorzugt
von Tregs exprimiert. Durch einen Gentransfer von FOXP3 in naive CD4" T-Zellen ent-
stehen Zellen, welche phanotypisch und funktionell vergleichbar den Tregs sind [69—
71]. Eine Mutation oder das komplette Fehlen des FOXP3-Gens fuhrt bei Mausen zum

letalen, lymphoproliferativen Autoimmunsyndrom der scurfy mouse und wird auf einen
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Mangel an Tregs zuriickgefuhrt [70, 72]. Aquivalent zum Krankheitsbild der scurfy
mouse fuhren Mutationen im FOXP3-Gen beim Menschen zum ebenfalls X-
chromosomal rezessiv vererbten IPEX-Syndrom (immune dysregulation, polyendocri-
nopathy, enteropathy, X-linked syndrome) [73, 74]. Das IPEX-Syndrom ist mit der Ent-
stehung von multiplen Autoimmunerkrankungen, insbesondere in Form von schweren

Enteropathien, Diabetis mellitus Typ 1 und Dermatitiden, assoziiert [75].

Entgegen der anfanglichen Annahme einer exklusiven Expression von FOXP3 in Tregs
lasst sich auch in anderen hamatopoetischen Zellen, einigen epithelialen Zellen und
einigen Tumorzellen FOXP3 nachweisen [76]. So exprimieren 1,8% der
CD4'C25 T-Zellen ohne Treg-spezifische Eigenschaften auch FOXP3 [77]. Nach in
vitro Aktivierung zeigen sowohl konventionelle CD4" als auch CD8" T-Zellen eine tran-
siente FOXP3-Expression ohne notwendigerweise Treg-typische suppressive Eigen-
schaften auszubilden [77-80].

Aufgrund fehlender Spezifitat der bisherigen Treg-Marker werden Tregs anhand der
Koexpression mehrerer Marker charakterisiert. Trotz der oben genannten Limitationen
der einzelnen Marker gilt der CD4"CD25"FOXP3" Treg-Phanotyp als besonders zuver-
lassig und findet daher breite Anwendung [81]. Santegoets et al. empfehlen hingegen
basierend auf einem Ranking von Treg-Markern und einer nachfolgenden Analyse der
Markerkombinationen eine  minimale  Markerkombination aus CD3, CD4,
CD25, CD127 wund FOXP3 zur Detektion der humanen Tregs als
CD3'CD4'CD25""CD127"""FOXP3* Zellen [82], ebenso wie Snyder-Cappione bei
Treg-Bestimmungen ohne Suppressions- bzw. Funktionstests [83]. Die Expression des
Oberflachenmarkers CD127 (a-Kette des Interleukin-7-Rezeptors) korreliert dabei in-
vers mit der intrazellularen FOXP3-Expression und den suppressiven Eigenschaften der

Tregs. Eine fehlende bis niedrige CD127-Expression (CD127"'°W

) dient damit zur Unter-
scheidung zwischen Tregs und konventionellen T-Zellen mit hoher CD127-Expression
[84-86], wobei einige konventionelle T-Zellen ihre CD127-Expression in der frihen

Phase einer Aktivierung herunterregulieren [87, 88].

Letztlich sind viele der bisherigen Marker zur phanotypischen Charakterisierung der
Tregs auch generelle Marker der T-Zell-Aktivierung und damit nicht Treg-spezifisch

[46, 68]. Nichtsdestotrotz kbnnen sie in Kombination zur phénotypischen ldentifizierung
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und Quantifizierung der Tregs eingesetzt werden [68], wobei die verwendeten Marker-
kombinationen in der Literatur sehr variieren. Es bleibt abzuwarten, ob im Hinblick auf
die sehr heterogene Treg-Population ein solcher phanotypischer Marker Uberhaupt
existiert. Dagegen scheint eine eineindeutige Charakterisierung der Tregs anhand einer

Treg-spezifischen epigenetischen Veranderung maoglich.

1.2.3 Epigenetische Charakterisierung

Unter Epigenetik versteht man die vererbte Veranderung der Genexpression ohne An-
derung der DNA-Sequenz. Sie wird fur die ph&notypischen Unterschiede zwischen Zel-
len und Organismen mit identischer DNA verantwortlich gemacht [89]. Das Grundprinzip
der Epigenetik basiert auf einer vererbbaren lokalen Veranderung des Chromatins, dem
Komplex aus chromosomaler DNA und Proteinen im Zellkern. Der Verpackungszustand
des Chromatins beeinflusst dabei die Zuganglichkeit und damit Genaktivitat der DNA
und kann Uber verschiedene epigenetische Mechanismen reguliert werden [90]. Dazu
zahlen unter anderem die reversible, posttranslationale Modifikation der Histone (DNA-
bindende Proteine im Zellkern) oder die ebenfalls reversible, postreplikative DNA-
Methylierung, welche bei Sdugetieren vorwiegend am C5-Atom eines Guanin folgenden
Cytosins, einem sogenannten CpG-Dinucleotid, stattfindet [90, 91].

Murine und humane Tregs besitzen im Intron 1 des FOXP3-Gens nicht-codierende, in
Saugetieren hoch konservierte Regionen mit solchen epigenetischen Veranderungen
[92]. Eine dieser Regionen weist ein spezifisches Methylierungsmuster fur Tregs auf
und wird in der Literatur auch als Treg-specific demethylated region (TSDR), conserved
non-coding sequence 2 (CNS2) oder einfach FOXP3 Intron 1 (FOXP3il) bezeichnet
[93-95].

FOXP3il ist durch eine selektive Demethylierung seiner CpG-Nucleotide in murinen
und humanen Tregs und einer Methylierung dieser CpG-Nucleotide in naiven und kon-
ventionellen T-Zellen gekennzeichnet [93, 96, 97]. Die Demethylierung des FOXP3il
korreliert zudem besser mit den Treg-spezifischen suppressiven Eigenschaften als dem
MRNA- oder Proteinlevel von FOXP3 [98] und bleibt unverandert unter in vitro Stimula-
tion und Expansion [96, 97]. tTregs und pTregs zeigen eine vergleichbare Demethylie-
rung des FOXP3il [99]. Dagegen weisen TGF-B induzierte iTregs oder aktivierte kon-

ventionelle T-Zellen mit transienter FOXP3-Expression eine (fast) komplette Methylie-
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rung des FOXP3il auf ebenso wie die naiven und nicht-aktivierten konventionellen T-
Zellen [93, 96]. Demnach korreliert eine transiente bzw. instabile FOXP3-Expression mit
einer Methylierung des FOXP3il. Das demethylierte FOXP3il gilt hingegen als epige-
netischer Marker fur eine stabile FOXP3-Expression und eine sichere Zugehorigkeit zur
Treg-Zellpopulation [51, 92, 94], wobei jedoch bei Frauen aufgrund der Position des
FOXP3-Gens auf dem X-Chromosom und der Inaktivierung eines der beiden X-
Chromosomen die Halfte der FOXP3il der Tregs methyliert vorliegen [95, 96, 98]. Ba-
ron et al. zeigten die Einmaligkeit dieser Demethylierung im FOXP3il fir reife Tregs

auch im Vergleich zu anderen Blut- und Gewebezellen [96].

Die Demethylierung des FOXP3il ist damit ein neuer zuverlassiger Marker der huma-
nen und murinen Tregs zur ldentifizierung und Quantifizierung der Tregs im Blut und
Gewebe in Form einer methylierungsspezifischen Analyse [95, 100, 101]. Die Sensitivi-
tat dieser methylierungsspezifischen Methode liegt gemaR Wieczorek et al. bei einer
Detektionsgrenze von 0,03 % Tregs, welches in etwa einer Anzahl von 3,5 Kopien
demethylierter DNA innerhalb von 12.000 Kopien methylierter Hintergrund-DNA ent-
spricht [100]. Mittlerweile wird diese neue Methode bei der Charakterisierung des Im-
munstatus unterschiedlicher Patientenkollektive angewendet, zum Beispiel bei Patien-
ten mit Tumor- oder Autoimmunerkrankungen oder unter immunstimulierender
bzw. -supprimierender Therapie oder bei Neugeborenen. Inwieweit die Ergebnisse der
phanotypischen und epigenetischen Charakterisierung zur Quantifizierung der Tregs
miteinander korrelieren, ist fur die spezielle immunologische Situation eines Patienten-

kollektives zu priifen, da sie abhangig davon zu variieren scheint [102—-104].

1.3 Zielsetzung

Bei Patientinnen mit einem unbehandelten Zervixkarzinom ist im Vergleich zu gesunden
Frauen der Anteil an zirkulierenden Tregs im Blut signifikant erhdht [4, 105, 106]. Bisher
existieren noch keine Studien zur prognostischen Relevanz dieser zirkulierenden Tregs
beim Zervixkarzinom. Ziel der vorliegenden Arbeit ist deshalb die Untersuchung des
prognostischen Werts der im Blut zirkulierenden Tregs bei Zervixkarzinompatientinnen,
die mit einer RCT behandelt wurden. Da konventionelle Tumortherapien, wie die Strah-
len- und Chemotherapie, den absoluten bzw. relativen Anteil an zirkulierenden Tregs im
Blut von Tumorpatienten beeinflussen [107], Tregs besonders radioresistent im Ver-

gleich zu anderen Immunzellen sind und die Suppressionskapazitat der Tregs bei Tu-
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morpatienten durch eine Strahlentherapie gesteigert wird [108], wurde sowohl der Anteil
an zirkulierenden Tregs vor als auch nach RCT in Bezug auf das erkrankungsfreie
Uberleben und Gesamtiiberleben der Patientinnen untersucht. Chen et al. sehen zirku-
lierende Tregs im engen Zusammenhang mit der Tumorentwicklung, dem Tumorwachs-
tum und der Metastasierung des Zervixkarzinoms, moglicherweise sogar mit direktem
Einfluss darauf [105]. Deshalb wurden die Treg-Anteile vor RCT in Bezug auf bekannte
Prognosefaktoren wie das Tumorstadium, den Lymphknoten- und Fernmetastasensta-
tus sowie den histologischen Tumortyp und die histologische Tumordifferenzierung ana-
lysiert. Zhang et al. zeigten in diesem Zusammenhang eine Korrelation zwischen der
histologischen Differenzierung des Tumors und den zirkulierenden Tregs mit einem zu-
nehmenden Treg-Anteil bei abnehmender Differenzierung [106]. Die Treg-
Quantifizierung erfolgte Uber eine phanotypische und epigenetische Charakterisierung
der Tregs mittels einer durchflusszytometrischen und methylierungsspezifischen Analy-
se. Bisher wurde der Anteil zirkulierender Tregs bei Zervixkarzinompatientinnen aus-
schlielich phanotypisch Uber die Durchflusszytometrie bestimmt. In der vorliegenden
Arbeit wurden damit das erste Mal im Blut zirkulierende Tregs von Zervixkarzinompati-
entinnen Uber eine methylierungsspezifische Methode quantifiziert und mit den durch-
flusszytometrischen Messergebnissen verglichen. Zusammenfassend ergeben sich fol-

gende Fragestellung und Hypothesen:

Fragestellung:
Welchen prognostischen Wert haben die zirkulierenden Tregs im Blut von radiochemo-

therapierten Zervixkarzinompatientinnen?

Hypothesen:

I.  Der Treg-Anteil vor Therapie korreliert mit folgenden Prognosefaktoren:
Tumorstadium, regionarem Lymphknoten- und Fernmetastasenstatus, histologi-
schem Tumortyp und Grading.

II.  Der Treg-Anteil nach RCT wird verandert sein.

lll.  Der Treg-Anteil vor oder nach RCT korreliert mit dem klinischen Verlauf bzw.
Uberleben.
IV. Die Ergebnisse der phanotypisch und epigenetisch quantifizierten Treg-Anteile

stimmen Uberein.
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2 MATERIAL UND METHODIK
2.1 Studienprotokoll

An dieser retrospektiven Studie nahmen 57 Patientinnen mit primarem Zervixkarzinom
teil, denen gemal} Ethikantrag EA4/148/05 vom 28.06.2008 bei Vorliegen einer schriftli-

chen Einverstandniserklarung vor und nach RCT Blut entnommen wurde.

Tabelle 2: Studiendesign und Patientenkollektiv

Beschreibung

Studienpatientinnen Einschlusskriterien:

o Karnofsky-Index = 60

e Patientenalter = 18 Jahre

¢ histologisch gesichertes, priméres Zervixkarzinom
Ausschlusskriterien:

e neuroendokrine Tumore oder Mischtypen mit neuroendokrinen

Anteilen
e Schwangerschaft, Stillzeit
e vorangegangene maligne Erkrankungen

Therapie Priméare oder adjuvante RCT gemalR der Leitlinie der Klinik fur
Radioonkologie und Strahlentherapie der Charité

Probengewinnung Blutentnahme von 10 ml heparinisiertem, vendsem Vollblut vor Therapie-
beginn und 3 Monate nach Therapieende oder zu einem spéateren
Nachsorgetermin

Studienendpunkte Einfluss der im peripheren Blut zirkulierenden Tregs auf
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2.2 Aufbereitung der PBMCs

Aus dem peripher entnommenen, heparinisierten Vollblut wurden innerhalb von 24 h die
sogenannten mononuklearen Zellen (peripheral blood mononuclear cells, PBMCS) iso-
liert. Die Fraktionierung der Blutbestandteile erfolgte Uber das physikalische Trennver-
fahren der Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare, Little
Chalfont, UK) entsprechend der Herstellerangaben. Dabei trennen sich die Blutbestand-
teile wahrend der Zentrifugation aufgrund ihrer unterschiedlichen spezifischen Dichte
und der daraus resultierenden Sedimentationsgeschwindigkeit in einen Dichtegradien-

ten auf. Durch die Zentrifugation sammeln sich die als PBMCs bezeichneten Lymphozy-
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ten und Monozyten in der Interphase. Erythrozyten und Granulozyten lagern sich als
Zellsediment ab (Abbildung 1) [109].

O Ficoll-Paque PLUS
M heparinisiertes Vollblut
[ Blutplasma und Thrombozyten

Zentrifugation > O Interphase

B Zzelisediment

v

Abbildung 1: Prinzip der Dichtegradientenzentrifugation modifiziert nach Luttmann et al. [109]

In zwei 15 mI-R6hrchen wurden 5 ml Ficoll-Paque PLUS vorgelegt. 7,5 ml Vollblut wur-
den 1:2 mit Nahrmedium [RPMI-1640 Medium (Gibco, Carlsbad, USA), 10 % fetales
Kéalberserum (Gibco)] verdinnt, auf das Ficoll-Paque PLUS geschichtet und fur 20 min
bei 747 xg und 20 °C ohne Bremse zentrifugiert. Die entstandenen milchtriiben Inter-
phasen wurden mit sterilen Pasteurpipetten abgehoben und gemeinsam in ein neues
15 mI-R6hrchen Uberfihrt. Um das restliche zytotoxische Ficoll-Paque PLUS zu entfer-
nen, folgten zwei Waschschritte mit 15 ml Nahrmedium und anschlieRender Zentrifuga-
tion. Das Zellpellet wurde in 2 ml Einfriermedium [Minimum Essential Medium mit
Earle’s Salts und L-Glutamine (Gibco), 15 % fetales Kalberserum, 1 % Minimum Essen-
tial Medium Non-Essential Amino Acids Solution (Gibco), 10 % Dimethylsulfoxid

(Gibco)] resuspendiert und auf zwei Einfrierréhrchen aufgeteilt.

Um eine langere Aufbewahrung ohne wesentlichen Viabilitatsverlust zu gewahrleisten,
wurden die Einfrierrohrchen mit Hilfe eines Einfrierbehdlters auf -80 °C heruntergekihlt
und nach spatestens einem Monat auf -196 °C in einen Stickstofftank tGberfuhrt. Zur
Untersuchung der Proben wurden die Zellen nach der Entnahme aus dem Stickstofftank
zugig durch Handwarme aufgetaut und anschlieRend zwei Mal mit 10 ml 1x Phosphate-
Buffered Saline pH 7,0 - 7,3 (PBS, Gibco) gewaschen und zentrifugiert (222 xg, 20 °C,
10 min). Parallel zu den Waschschritten erfolgte mittels Neubauer-Zahlkammer die Zell-
zahlbestimmung der 1 : 10 verdiinnten Zellsuspension, sodass maximal 5 x 10° Zellen
in ein Durchflusszytometrieréhrchen aufgenommen wurden. Die restlichen Zellen wur-

den in ein 1,5 ml-Reaktionsréhrchen dberfuhrt und zentrifugiert (13.000 xg, 20 °C,
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2 min), um das entstandene Zellpellet entweder direkt der DNA-Isolation zu unterziehen
oder als Trockenzellpellet bei -80 °C einzufrieren.

2.3 Phéanotypische Quantifizierung der Tregs aus PBMCs mittels Durchflusszy-
tometrie

2.3.1 Farbung

Bei der Durchflusszytometrie werden Antikorper markierte Zellen einer Zellsuspension

durch hydrodynamische Fokussierung in einem laminaren Probenstrom einzeln an ei-

nem Laser vorbeigefihrt. An den Zellen gestreute oder reflektierte Strahlung sowie das

durch fluoreszierende Antikorper emittierte Licht ermdglichen die Unterscheidung der

Zellen anhand ihrer GroéRe, Granularitdt und spezifisch gebundenen Antikdrper

(Abbildung 2) [109].

\ /
\ /
\ /
\ /
A4---—
> - —— — =)
—>» Laserstrahlung
--» reflektierte/gestreute Strahlung
N/\. emittierte Strahlung
X Antikorper mit Fluorochrom @

Abbildung 2: Prinzip der Durchflusszytometrie modifiziert nach Luttmann et al. [109]

\ 4

Es wurde der zum Zeitpunkt der Messung besonders zuverlassige und haufig verwen-
dete CD4'CD25'FOXP3" Treg-Phanotyp um den kollektiven T-Zell-Marker CD3 er-
ganzt, um eine bessere Abgrenzung zu Monozyten zu ermdglichen. Fur die durch-
flusszytometrische Quantifizierung der Tregs als CD3"CD4'CD25"FOXP3" Zellen wur-
den die PBMCs in drei Schritten angefarbt:

1) Farbung zur Prufung der Zellviabilitat,

2) Farbung der Oberflachenmarker und

3) Fixierung und Permeabilisierung zur intrazellularen Farbung.
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Zuerst wurden die in Abschnitt 2.2 in das Durchflusszytometrierdhrchen tberfihrten
Zellen mit 2 ml PBS gewaschen und abzentrifugiert (1.200 xg, 20 °C, 5 min). Zur Unter-
scheidung der aufgetauten Zellen hinsichtlich ihrer Viabilitat wurde das Live/Dead®
Fixable Near-IR Dead Cell Stain Kit (Invitrogen, Carlsbad, USA) entsprechend der Her-
stellerangaben verwendet. Der fluoreszierende Farbstoff reagiert dabei mit zellularen
Aminen. Bei Zellen mit geschadigter Zellmembran, wie bspw. bei toten Zellen, werden
sowohl Amine der Zelloberflache als auch intrazellular gelegene Amine angefarbt. Hin-
gegen werden bei lebenden Zellen mit intakter Zellmembran nur Amine der Zelloberfla-
che markiert. Daraus resultiert eine 50fach hohere Farbintensitat toter Zellen im Ver-
gleich zu lebenden Zellen. Die zu farbenden Zellen wurden in 1 ml PBS aufgenommen,
fur 30 min mit 1 yl Reagenz dunkel auf Eis inkubiert und danach mit 2 ml PBS gewa-

schen.

Zur Farbung der Oberflachenantigene wurden die Zellen mit 5 pl fluoreszenzgekoppel-
ten Anti-CD3-, Anti-CD4- und Anti-CD25-Antikérpern (Tabelle 3) fur 20 min bei Raum-
temperatur (RT) inkubiert und ebenfalls mit 2 ml PBS gewaschen, um nicht gebundene

Antikorper zu entfernen.

Tabelle 3: Verwendete fluoreszenzgekoppelte Antikérper

Immunogen Gekoppeltes Fluorochrom Isotype Klon Hersteller
CD3 APC murines 1gG1,k UCHT1
CD4 PE/Cy5 murines 19G2b,k OKT4 )
BioLegend
CD25 PE murines 1gG1,k BC96
FOXP3 Alexa Fluor® 488 murines 1gG1,k 259D

Zur Fixierung und Permeabilisierung der Zellen fur die intrazellulare Farbung wurde das
FOXP3 Fix/Perm Buffer Set (BioLegend, San Diego, USA) entsprechend der Herstel-
lerangaben verwendet. Die Fixierung beruht auf einer graduellen Denaturierung der
Proteine zur Konservierung der Zelle als Voraussetzung fur die Perforation der Memb-
ran wahrend der Permeabilisierung. Die Zellen wurden dazu in 1 ml 1x Bio-Legend’s
FOXP3 Fix/Perm Solution fur 20 min bei RT im Dunklen inkubiert. Bevor die Zellen zur
Permeabilisierung in 500 pl 1x BioLegend's FOXP3 Perm Buffer fir 15 min bei RT im
Dunklen inkubierten, wurden sie nacheinander mit 2 ml PBS und 1 ml 1x BioLegend’s
FOXP3 Perm Buffer gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation (1.200 xg, 20 °C, 5 min)
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wurde dem Zelliiberstand 5 pl Anti-FOXP3-Antikorper (Tabelle 3) hinzugefugt und fur
30 min bei RT im Dunklen inkubiert. Es folgten zwei Waschschritte mit PBS. Abschlie-
Rend wurden die Zellen in 500 - 1000 pl PBS aufgenommen und bis zur Messung dun-

kel auf Eis gelagert.

2.3.2 Messung
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Abbildung 3: Auswahlstrategie der durchflusszytometrischen Messung anhand eines Beispiels

I: Auswahl der PBMCs (P1) aus allen Zellen im Forward-Side-Scatter-Diagramm, II: Auswahl der leben-
den PBMCs (P2) aus allen PBMCs, IlI: Auswahl der lebenden CD3"CD4" Zellen (P3, blau) aus den le-
benden PBMCs, IV: Auswahl der lebenden CD3"CD4'CD25'FOXP3" Zellen (Q2, orange) aus den leben-

den CD3'CD4" Zellen als Tregs einer Patientin vor (links) und nach (rechts) primérer RCT.

Bei der Mehrfarben-Durchflusszytometrie entstehen spektrale Uberlappungen der ver-
wendeten Fluorochrome. Um die dadurch entstehenden, falsch positiven Signale zu
minimieren, erfolgte eine Kompensation der Fluorochrome gegeneinander unter Ver-

wendung von Einfachfarbungen fir jedes Fluorochrom [109, 110]. Die ermittelten Kom-
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pensationseinstellungen wurden auf alle Messungen, die am BD FACS Canto™ II (BD
Biosciences, Franklin Lakes, USA) erfolgten, angewendet. Die schrittweise Analyse der
durchflusszytometrischen Messung mit der BD FACSDiva Software (Version 16.1.2,
BD Biosciences) ist in der Abbidung 3 dargestellt. Die lebenden
CD3"CD4'CD25'FOXP3" Tregs wurden auf die lebenden CD3"CD4" Zellen bezogen,
um den relativen Treg-Anteil aus den T-Zellen zu bestimmen. Das tiefgestellte Kurzel
Flow kennzeichnet durchflusszytometrisch und damit phanotypisch quantifizierte Tregs

(TregSkiow)-

Zur objektiven Festlegung der Grenzen zwischen den CD25- bzw. FOXP3-positiven und
-negativen Zellpopulationen wurde die sogenannte Fluorescence-minus-one-Kontrolle
(FMO-Kontrolle) eingesetzt. Die FMO-Kontrollen wurden gemald des oben beschriebe-
nen Protokolls gefarbt, wobei fir die CD25-FMO-Kontrollen der Anti-CD25-Antikorper
und fur die FOXP3-FMO-Kontrollen der Anti-FOXP3-Antikorper weggelassen wurde, um
so die exakte Lage der negativen Population bestimmen zu kénnen [110]. Es wurden
mehrere FMO-Kontrollen fir CD25 und FOXP3 angelegt, um Intraassay-Abweichungen

Uberprifen und korrigieren zu kénnen.

FOXP3- CD25-
FMO-Kontrolle FMO-Kontrolle Beispiel

CD25-PE

T T ST T T T
I 3 I 4 I I 3 I

10 10 10 10 10

FOXP3-Alexa Fluor® 488
Abbildung 4: Festlegung der Grenzen mittels FMO-Kontrollen

Fur die FMO-Kontrollen wurden bis zu 0,2 % falsch positive Zellen akzeptiert, dariber ist von einer Kon-
tamination auszugehen. Unter den 22 CD25-FMO-Kontrollen gab es drei Proben mit bis zu 1 % falsch
positiven Zellen, unter den 25 FOXP3-FMO-Kontrollen gab es hingegen keine Probe mit mehr als 0,2 %

falsch positiven Zellen. Die festgelegten Grenzen wurden fir alle Patientenproben angewendet.
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2.4 Epigenetische Quantifizierung der Tregs aus PBMCs mittels methylierungs-
spezifischer Analyse

2.4.1 DNA-Isolation

Die DNA-Isolation aus den eingefrorenen PBMCs wurde entsprechend der Hersteller-
angaben des Invisorb® Spin Tissue Mini Kits (Stratec Molecular, Berlin, Deutschland)
durchgeftihrt. Das Prinzip dieser DNA-Isolation basiert auf der reversiblen Bindung der
DNA an eine Silica-Membran in Gegenwart hoch konzentrierter chaotroper Salze. Nicht
gebundene Bestandteile werden mit Hilfe eines Ethanol-Salz-Puffers ausgewaschen.
Anschlie3end wird die DNA mittels reinem Wasser oder einer gering konzentrierten
Salzlésung eluiert, wodurch die Bindungen zwischen der DNA und den Silikaten der

Membran wieder aufgehoben werden [111].

Das frische oder eingefrorene Zellpellet aus Abschnitt 2.2 wurde in PBS resuspendiert
und zentrifugiert (13.000 xg, 20 °C, 2 min). Dann wurde das Pellet in 400 ul Lysis
Buffer G und 40 pl Proteinase K gel6st und bei 56 °C fur 2 h im Wasserbad unter Rut-
teln inkubiert. Nach der Zentrifugation (13.000 xg, 20 °C, 2 min) wurde der mit 200 pl
Binding Buffer A vermischte Uberstand auf den Filter eines neuen ReaktionsgefaRes
uberfuhrt, fir 1 min inkubiert und wieder zentrifugiert. Es folgten drei Waschschritte mit
550 pl Wash Buffer und anschlieBender Zentrifugation (13.000 xg, 20 °C, 1 min) sowie
eine abschlieRende zweiminltige Zentrifugation zum Trocknen des Filters. Der trockene
Filter wurde in ein neues Reaktionsgefald Uberfihrt und mit 50 pl angewarmtem Elution
Buffer D benetzt. Nach dreiminttiger Inkubation wurde ein letztes Mal bei 8.600 xg und
RT fur 1 min zentrifugiert. Die DNA konnte anschlie3end direkt weiterverwendet wer-

den, wurde zuvor jedoch auf ihre Qualitat und Quantitat tberprift.

Die Konzentration und Reinheit der (Plasmid-)DNA wurde mittels Absorptionsspek-
trometrie am NanoPhotometer® P360 (Implen, Minchen, Deutschland) analysiert. Die
Konzentrationsbestimmung beruht hierbei auf der Messung der optischen Dichte (OD)
des die Nukleinsdure enthaltenden Eluats bei einer Wellenldnge von 260 nm und einer
anschlieBenden Multiplikation der OD mit einem fur verschiedene Nukleinsauren spezi-
fischen Multiplikationsfaktor (fur Doppelstrang-DNA 50 pg/ml) und der Verdinnung.
Uber das Verhaltnis der OD, gemessen bei 260 nm und 280 nm, wird auRerdem die
Proteinkontamination ermittelt. Eine reine DNA-LOsung liegt bei einem Verhéltnis
OD260/OD3go von 1,8 bis 2,0 vor [111].
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Fur die Messung wurde 1pl des (Plasmid-)DNA enthaltenden Eluats eingesetzt. Als Re-
ferenzlosung diente der Elution Buffer D aus der DNA-Isolation bzw. der TE Buffer aus
der Plasmidisolation (Abschnitt 2.4.4.2).

2.4.2 Bisulfitbehandlung der DNA

Zur Unterscheidung der Tregs von den anderen PBMCs anhand des Methylierungs-
musters von FOXP3il wurde die DNA entsprechend des MethylCode™ Bisulfite
Conversion Kits (Invitrogen) behandelt. Das Kit basiert auf einer selektiven, nicht-
enzymatischen Desaminierung der nicht-methlyierten (demethylierten) Cytosine zu Ura-
cil in Anwesenheit von Natriumbisulfit bei denaturierter DNA. Cytosine mit einer Methyl-
gruppe, sogenannte modifizierte 5-Methylcytosine, bleiben hingegen unveréandert. In
einer nachfolgenden PCR werden methylierte Cytosine als Cytosine erkannt, wohinge-
gen nicht-methylierte, zu Uracil umgewandelte Cytosine als Thymine gelesen werden
[112].

Fur die Bisulfitbehandlung wurden jeweils 400 ng DNA in 20 pl destilliertem Wasser in
Reaktionsrohrchen vorgelegt und mit 130 yul CT Conversion Reagent durch Auf- und
Abpipettieren vermischt. Es folgte eine mehrstufige Inkubation im Thermocycler
(Tabelle 4).

Tabelle 4. Inkubationsbedingungen fir die Bisulfitbehandlung

Temperatur Zeit
Denaturierung 98 °C 10 min
Bisulfitkonversion 64 °C 150 min
Abkuhlung 4°C (max 20 h)

Die Bisulfit-behandelte DNA wurde sofort weiterverarbeitet. Dazu wurden 600 pl Binding
Buffer auf den Filter eines neuen Reaktionsrohrchens vorgelegt. Die abgekihlte Sus-
pension aus Tabelle 4 wurde dazugegeben, durch Invertieren vermischt und abzentrifu-
giert (13.000 xg, RT, 30 s). Bevor der Filter mit 200 pl Desulphonation Buffer benetzt
wurde und fur 20 min bei RT inkubierte, wurde er mit 100 ul Wash Buffer gewaschen.
Nachdem der Desulphonation Buffer (13.000 xg, RT, 30 s) abzentrifugiert wurde, folg-
ten zwei weitere Waschschritte mit 200 pl Wash Buffer. Danach wurde der Filter in ein

neues Reaktionsréhrchen tberfuhrt, mit 15 ul Elution Buffer benetzt und abzentrifugiert
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(13.000 xg, RT, 30s). Das Eluat enthielt 400 ng/15 ul Bisulfit-behandelte DNA und
konnte direkt in die PCR eingesetzt werden.

2.4.3 Methylierungsspezifische quantitative Real-Time-PCR

Fur die quantitative Real-Time-Polymerasekettenreaktion (PCR) ist die konventionelle
PCR um das Prinzip des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers erweitert worden.
Anstatt Licht einer charakteristischen Wellenlange zu emittieren, gibt ein Fluorochrom
(Reporter) nach seiner Anregung seine Energie an ein anderes, ausreichend nahes
Fluorochrom (Quencher) ab und regt dieses an. Der angeregte Quencher emittiert da-
raufhin Licht einer charakteristischen Wellenlange. Es handelt sich um zwei unter-
schiedliche Fluorochrome (Reporter und Quencher), wobei das Emissionsspektrum des
ersten mit dem Absorptionsspektrum des zweiten Ubereinstimmt. Bei der TagMan-
Messmethode (Abbildung 5) liegen die beiden Fluorochrome des Fluoreszenz-
Resonanz-Energie-Transfers (Reporter und Quencher) auf einem Oligonukleotid, wel-
ches zwischen den Primern an der Zielsequenz bindet. Ist das Oligonukleotid, auch du-
al hybridization probe genannt, intakt, ist die Intensitdt des vom Reporter ausgesende-
ten Lichts sehr gering, die des Quenchers dagegen sehr hoch. Wenn der Reporter
durch die 5°-3"-Exonukleaseaktivitdt der Tag-Polymerase freigesetzt wird, wird die
rdumliche N&he zum Quencher unterbrochen, wodurch das Lichtsignal des Reporters
ansteigt. Je mehr DNA synthetisiert wird, desto mehr Reporter-Fluorochrome werden

freigesetzt. Das vom Reporter emittierte Licht nimmt zu [111].

Tag-Polymerase
DNA-Strang

ﬁ m g Anregungslicht
'ITﬂ. L1 11 Ll [TTTTIIIIT m| emittiertes Reporterlicht

DNA-Elongation > emittiertes Quencherlicht

Reporter
Quencher
(\/\I\ /N dual hybridization probe

SERL®

3

Abbildung 5: Prinzip der TagMan-Messmethode modifiziert nach Milhardt [111]

Durch die Bisulfitbehandlung der DNA (Abschnitt 2.4.2) konnte in der nachfolgenden
PCR die DNA anhand des Methylierungsmusters unterschieden werden. Fur das deme-
thylierte und methylierte FOXP3il wurden bereits publizierte Sequenzen verwendet

[95], ebenso fiir die C-less-C1-Sequenz nahe des SLC24 A3 Gens zur Quantifizierung
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der DNA-Kopieanzahl einer Probe (Tabelle 5) [113]. Da uber die C-less-PCR eine DNA-
Sequenz ohne Cytosine, daher auch der Name C-less-C1-Sequenz, erkannt wird, er-
folgt die Amplifikation dieser Sequenz unabhangig von der Bisulfitbehandlung und damit

auch unabhangig vom Methylierungsmuster der DNA [113].

Tabelle 5: Verwendete Nukleinsduresequenzen

Die unterstrichenen Basen kennzeichnen LNA(locked nucleic acid)-Modifikationen. Aul3er der dual hybri-
dization probe der C-less-PCR von Life Technologies (Carlsbad, USA) wurden alle Nukleinsauren tber
TIB MOLBIOL (Berlin, Deutschland) bezogen.

Sequenz Primertyp Primersequenz von 5" zu 3’
) Forward-Primer CTACCCTCTTCTCTTCCTCCA
Demethyliertes
FOXP3il Reverse-Primer GATTTTTTTGTTATTGATGTTATGGT
(Dem-PCR) dual hybridization probe | (6-FAM) AAACCCAACACATCCAACCA (BBQ)
. Forward-Primer CTCTTCTCTTCCTCCGTAATATCG
Methyliertes
FOXP3il Reverse-Primer GTTATTGACGTTATGGCGGTC
(Met-PCR) dual hybridization probe | (6-FAM) AAACCCGACGCATCCGAC (BBQ)
Forward-Primer TTGTATGTATGTGAGTGTGGGAGAGA

C-less-C1-Sequenz

(C-less-PCR) Reverse-Primer TTTCTTCCACCCCTTCTCTTCC

dual hybridization probe | (6-FAM) CTCCCCCTCTAACTCTAT (MGB-NFQ)

Die Messungen wurden in Doppelbestimmung in weil3en LightCycler® 480 Multiwell 96
Platten (Roche Molecular Diagnostics, Pleasanton, USA) am LightCycler® 480 Il
(Roche Molecular Diagnostics) durchgefuhrt. Dazu wurden 2 pl des die Bisulfit-
behandelte DNA enthaltenden Eluats aus Abschnitt 2.4.2 (= 53 ng) mit dem
LightCycler® 480 Probes Master (Roche Molecular Diagnostics) in einem Reaktionsvo-
lumen von 20 ul entsprechend der Herstellerangaben angesetzt (Tabelle 6). Die PCR-
Bedingungen sind Tabelle 7 zu entnehmen. Fir jedes Primerpaar gab es eine Negativ-
kontrolle. Gleichzeitig wurde zu jedem PCR-Amplikon eine externe Standardreihe in
Form einer Verdinnungsreihe aus klonierten PCR-Produkten mitgefiihrt (Abschnitt
2.4.4).
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Tabelle 6: Pipettieranleitungen

Komponenten Dem-PCR Met-PCR C-less-PCR

Menge je Probe in pl (gesamte Molarmasse in nM)
Destilliertes Wasser 10,0 10,0 7,1
Forward-Primer 0,3 (150) 0,3 (150) 0,4 (200)
Reverse-Primer 0,3 (150) 0,3 (150) 0,4 (200)
dual hybridization probe 0,4 (100) 0,4 (100) 0,1 (50)
LightCycler® 480 Probes Master 10,0 10,0 10,0
Gesamtvolumen 18,0

Tabelle 7: PCR-Bedingungen
Dem-und Met- PCR C-less-PCR Zyklen

Initiale Denaturierung 95 °C 10 min 95°C 10 min 1
Denaturierung 95 °C 10s 95 °C 10s
Annealing 61 °C 50 s 65 °C 20s 45
Elongation 72 °C 1ls 72 °C 10s

Die Auswertung erfolgte mittels LightCycler® 480 Software (Version 1.5.0.39, Roche
Molecular Diagnostics) uUber die Absolute Quantification/2nd Derivative Maximum
Method. Basierend auf den in jedem PCR-Lauf mitgefihrten Verdinnungsreihen tber
funf Logarithmus-Stufen wurden die externen Standardkurven konstruiert (Abschnitt
2.4.4.1), sodass die unbekannten Ausgangskonzentrationen der Proben durch einen
Vergleich mit den Standardkurven ermittelt werden konnten. Mit den berechneten
Messwerten der jeweiligen DNA-Sequenz erfolgte die Berechnung des relativen Treg-
Anteils, dabei kennzeichnet das tiefgestellte Kirzel PCR methylierungsspezifisch und

damit epigenetisch quantifizierte Tregs (Tregspcr):

: [demethylie rtes FOXP3i1]
Treg — Anteil = : : : —2
[demethylie rtes FOXP3i1]+ [methyliert es FOXP3i1]

oder

[demethylie rtes FOXP3i1]
[C-less - C1-Sequenz |

Treg — Anteil = -2

Da FOXP3il auf dem X-Chromosom liegt und damit eine der zwei Kopien bei Frauen
inaktiv und methyliert vorliegt, erfolgte eine Multiplikation mit dem Faktor 2 [95, 96, 98].
Die Formeln unterscheiden sich in der Art der Berechnung der Gesamtzellzahl in der

jeweiligen Probe. In der ersten Formel nach de Vries et al. wird die Gesamtzellzahl aus
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der Summe der gemessenen Tregs (definiert Uber das demethylierte FOXP3il) und der
anderen Nicht-Treg-Zellen (definiert Gber das methylierte FOXP3il) berechnet (Dem-
Met-Formel) [95]. Hingegen wird die Gesamtzellzahl in der zweiten Formel tber die be-
reits beschriebene methylierungsunabhangige C-less-C1-Sequenz nach Weisenberger
et al. bestimmt, da diese Sequenz ein Mal} fur die Anzahl an DNA-Kopien einer Probe
darstellt und bei einem diploiden Genom zwei Kopien einer Zelle entsprechen
(Dem-C-less-Formel) [113].

2.4.4 Herstellung der externen Standardreihen mittels Klonierung

2.4.4.1 Klonierung

Fur die Erstellung der externen Standardkurven zur absoluten Quantifizierung der Tregs
und der Gesamtzellzahl der PBMCs einer Probe wurden die PCR-Produkte kloniert. Fir
die Klonierung wurde das TOPO® TA Cloning® Kit (Invitrogen) fur PCR-Fragmente zu-
sammen mit dem pCR™ 2.1-TOPO Vector® (Invitrogen) gemalf den Herstellerangaben
verwendet. Fur diese Klonierung ist die Bildung eines unspezifischen Uberhangs von
einer Base, meistens Adenosin, am 3"-Ende des PCR-Amplikons durch die Tag-
Polymerase nétig. Der Vektor besitzt dagegen einen einzelnen Thymin-Uberhang am
3-Ende und eine kovalent daran gebundene Topoisomerase |, die die Selbstligation
des linearisierten Vektors verhindert und die Ligation des Vektors mit dem PCR-Produkt
vermittelt. Der klonierte Vektor wird danach in Bakterien transformiert. Zur Selektion
erfolgreich transformierter Bakterien enthélt der Vektor Selektionsgene, u.a. die Antibio-
tikaresistenz gegen Kanamycin und das lacZ-Gen der B-Galactosidase fur die Blau-
Weil3-Selektion. Die Klonierungsstelle fir das PCR-Fragment liegt dabei im lacZ-Gen,
sodass das Gen bei erfolgreicher Insertion deaktiviert wird. Bleibt das Gen durch feh-
lende Insertion aktiv, kbnnen die Bakterien das Glycosid X-Gal zu einem blauen Farb-
stoff abbauen und farben sich blau an. Bei erfolgreicher Klonierung bleiben die Bakte-
rien hingegen weif3 [111].

Die Bisulfit-behandelte DNA eines gesunden Probanden wurde entsprechend des vor-
herigen Abschnitts amplifiziert. 4 pl des frischen PCR-Produkts wurden mit 1 pl Vektor
und 1 pl Salt Solution gemischt, fir 5 min bei RT inkubiert und anschlie3end sofort auf
Eis gestellt. Fur die Transformation wurden One Shot® TOP 10 Chemically Competent
E.coli Bakterien (Invitrogen) auf Eis aufgetaut und mit 3 ul Ligationsansatz fir 30 min

auf Eis inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock bei 42 °C im Wasserbad fur exakt 30 s.
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Nach einmindtiger Abkuhlung auf Eis wurden 250 pl S.0.C.-Medium (Invitrogen) hinzu-
gegeben und die Bakterien inkubierten erneut unter Rutteln fir 1 h bei 37 °C. Danach
wurden zwei antibiotikahaltige Nahrbéden [10 g/L Trypton/Pepton aus Casein (Carl
Roth, Karlsruhe, Deutschland), 10 g/L Natriumchlorid (Merck, Darmstadt, Deutschland),
5 g/L Hefeextrakt (BD Diagnostics, Franklin Lakes, USA), 15 g/L Agar (Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA), 50 mg/ml Kanamycin (Sigma-Aldrich), pH 7,0)] mit 40 pl X-Gal (Sigma-
Aldrich) benetzt sowie mit 50 pl bzw. 100 pl Bakteriensuspension beimpft. Nach 24-
stindiger Inkubation bei 37 °C im Inkubator wurden die weil3en Bakterienkolonien auf
der Grundlage der Blau-Weil3-Selektion jeweils mit Hilfe einer Pipettenspitze in 10 ml-
Bakterienrohrchen mit 3,5 ml antibiotikahaltigem N&ahrmedium [10 g/L Trypton/Epton
aus Casein, 10 g/L Natriumchlorid, 5 g/L Hefeextrakt, 50 mg/ml Kanamycin, pH 7,0]

Uberfuhrt. Es folgte eine weitere Inkubation von 16 h bei 37 °C im Rotationsinkubator.

2.4.4.2 Plasmidisolation

Eine Vermehrung der Bakterien zeigte sich durch eine deutliche Tribung der Suspensi-
on. Zur Plasmidisolation wurde das PureLink® Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen)
gemaln der Herstellerangaben verwendet. Das Kit basiert auf einer alkalischen Lyse mit
Natriumhydroxid und Natriumdodecylsulfat sowie einer anschlie3enden Neutralisation,
wodurch die Bakterienmembranen zerstért, die genomische DNA und die Proteine de-
naturiert und abzentrifugiert werden kénnen [111]. Aus dem Lysat wird nach dem Prin-
zip in Abschnitt 2.4.1 anschlieRend die Plasmid-DNA isoliert.

1,8 ml Bakteriensuspension wurden in ein 2 ml-Reaktionsréhrchen Uberfiihrt und ab-
zentrifugiert (12.000 xg, RT, 2 min). Das Bakterienpellet wurde in 250 pl Resuspension
Buffer mit RNase A resuspendiert. Anschliel3end wurden 250 pl Lysis Buffer hinzuge-
fugt und durch Invertieren gemischt. Nach einer Inkubation von 5 min wurden 350 pl
Precipitation Buffer dazugegeben und invertiert, bis eine homogene Losung entstanden
war. Nach erneuter Zentrifugation (12.000 xg, RT, 10 min) wurde der Uberstand auf den
Filter eines neuen Reaktionsréhrchens Uberfuhrt und abzentrifugiert (12.000 xg, RT,
1 min). Es folgten zwei Waschschritte mit 500 pl Wash Buffer Il bzw. 700 pl Wash
Buffer | mit einer jeweils einminttigen Inkubation und Zentrifugation (12.000 xg, RT,
1 min). Zum Trocknen des Filters wurde die Zentrifugation wiederholt. Danach wurde
der Filter in ein neues Reaktionsgefal’ Uberfihrt, mit 75 pl erwdrmtem TE Buffer benetzt

und nach einer einmindtigen Inkubation zentrifugiert (12.000 xg, RT, 2 min). Das Eluat
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enthielt die zirkulare Plasmid-DNA, deren Konzentration und Reinheit bestimmt wurde
(vgl. Abschnitt 2.4.1).

2.4.4.3 Kontrolle der Klonierung

Zur Kontrolle der Klonierung wurde das zirkulare Plasmid mit Hilfe des Restriktions-
enzyms EcoRV (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) entsprechend der Hersteller-
angaben linearisiert, da EcoRV nur eine Schnittstelle im Vektor besitzt. Dazu wurden
1.000 ng zirkulare Plasmid-DNA in 16 ul destilliertem Wasser vorgelegt und mit 2 pl 10x
Buffer R und 2 ul EcoRV bei 37 °C fur 1 h im Heizblock inkubiert. Das linearisierte
Plasmid wurde anschlieend in die entsprechende PCR eingesetzt. Kam es zu einer
Amplifikation, wurde der Insertionsbereich zwischen den im Plasmid enthaltenen M13
Primerbindungsstellen, die sich in unmittelbarer Nahe des Inserts befinden, sequenziert
(Source BioScience, Berlin, Deutschland). Die PCR-Produkte selbst konnten aufgrund
der geringen Basenlange nicht direkt sequenziert werden (Amplikonlange von 77 bp
bzw. 63 bp fur das demethylierte bzw. methylierte FOXP3il und 69 bp fir die C-less-
C1l-Sequenz). Bestatigte die Sequenzierung die erfolgreiche Klonierung, wurden aus
den linearisierten Plasmiden die Verdiinnungsreihen von 10° pg/pl - 10 pg/pl in
1 mg/ml Polyadenylic Acid (Sigma-Aldrich) erstellt. Trotz wiederholter Versuche gelang
die Klonierung des demethylierten FOXP3il nicht, weshalb wir dankend das Plasmid
von Sophie Lucas (Human Regulatory T Lymphocytes and TGF-B, Institut de Duve,

Brussel, Belgien) annahmen.

2.5 Statistische Auswertung

Aufgrund des geringen Stichprobenumfangs wurden die Proben als nicht normal verteilt
angesehen wund Uber nicht-parametrische Tests mittels SPSS (Version 22,
IBM, Armonk, USA) ausgewertet. Auszuschliel3ende Extremwerte der berechneten rela-
tiven Treg-Anteile wurden dazu aus der Summe des Mittelwertes der jeweiligen Analyse
und dem vierfachen der zugehdrigen Standardabweichung berechnet. Es wurde der
Wilcoxon-Test fur den Vergleich von gepaarten Stichproben, wie fir den Vergleich von
Treg-Anteilen vor und nach RCT derselben Patientinnen, verwendet. Fir den Vergleich
von mehr als zwei unverbundenen Stichproben wurde der Kruskal-Wallis-Test und flr
den Vergleich von nur zwei unverbundenen Stichproben der Mann-Whitney-U-Test
verwendet. Die Korrelationsanalysen wurden mittels zweiseitigem Spearman-Test mit

listenweisem Ausschluss durchgefihrt. Zur Beurteilung des prognostischen Potentials
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der Tregs vor RCT zur Detektion von Fernmetasten wurde eine empirische Receiver-
Operating-Characteristic(ROC)-Kurve erstellt, deren Flache unter der Kurve (area under
the curve, AUC) die Testgiite angibt. Zum Vergleichen von Gruppen in den Uberlebens-
zeitanalysen wurden Kaplan-Meier-Kurven und der Log-Rank-Test verwendet. Hierbei
erfolgte fur das FIGO-Stadium eine gemeinsame Betrachtung der Stadien | - Il und der
Stadien Il - IV aufgrund der geringen Fallzahlen. Die Treg-Anteile wurden anhand des
Medians in Gruppen mit einem niedrigen (< Median) und hohen (= Median) Treg-Anteil
unterteilt (Tabelle 8). Aufgrund der geringen Fallzahl wurden das adenosquamdse und
lymphoepitheliale Karzinom in den statistischen Analysen zusammengefasst als seltene
Karzinome betrachtet.

Tabelle 8: Verwendete Mediane zur Gruppierung der Treg-Anteile

Median Tregrow-Anteil Tregpcr-Anteil (Dem-Met-Formel)
vor RCT 1,550 % 1,822 %
nach RCT 3,550 % 1,879 %

In die multivariate Cox-Regression wurden nur Variablen mit signifikantem Ergebnis im
Log-Rank-Test eingeschlossen. Bei signifikanten Ergebnissen der Tregs im Log-Rank-
Test wurden diese als stetige Variablen in die multivariate Cox-Regression einge-
schlossen. Die Signifikanz des multivariaten Cox-Regressions-Modells wurde gemaf
der bedingten log-likelihood-Teststatistik angegeben. Im Sinne des explorativen Cha-
rakters der vorliegenden Arbeit wurde das Signifikanzniveau auf P < 0,05 festgelegt und
keine Anpassung des Signifikanzniveaus bei Mehrfachtestung vorgenommen. Zu dem
Kaplan-Meier-Schatzer der Uberlebenskurven, der AUC der empirischen ROC-Kurven
und dem Risiko (Hazard) signifikanter Parameter aus den multivariaten Cox-
Regressions-Modellen wurde zuséatzlich das 95-%-Konfidenzintervall (95-%-Kl) ange-
geben. Eine statistische Beratung erfolgte durch Dr. Konrad Neumann (Institut fir Bio-

metrie und klinische Epidemiologie, Charité, Berlin, Deutschland).
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3 ERGEBNISSE

3.1 Charakterisierung der Patientenproben

3.1.1 Ubersicht der Patientenproben

57 Studienpatientinnen mit RCT eines primaren
Zervixkarzinoms

Patientinnen mit
Blutentnahme ...

... vor RCT 50
... nach RCT 46
... vorund nach RCT 39

v

Ausschluss von 8 Patientinnen mit adjuvanter RCT

v

Analysen zur quantitativen Bestimmung der Tregs

Durchflusszytometrie PCR l

Ausschlusskriterien Ausschlusskriterien DNA-Isolation
Proben mit OD2o/OD%gp < 1,75 und = 2,00
< 1000 lebenden ¢
CD3'CD4" Zellen

Ausschlusskriterien PCR

Extremwerte der Extremwerte der Tregpcr-Anteile

Tregrow-Anteile Dem-Met-Formel Dem-Cless-Formel

vor RCT > 557%
nach RCT > 13.41 % vor RCT >4,00% vor RCT >18,45%

nach RCT > 6,76 % nach RCT > 26,52 %

Studienkollektiv aus 49 Patientinnen mit primarer RCT eines primaren Zervixkarzinoms
Patientinnen mit v v v
Blutentnahme ... Durchflusszytometrie Dem-Met-Formel Dem-Cless-Formel
... vor RCT 40 42 42
... hach RCT 36 37 36
.. vorund nach RCT 28 33 32

Abbildung 6: Probenilbersicht fur die Quantifizierung der Treg-Anteile aus PBMCs
Die Abbildung zeigt den anfanglichen Probenumfang von 57 Patientinnen, von denen die Patientinnen mit
adjuvanter RCT aufgrund des sehr geringen Stichprobenumfangs ausgeschlossen wurden. Abhangig von

der Analysemethode gab es weitere methodenspezifische Ausschlusskriterien.
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3.1.2 Probenentnahmezeitpunkt

3.1.2.1 Probenentnahme vor Therapie

Bei 44 von 49 Patientinnen lag eine Blutprobe vor RCT vor. Im Durchschnitt erfolgte die
Blutentnahme neun Tage vor Therapiebeginn (Mittelwert = 8,8 Tage, Median = Modus =
8 Tage) mit einer Entnahmespanne von 0 bis 22 Tagen vor Therapiebeginn (Abbildung
7). Es gab keine Blutentnahmen jenseits von 4 Wochen vor RCT, da die Blutenthnahmen
vor Therapie Uberwiegend im Rahmen der Staginguntersuchung erfolgten und die RCT

spatestens vier Wochen nach abgeschlossener Staginguntersuchung beginnen sollte.

Absolute Haufigkeit

0 7 14 21 28

Zeit in Tagen

Abbildung 7: Blutentnahmezeitpunkte vor Beginn der RCT

3.1.2.2 Probenentnahme nach Therapie

Bei 40 von 49 Patientinnen lag eine Blutprobe nach RCT vor. Es zeigte sich eine bimo-
dale, rechtsschiefe Verteilung der Blutentnahmen (Modi £ Median mit 15,5 Wochen <
Mittelwert mit 25,5 Wochen) mit einer weiten Streuung von Entnahmen direkt nach The-
rapieabschluss (Minimum O Tage) bis zu mehr als einem Jahr danach (Maximum 76
Wochen) (Abbildung 8). Modus 1 bei 9 Wochen entspricht dem anféanglich ersten Nach-
sorgetermin zur zervikalen Kontrollabrasio, der im Verlauf der Studie auf drei Monate
nach Therapie verschoben wurde. Modus 2 bei 15 Wochen spiegelt damit den korrigier-
ten ersten Nachsorgetermin und den geplanten Blutentnahmezeitpunkt nach Therapie

wider.
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Abbildung 8: Blutentnahmezeitpunkte nach Abschluss der RCT

Aufgrund der weiten Streuung des Datensatzes wurden die Proben nach Blutentnah-
men unter einem halben Jahr nach RCT (26 Proben, Mittelwert = 13 Wochen), da die
Patientinnen innerhalb dieser Zeit theoretisch an bis zu drei Tumornachsorgen teilnah-
men, und solchen Uber einem halben Jahr nach RCT (14 Proben, Mittelwert = 47 Wo-
chen) unterteilt.

Im Falle eines Wiederauftritts des Tumors wurde dieser fast ausschlieRlich 4 bis 32
Wochen nach der zweiten Blutentnahme detektiert. Nur eine Patientin erhielt die Blut-
entnahme nach Therapie, als bereits seit 8 Wochen ein Tumorrezidiv vorlag.

3.2 Charakterisierung des Patientenkollektives

3.2.1 Patientendaten vor Beginn der RCT

3.2.1.1 Alter bei Erstdiagnose

Es zeigte sich eine Normalverteilung des Alters bei Erstdiagnose (Modus = Median = 47
Jahre). Die 49 Patientinnen hatten ein durchschnittliches Alter von 46 Jahren mit einer

Altersspanne von 27 bis 73 Jahren.

3.2.1.2 Tumorcharakteristika

Mehr als drei Viertel (77 %) der Patientinnen litten an einem histologisch gesicherten
Plattenepithelkarzinom. Die weiteren histologischen Tumortypen und deren histologi-
sches Grading sind in Abbildung 9 und Abbildung 10 zusammengefasst. Der Uberwie-
gende Anteil der Plattenepithelkarzinome war mafiig differenziert (70 %). Selbiges galt

fur das Adenokarzinom (57 % maRig differenziert).



33

[ ] Plattenepithelkarzinom

[ Adenokarzinom

[l adenosquamdses Karzinom
B lymphoepitheliales Karzinom

Abbildung 9: Verteilung der histologischen Tumortypen in absoluten Haufigkeiten

26
24 L] gut differenziert (G1)
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Plattenepithelkarzinom Adenokarzinom adenosquamoses  lymphoepitheliales
Karzinom Karzinom

Abbildung 10: Histologisches Grading abhéangig vom histologischen Tumortyp

Fur eine Patientin mit einem adenosquamdsen Karzinom war das histologische Grading unbekannt.

Klinisch zeigte sich bei mehr als der Halfte der Patientinnen (57 %) ein FIGO-Stadium I
(Abbildung 11). Von diesen Patientinnen hatten mehr als die Halfte (57 %) bildgebend
suspekte oder histologisch gesicherte regionare Lymphknotenmetastasen. Im FIGO-
Stadium 11l war der Anteil an Patientinnen mit regionaren Lymphknotenmetastasen noch
hoher (77 %). Insgesamt betrachtet haben zwei Drittel der Patientinnen (67 %) bildge-
bend suspekte oder histologisch gesicherte regiondre Lymphknotenmetastasen. Hinge-
gen hatten nur 27 % der Patientinnen Fernmetastasen, darunter 62 % mit histologischer
Sicherung. Der Anteil an Patientinnen mit Fernmetastasen nahm mit steigendem FIGO-
Stadium von 0 % im Stadium I, 21 % im Stadium Il und 54 % im Stadium Il zu (Stadium
IV bei nur einer Patientin nicht betrachtet.) (Abbildung 12).
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(] FIGO |
[ FIGO II
B FIGo 1
B FIGO IV

Abbildung 11: Verteilung der klinischen FIGO-Stadien in absoluten Haufigkeiten

Regionarer Lymphknotenstatus Fernmetastasenstatus
22 — - 22
20 - - 20
- 18 - - 18
2 16 - — L 16
2
é 14 - - 14
T 12 - - - 12
£ 10 10
g A . L
g 8 - - 8
< 6 - - 6
4 A -4
2 - r L2
0 | 1 | 1L ] 0
FIGO | FIGO Il FIGO Il FIGO IV FIGO | FIGO Il FIGO Il FIGO IV
[ ] keine regionaren Lymphknoten- [ 1 keine Fernmetastasen
metastasen [J Fernmetastasen

[l regionédre Lymphknotenmetastasen

Abbildung 12: Metastasierungsstatus abhangig vom FIGO-Stadium
Unter den Patientinnen mit Fernmetastasen wiesen 12 Patientinnen paraaortale Lymphknotenmetastasen

und eine Patientin eine Peritonealkarzinose auf.

3.2.2 Patientendaten wahrend der RCT

Die durchschnittliche Therapiedauer betrug 49 Tage mit einer Therapiespanne von 40
bis 65 Tagen. Alle Patientinnen erhielten eine fraktionierte perkutane Strahlentherapie
der Primé&rtumorregion und der pelvinen Lymphabflusswege bis zu einer Gesamtdosis
von 50,4 Gy inklusive eines integrierten Boosts der Parametrien bis zu einer Gesamt-
dosis von 59,4 Gy. Bei Patientinnen mit paraaortalen Lymphknotenmetastasen wurde
das Bestrahlungsfeld um die paraaortalen Lymphknoten erweitert und bis zu einer Ge-

samtdosis von 50,4 Gy bestrahlt. Ausgenommen war eine Patientin mit einer zusatzli-
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chen zervikalen Lymphknotenradiatio. 44 Patientinnen erhielten eine kombinierte, intra-
zervikale, tumorumschlieende (High-Dose-Rate-)Brachytherapie bis zu einer geplan-
ten Gesamtdosis von 25 - 30 Gy und vier Patientinnen eine aquivalente Cyberknifethe-
rapie bis zu einer Gesamtdosis von 30 Gy. Nur eine Patientin musste die Brachythera-
pie bei einer Gesamtdosis von 20 Gy aufgrund einer Verschlechterung des Allgemein-

zustandes vorzeitig abbrechen.

Die simultane Chemotherapie erfolgte mit Cisplatin (40 mg/m? Korperoberflache), wobei
drei Patientinnen bei bestehenden Kontraindikationen Carboplatin erhielten. Aufgrund
Therapie-assoziierter Komplikationen erfolgte bei fiinf Patientinnen (14 %) nur eine mo-

difizierte, dosisreduzierte Chemotherapie.

3.2.3 Patientendaten nach Abschluss der RCT

3.2.3.1 Erkrankungsfreies Uberleben

Abbildung 13 gibt einen Uberblick tiber den Tumorstatus aller 49 Patientinnen nach
primarer RCT. Eine vollstandige Remission lag vor, wenn es wahrend der Nachsorge-
untersuchungen keinen Hinweis auf ein Tumorrezidiv gab. Deshalb wurden im Rahmen
der Nachsorgeuntersuchungen tber Anamnese, gynékologische Untersuchung, zervi-
kale Abrasio, Rontgen bzw. CT des Thorax, Sonografie bzw. CT des Abdomens und
der Nieren, MRT des Beckens und Kontrolle der Tumormarker nach Hinweisen auf ein
Tumorrezidiv gesucht. Als Tumorrezidiv galt der radiologisch sichere oder histologisch
gesicherte Wiederauftritt des Zervixkarzinoms unabhangig von der Lokalisation. Ein
Tumorrezidiv erlitten 24,5 % der Patientinnen, darunter 42 % mit histologischer Siche-
rung. Bei 83 % der Patientinnen mit einem Tumorrezidiv trat dieses innerhalb der ersten
zwei Jahre nach Therapieende auf. Der spateste Zeitpunkt eines Tumorrezidivs war 35
Monate nach Ende der RCT. Bei zehn Patientinnen trat der Tumor in Form von Fernme-
tastasen und bei den restlichen zwei als regionales bzw. lokoregionares Rezidiv mit

Fernmetastasen wieder auf.
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[] vollstandige Remission
[] persistierender Tumor
B Tumorrezidiv

Abbildung 13: Verteilung des Tumorstatus der Patientinnen nach RCT zum Zeitpunkt der Auswer-

tung in absoluten Haufigkeiten

Das erkrankungsfreie Uberleben berechnete sich aus der Differenz zwischen dem Ende
der Therapie und der letzten unauffalligen Tumornachsorge fur zensierte Daten bzw.
dem Datum des Tumorrezidivs beim Wiederauftreten des Tumors (Tabelle 9). Patien-
tinnen mit persistierendem Tumor sind per Definition zu keinem Zeitpunkt tumorfrei (0
Monate), ebenso die Patientin mit unbekanntem Tumorstatus, da sie bereits 3 Monate
nach Therapieende starb, an der ersten Tumornachsorge nicht teilnehmen konnte und
potentiell an ihrem Tumor verstorben war. Die mediane Beobachtungszeit der Patien-
tinnen mit vollstandiger Remission betrug 38 Monate (Minimum 9 Monate und Maximum
59 Monate).

Tabelle 9: Kennzahlen des erkrankungsfreien Uberlebens gemaR der Kaplan-Meier-Kurve

L Erkrankungsfreie Uberlebens-
Zeitpunkt in Anzahl an Patientinnen o _
wahrscheinlichkeit
Jahren
unter Risiko | mit Ereignis | zensiert | Kaplan-Meier-Schatzer 95-%-KI
0 (vor RCT) 49 0 0
0 (nach RCT) 44 5 0 89,8 % 98,4% | 81,2%
1 36 12 1 75,3 % 87,7% | 62,9 %
2 29 15 5 68,8 % 81,7% | 54,9 %
3 16 17 16 62,6 % 774% | 47,8 %

Im Weiteren wurden die in Abbildung 14 ausgewahlten klinischen Prognosefaktoren auf
das Vorliegen eines signifikanten Einflusses auf das erkrankungsfreie Uberleben der
Patientinnen untersucht. Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen Patien-
tinnen mit den FIGO-Stadien | - Il und den FIGO-Stadien 11l - IV, ebenso zwischen Pati-
entinnen ohne und mit Fernmetastasen. Dagegen hatten der regionare Lymphknoten-
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status, der histologische Tumortyp und das histologische Grading keinen signifikanten
Einfluss auf das erkrankungsfreie Uberleben.

Regionarer
FIGO-Stadium Lymphknotenstatus Fernmetastasenstatus
— FIGO llI-IV (14) — N1 (33) — M1 (13)
c 1,0 P=0005 | P=0309 | | P =0,012
o]
2108 -
(5}
o]
210,6 - 1
(%]
()
=
E 0,4 1
£
10,2 1
X
0 12 24 36 48 60 0 12 24 36 48 60 0 12 24 36 48 60
Zeit in Monaten
Histologischer Tumortyp Histologisches Grading
— Adenokarzinom (7) — G2 (31)
— seltene Karzinome (4) — G3 (16)
S 1.0 1 P=0809 | | P=0719
o] t
2108 - | |
(5} 1
o]
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Abbildung 14: Kaplan-Meier-Kurven des erkrankungsfreien Uberlebens abhéngig von verschiede-
nen Prognosefaktoren
In den Diagrammen sind das Signifikanzniveau und in Klammern die Patientenanzahl der einzelnen Un-

tergruppen angegeben. Senkrechte Striche in den Kurven kennzeichnen zensierte Daten.

3.2.3.2 Gesamtuberleben
Das Gesamtiiberleben der Patientinnen wurde aus dem Datum der Erstdiagnose und
dem letzten Kontakt (zensierte Daten) oder Sterbedatum der Patientinnen (Ereignis)

berechnet (Tabelle 10). Die mediane Gesamtbeobachtungszeit der lebenden Patientin-
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nen betrug 43 Monate (Minimum 26 Monate und Maximum 63 Monate). Innerhalb des
Beobachtungszeitraums verstarben 31 % der Patientinnen, darunter eine Patientin, de-
ren Tumorstatus nach RCT und zum Zeitpunkt des Todes unbekannt war. In der weite-
ren Betrachtung wurde diese Patientin, wie in Abschnitt 3.2.3.1, als potentiell an ihrem
Tumor verstorben, gewertet. Damit entspricht das Gesamtiiberleben auch dem tumor-
spezifischen Uberleben. Abbildung 15 zeigt den Tumorstatus der lebenden und bereits

verstorbenen Patientinnen nach RCT.

Lebende Patientinnen Verstorbene Patientinnen

[] vollstandige Remission
[] persistierender Tumor
B Tumorrezidiv

Abbildung 15: Verteilung des Tumorstatus nach RCT zum Zeitpunkt der Auswertung abhangig

vom Uberleben der Patientinnen in absoluten Haufigkeiten

Tabelle 10: Kennzahlen des Gesamtiberlebens gem&R der Kaplan-Meier-Kurve

Zeitpunkt Anzahl an Patientinnen Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit
in Jahren unter Risiko tot zensiert | Kaplan-Meier-Schéatzer 95-%-KI
0 49 0 0
1 44 5 0 89,8 % 98,4% | 81,2%
2 37 12 0 75,5 % 87,7% | 63,3%
3 22 14 13 71,1 % 84,1% | 58,1 %
4 11 15 23 67,3 % 81,7% | 52,9 %

Im Weiteren wurden die in Abbildung 16 ausgewahlten klinischen Prognosefaktoren auf
das Vorliegen eines signifikanten Einflusses auf das Gesamtiuberleben der Patientinnen
untersucht. Ein signifikanter Unterschied zeigte sich nur zwischen Patientinnen mit den
FIGO-Stadien |-11 und den FIGO-Stadien IIl -IV. Dagegen hatten der regionére
Lymphknoten- oder Fernmetastasenstatus, der histologische Tumortyp und das histolo-

gische Grading keinen signifikanten Einfluss auf das Gesamtuberleben.
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Abbildung 16: Kaplan-Meier-Kurven des Gesamtiiberlebens abhéngig von verschiedenen Progno-
sefaktoren
In den Diagrammen sind das Signifikanzniveau und in Klammern die Patientenanzahl der einzelnen Un-

tergruppen angegeben. Senkrechte Striche in den Kurven kennzeichnen zensierte Daten.

3.3 Validierung der epigenetisch quantifizierten Treg-Anteile

3.3.1 Validierung der PCR-Qualitat

In der vorliegenden Arbeit wurden alle relevanten Daten zu den durchgefuhrten quanti-
tativen Real-Time-PCR-Analysen aufgelistet, die nach den Richtlinien der
Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments zur
Sicherung der PCR-Datenqualitat, deren Relevanz, Interpretation und Reproduzierbar-

keit empfohlen werden [114]. Im Folgenden wurde nochmals besondere Aufmerksam-
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keit auf die Validierungskriterien der PCR gelegt. Dabei wurden die tatsachliche Effizi-
enz aus den gemittelten Kurvenanstiegen aller externen Standardreihen und die Prazi-
sion aus den Standardabweichungen aller technischen Replikate (Doppelbestimmun-

gen) der einzelnen PCRs berechnet.

34 -
32 -
e Dem-PCR
30 - y = -3,1249x + 21,194
© 28 - R? = 0,9996
i; 26 -
. i y =-3,0701x + 20,808
x 24 = R’ = 0,9905
A 22 1 o C-less-PCR
20 - y = -3,2915x + 19,049
18 T T T T T R2 = 019972

o

-4,5 -4 -3,56 3 25 2 15 -1 -0,5
Verdinnung in 10X pg/ul
Abbildung 17: Externe Standardkurven der PCRs
Das Diagramm zeigt die gemittelten externen Standardkurven und die intraanalytischen Abweichungen
(Standardabweichungen), die aus den Verdinnungsreihen der Dem-, Met- und C-less-PCRs von
10° pg/ul bis 10 pg/ul far 11 individuelle Experimente berechnet wurden. Kurvenanstieg, x-Achsen-
Schnittpunkt und Korrelationskoeffizient der Standardkurven sind den nebenstehenden Gleichungen zu

entnehmen.

Tabelle 11: Tatsachliche Effizienz und Préazision der PCRs

Dem-PCR Met-PCR C-less-PCR
Effizienz 2,0893 2,1170 2,0129
Préazision 0,111 0,032 0,028

Die theoretische Effizienz einer PCR liegt bei zwei und die tatsachliche PCR-Effizienz
sollte zwischen 1,9 und 2,1 liegen, da es in jedem Zyklus zu einer Verdopplung der vor-
handenen DNA kommt. Bei einer Standardabweichung von < 0,167 kann eine zweifa-
che Verdunnung in mehr als 99,7 % der Falle identifiziert werden [115]. Die oben dar-
gestellten externen Standardkurven und die dartber ermittelte Effizienz und Pré&zision
der Dem-, Met- und C-less-PCR verdeutlichen die Zuverlassigkeit und hohe Datenquali-
tat der PCR-Analysen (Abbildung 17 und Tabelle 11). Damit konnten diese PCR-
Ergebnisse zur epigenetischen Quantifizierung der Treg-Anteile herangezogen werden.
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3.3.2 Vergleich der epigenetisch quantifizierten Treg-Anteile
Die epigenetisch quantifizierten Treg-Anteile, welche mit Hilfe der Formeln aus Ab-
schnitt 2.4.3 berechnet wurden, sind in der nachfolgenden Abbildung 18 dargestellt.

Dem-Met-Formel Dem-C-less-Formel
25 4 - 25
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R 20 - - 20
k=
T 15 - » - 15
= °
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g
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2 5 ° - 5
) £3 =

0 4 - 0

vor RCT nach RCT vor RCT nach RCT

Abbildung 18: Vergleich der Tregpcgr-Anteile vor und nach RCT

Die Tregpcr-Anteile aus der Dem-C-less-Formel zeigen eine vergleichsweise weite Streuung.

Die Uber die Dem-Met-Formel ermittelten Tregpcr-Anteile betrugen durchschnittlich
1,73 % (£ 0,579 %) vor RCT und 2,17 % ( 1,147 %) nach RCT und unterschieden sich
signifikant von den Uber die Dem-C-less-Formel ermittelten Tregpcr-Anteilen mit einem
durchschnittlichen Tregpcgr-Anteil von 6,23 % (£ 3,055 %) vor RCT und 7,80 %
(x 4,682 %) nach RCT (Wilcoxon-Test; P(Tregecr-Anteil vor RCT) < 0,001 fiir 42 Pati-
entinnen; P(Tregpcr-Anteil nach RCT) < 0,001 fir 36 Patientinnen). Trotzdem zeigte
sich eine signifikante, starke, positiv monotone Korrelation zwischen den Ergebnissen
sowohl fur die Tregpcr-Anteile vor RCT (Spearman-Korrelation; p = 0,843; P < 0,001 fur
42 Patientinnen) als auch nach RCT (Spearman-Korrelation; p = 0,871; P < 0,001 fir 36
Patientinnen) (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Streudiagramm der Tregpcgr-Anteile vor bzw. nach RCT

Der signifikante Unterschied zwischen den Tregecr-Anteilen vor bzw. nach RCT basiert
auf den Unterschieden der detektierten Gesamtzellzahl der Proben. Dabei diente die
detektierte Gesamt-DNA als Surrogatmarker fir die Gesamtzellzahl einer Probe. Mit der
C-less-PCR wurde stets ein geringerer Anteil an eingesetzter DNA gemessen als ge-
meinsam Uber die Dem- und Met-PCR, was zu einem verhaltnismafiig groReren
Tregpcr-Anteil bei der Berechnung tber die Dem-C-less-Formel fuhrte. Die C-less-PCR
detektierte nur 29 % bzw. 28 % der gemeinsam Uber die Dem- und Met-PCR bestimm-
ten Gesamt-DNA fur Proben vor bzw. nach RCT. Es handelte sich dabei um ein stabiles
intraindividuelles Detektionsverhaltnis zwischen der Gesamt-DNA, gemessen gemein-
sam Uber die Dem- und Met-PCR bzw. allein tGber die C-less-PCR, sodass das Detekti-
onsverhaltnis der Proben vor und nach RCT einer Patientin sich nicht signifikant unter-
schied (Wilcoxon-Test, P = 0,295 fur 32 Patientinnen).
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Abbildung 20: Streudiagramm der detektierten Gesamt-DNA der Proben vor und nach RCT

Im Durchschnitt lag die detektierte Gesamt-DNA bei 43,88 fg/ul (Dem- und Met-PCR) bzw. 13,10 fg/ul (C-
less-PCR) fiir 42 Proben vor RCT und bei 39,83 fg/ul (Dem-und Met-PCR) bzw. 11,51 fg/ul (C-less-PCR)
fuir 37 bzw. 36 Proben nach RCT.

Die weite Streuung der Tregpcr-Anteile vor und nach RCT, berechnet tiber die Dem-C-
less-Formel, basiert auf dem wesentlich geringeren Anteil an detektierter Gesamt-DNA
in der C-less-PCR. Dadurch hatten Abweichungen bei der Gesamt-DNA-Detektion star-
kere Auswirkungen auf die Berechnung des Treg-Anteils, obwohl die tUber die C-less-
PCR detektierte Gesamt-DNA mit 6,94 — 19,26 fg/ul fir Proben vor RCT und 5,23 —
17,78 fg/ul fur Proben nach RCT im Vergleich zur gemeinsam Uber die Dem- und Met-
PCR detektierten Gesamt-DNA mit 35,34 — 52,41 fg/ul fur Proben vor RCT und 24,87 —
54,79 fg/ul fur Proben nach RCT weniger streute.
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In den weiteren Betrachtungen wurden die Ergebnisse der Dem-Met-Formel fir die epi-
genetisch quantifizierten Treg-Anteile verwendet, da hier die Gesamt-DNA einen gerin-
gen Einfluss auf die Berechnung des Tregpcr-Anteils hatte. Tregpcr bezieht sich damit
in den nachfolgenden Abschnitten ausschlie3lich auf die epigenetisch quantifizierten

Treg-Anteile aus der Dem-Met-Formel.

3.3.3 Vergleich der phéanotypisch und epigenetisch quantifizierten Treg-Anteile
Die phanotypisch als CD3"CD4'CD25'FOXP3" Zellen charakterisierten Tregs wiesen
einen durchschnittlichen Treggow-Anteil von 1,6 % (£ 0,84 %) vor RCT und 4,1 %
(+ 2,32 %) nach RCT, bezogen auf die lebenden CD3"CD4" Zellen, auf. Die epigene-
tisch quantifizierten Treg-Anteile vor und nach RCT aus dem vorangegangen Abschnitt
unterschieden sich fur die Tregpcr-Anteile nach RCT signifikant von den Treggiow-
Anteilen nach RCT (Wilcoxon-Test; P < 0,001 fur 33 Patientinnen). Es zeigte sich eine
signifikante, moderate, positiv monotone Korrelation zwischen den phanotypisch und
epigenetisch quantifizierten Treg-Anteilen vor RCT (Spearman-Korrelation; p = 0,506;
P = 0,001 fuar 39 Patientinnen). Hingegen gab es nur eine schwache, positiv monotone,
aber signifikante Korrelation zwischen den phanotypisch und epigenetisch quantifizier-
ten Treg-Anteilen nach RCT (Spearman-Korrelation; p = 0,421; P = 0,015 fur 33 Patien-
tinnen) (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Streudiagramm der Treggow- Und Tregpcr-Anteile vor bzw. nach RCT
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3.4 Phanotypisch quantifizierte Tregs aus PBMCs
3.4.1 Ubersicht der phanotypisch quantifizierten Treg-Anteile

Patientinnen mit Blutentnahmen vor und nach RCT

unabhéngig vom Tumorstatus abhangig vom Tumorstatus
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Abbildung 22: Ubersicht der Treggon-Anteile
In den Diagrammen sind das Signifikanzniveau und in Klammern die Patientenanzahl der einzelnen Un-

tergruppen angegeben.

Abhangig und unabhéangig vom Blutentnahmezeitpunkt nach RCT waren fir Patientin-
nen mit vollstandiger Remission die Tregrow-Anteile vor RCT signifikant niedriger als
nach RCT. Fur Patientinnen mit persistierendem bzw. rezidivierendem Tumor nach
RCT, bei denen innerhalb von 6 Monaten nach RCT Blut entnommen wurde, waren die
Tregriow-Anteile nur mafig signifikant niedriger als vor RCT. Hingegen zeigte sich kein
signifikanter Unterschied bei der Betrachtung unabhéangig vom Blutenthnahmezeitpunkt

nach RCT fur Patientinnen mit persistierendem bzw. rezidivierendem Tumor. Da im vor-
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liegenden Patientenkollektiv Patientinnen mit vollstandiger Remission tberwiegen, tragt
dieses zum statistisch signifikanten Unterschied der Tregrow-Anteile vor und nach RCT
der gesamten Kohorte bei. Es zeigte sich zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unter-
schied zwischen den Treggow-Anteilen vor bzw. nach RCT der Patientinnen mit voll-
standiger Remission und persistierendem bzw. rezidivierendem Tumor nach RCT
(Abbildung 22).

3.4.2 Tregs als Indikator flr das pratherapeutische Tumorstadium

Abbildung 23 zeigt die Tregrow-Anteile vor RCT abhéangig von verschiedenen klinischen
Prognosefaktoren. Keinen signifikanten Unterschied gab es zwischen den Tregriow-
Anteilen vor RCT abhéngig vom FIGO-Stadium oder histologischen Grading des Tu-
mors (Kruskal-Wallis-Test, P(FIGO) = 0,728; P(Grading) = 0,971). Hingegen zeigten die
Tregrow-Anteile vor RCT einen signifikanten Zusammenhang mit dem histologischen
Tumortyp und dem regiondren Lymphknoten- und Fernmetastasenstatus (Kruskal-
Walllis-Test; P(Tumortyp) = 0,012; P(NM-Status) = 0,042). Dabei unterschieden sich die
Tregriow-Anteile vor RCT der Patientinnen mit seltenen Karzinomen signifikant von den
Patientinnen mit Plattenepithel- oder Adenokarzinomen (Mann-Whitney-U-Test;
P(seltene Karzinome; Plattenepithelkarzinom) = 0,010; P(seltene Karzinome; Adeno-
karzinom) = 0,014). Zwischen den Tregrow-Anteilen vor RCT der Patientinnen mit Plat-
tenepithel- und Adenokarzinomen gab es wiederum keinen signifikanten Unterschied
(Mann-Whitney-U-Test; P(Plattenepithelkarzinom; Adenokarzinom) = 0,184). Aul3erdem
unterschieden sich die Tregrow-Anteile vor RCT der Patientinnen ohne regionare
Lymphknoten- oder Fernmetastasen signifikant von denen mit Fernmetastasen. Patien-
tinnen mit regionaren Lymphknotenmetasten und ohne Fernmetastasen unterschieden
sich weder signifikant von Patientinnen ohne regionédre Lymphknoten- oder Fernmeta-
stasen noch von denen mit Fernmetastasen (Mann-Whitney-U-Test; P(NOMO;
M1) = 0,010; P(NOMO; N1MO) = 0,191; P(N1MO; M1) = 0,195).
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Abbildung 23: Tregg.w-Anteile vor RCT abhéngig von verschiedenen Prognosefaktoren
Fur eine Patientin war die Tumordifferenzierung nicht bekannt, sie ist im Diagramm nicht aufgefihrt. In

Klammern ist die Patientenanzahl der einzelnen Untergruppen angegeben.

Zur Evaluation des prognostischen Werts der Tregrow-Anteile vor RCT als Indikator fur
das Vorliegen von Fernmetastasen wurde eine empirische ROC-Kurve erstellt
(Abbildung 24). Mit einer AUC von 0,718 als Mal3 fur die Testgite haben die Tregriow-
Anteile vor RCT einen maRigen diagnostischen Wert zur Detektion von Patientinnen mit
Fernmetastasen (95-%-KI: 0,555 - 0,881; P = 0,035). Unter der Bedingung einer mog-
lichst geringen Anzahl an falsch negativen Testergebnissen kénnte der Grenzwert fur
die Tregrow-Anteile vor RCT anhand einer Mindestsensitivitat von =90% festgelegt
werden. Beispielsweise werden 91 % aller Patientinnen mit Fernmetastasen bei einem
Grenzwert des Tregrow-Anteils < 2,20 % detektiert. Es wird jedoch ein hoher Anteil an
falsch positiven Testergebnissen toleriert (Spezifitat von 37,9 %).
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Abbildung 24: Empirische ROC-Kurve der Treggow-Anteile vor RCT
Die ROC-Kurve wurde aus den Tregrow-Anteilen vor RCT von 29 Patientinnen ohne Fernmetastasen und

11 Patientinnen mit Fernmetastasen erstellt.

3.4.3 Tregs als Prognosefaktor fur das erkrankungsfreie Uberleben
Klinische Daten zum erkrankungsfreien Uberleben der Patientinnen sind Abschnitt
3.2.3.1 zu entnehmen. Die Treggrow-Anteile vor als auch nach RCT zeigten keinen signi-

fikanten Einfluss auf das erkrankungsfreie Uberleben (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Kaplan-Meier-Kurven des erkrankungsfreien Uberlebens abhangig von den
Tregrow-Anteilen
In den Diagrammen sind das Signifikanzniveau und in Klammern die Patientenanzahl der einzelnen Un-

tergruppen angegeben. Senkrechte Striche in den Kurven kennzeichnen zensierte Daten.
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3.4.4 Tregs als Prognosefaktor fur das Gesamtiiberleben
Klinische Daten zum Gesamtuberleben der Patientinnen sind bereits im Abschnitt
3.2.3.2 aufgefihrt. Die Tregrow-Anteile vor als auch nach RCT zeigten keinen signifi-

kanten Einfluss auf das Gesamtiiberleben (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Kaplan-Meier-Kurven des Gesamtiiberlebens abhangig von den Tregg.w-Anteilen
In den Diagrammen sind das Signifikanzniveau und in Klammern die Patientenanzahl der einzelnen Un-

tergruppen angegeben. Senkrechte Striche in den Kurven kennzeichnen zensierte Daten.
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3.5 Epigenetisch quantifizierte Tregs aus PBMCs
3.5.1 Ubersicht der epigenetisch quantifizierten Treg-Anteile

Patientinnen mit Blutentnahmen vor und nach RCT
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Abbildung 27: Ubersicht der Tregpcr-Anteile
In den Diagrammen sind das Signifikanzniveau und in Klammern die Patientenanzahl der einzelnen Un-

tergruppen angegeben.

Es zeigte sich weder abhangig vom Tumorstatus der Patientinnen oder Blutentnahme-
zeitpunkt nach RTC noch unabhangig davon ein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den Tregpcr-Anteilen vor und nach RCT. Patientinnen mit vollstandiger Re-
mission hatten aber signifikant hohere Tregpcr-Anteile vor RCT im Vergleich zu Patien-
tinnen mit persistierendem bzw. rezidivierendem Tumor. Dagegen zeigte sich flr die

Tregpcr-Anteile nach RCT sowohl abhéngig als auch unabhangig vom Zeitpunkt der
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Blutentnahme kein signifikanter Unterschied zwischen Patientinnen mit vollstandiger
Remission und persistierendem bzw. rezidivierendem Tumor nach RCT (Abbildung 27).

3.5.2 Tregs als Indikator fur das pratherapeutische Tumorstadium

Abbildung 28 zeigt die Tregpcr-Anteile vor RCT abhangig von verschiedenen klinischen
Prognosefaktoren. Es zeigte sich eine nicht signifikante Abnahme der Tregpcr-Anteile
vor RCT mit steigendem FIGO-Stadium (Kruskal-Wallis-Test; P = 0,082). Zwischen den
Tregpcr-Anteilen vor RCT bestand abhangig vom histologischen Tumortyp oder histolo-
gischen Grading des Tumors kein signifikanter Unterschied (Kruskal-Wallis-Test;
P(Tumortyp) = 0,902; P(Grading) = 0,469). Hingegen zeigten die Tregpcr-Anteile vor
RCT einen signifikanten Zusammenhang mit dem regionaren Lymphknoten- und Fern-
metastasenstatus (Kruskal-Wallis-Test; P(NM-Status) = 0,003). Dabei unterschieden
sich die Tregpcr-Anteile vor RCT der Patientinnen ohne Fernmetastasen unabhéngig
von ihrem regionéren Lymphknotenstatus signifikant von solchen mit Fernmetastasen.
Bei den Patientinnen ohne Fernmetastasen und unterschiedlichem Lymphknotenstatus
unterschieden sich die Tregpcr-Anteile vor RCT nicht signifikant (Mann-Whitney-U-Test;
P(NOMO; M1) = 0,003; P(N1MO; M1) = 0,002; P(NOMO; N1MO0) = 0,873) (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Tregpcr-Anteile abhangig von verschiedenen Prognosefaktoren
Fir eine Patientin war die Tumordifferenzierung nicht bekannt, sie ist im Diagramm nicht aufgefuhrt. In
Klammern ist die Patientenanzahl der einzelnen Untergruppen angegeben.

Zur Evaluation des prognostischen Werts der Tregecr-Anteile vor RCT als Indikator fur
das Vorliegen von Fernmetastasen wurde eine empirische ROC-Kurve erstellt
(Abbildung 29). Mit einer AUC von 0,853 als Mal} fiir die Testglte haben die Tregpcr-
Anteile einen hohen diagnostischen Wert zur Detektion von Patientinnen mit Fernmeta-
stasen (95-%-KI: 0,718 - 0,989; P = 0,001). Unter der Bedingung einer moglichst gerin-
gen Anzahl an falsch negativen Ergebnissen konnte der Grenzwert fur die
Tregecr-Anteile vor RCT anhand einer Mindestsensitivitdt von = 90 % festgelegt wer-
den. Beispielsweise werden 91 % aller Patientinnen mit Fernmetastasen bei einem
Grenzwert des Tregpcr-Anteils < 1,56 % detektiert und nur ein kleiner Anteil an falsch-

positiven Testergebnissen toleriert (Spezifitéat von 77 %).
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Abbildung 29: Empirische ROC-Kurve der Tregpcr-Anteile vor RCT
Die ROC-Kurve wurde aus den Tregpcgr-Anteilen von 31 Patientinnen ohne Fernmetastasen und 11 Pati-

entinnen mit Fernmetastasen erstellt.

3.5.3 Tregs als Prognosefaktor fur das erkrankungsfreie Uberleben

Analog zu Abschnitt 3.4.3 erfolgte die Untersuchung eines Einflusses der epigenetisch
quantifizierten Treg-Anteile auf das erkrankungsfreie Uberleben. Patientinnen mit einem
hohen Tregpcr-Anteil vor RCT blieben signifikant langer erkrankungsfrei als solche mit
einem niedrigen Tregpcr-Anteil vor RCT. Der Tregpcr-Anteil nach RCT hatte dagegen

keinen signifikanten Einfluss auf das erkrankungsfreie Uberleben (Abbildung 30).

Zur weiteren Betrachtung wurden das FIGO- und das Fernmetastasenstadium (vgl. Ab-
schnitt 3.2.3.1) sowie der Tregpcr-Anteil vor RCT einer multivariaten Cox-Regression
unterzogen. In die multivariate Cox-Regression konnten 42 der 49 Patientinnen mit voll-
standigem Datensatz eingeschlossen werden, darunter 14 Patientinnen mit einem per-
sistierenden oder wiederaufgetretenen Tumor. Sowohl tber die schrittweise bedingte
Vorwarts- als auch Ruckwartsselektion wurde nur der Tregpcr-Anteil vor RCT in das
Cox-Regressionsmodell aufgenommen. Damit ist der Tregpcr-Anteil vor RCT ein unab-
hangiger Prognosefaktor mit signifikantem Einfluss auf das erkrankungsfreie Uberleben.
Das Risiko (Hazard) einer Patientin an einem persistierenden oder rezidivierenden Tu-
mor nach RCT zu erkranken sinkt pro Prozentpunkt des Tregpcr-Anteils um den Faktor
0,3 (multivariate Cox-Regression; P = 0,009; 95-%-KI: 0,089 - 0,736).



54

Treg,.q-Anteile vor RCT Treg,.,-Anteile nach RCT

— niedrig (21) — niedrig (18)
— hoch (21) — hoch (19)
1,0 - ]
c ! P = 0,006 P =0,962
gl
2108 | 1 —
) \
! [
D 0,6 -
(%]
o
2
=104
E
Elo02 -
~
0

0 12 24 36 48 60 0 12 24 36 48 60

Zeit in Monaten

Abbildung 30: Kaplan-Meier-Kurven des erkrankungsfreien Uberlebens abhangig von den
Tregpcr-Anteilen
In den Diagrammen sind das Signifikanzniveau und in Klammern die Patientenanzahl der einzelnen Un-

tergruppen angegeben. Senkrechte Striche in den Kurven kennzeichnen zensierte Daten.

3.5.4 Tregs als Prognosefaktor fir das Gesamtiiberleben

Analog zu Abschnitt 3.4.4 erfolgte die Untersuchung eines Einflusses der epigenetisch
guantifizierten Treg-Anteile auf das Gesamtiberleben. Patientinnen mit einem hohen
Tregpcr-Anteil vor RCT lebten signifikant langer als solche mit einem niedrigen Tregpck-
Anteil vor RCT. Der Tregpcr-Anteil nach RCT hatte hingegen keinen signifikanten Ein-
fluss auf das Gesamtiiberleben (Abbildung 31).

Zur weiteren Bewertung wurden das FIGO-Stadium (vgl. Abschnitt 3.2.3.2) und der
Tregpcr-Anteil vor RCT einer multivariaten Cox-Regressionsanalyse unterzogen. In die
multivariate Cox-Regression konnten 42 der 49 Patientinnen mit vollstandigem Daten-
satz eingeschlossen werden, darunter 13 Patientinnen mit einem tumorassoziierten
Tod. Nach der schrittweise bedingten Vorwarts- als auch Ruckwartsselektion wurde nur
der Tregpcr-Anteil vor RCT in das Cox-Regressions-Modell aufgenommen. Damit ist
der Tregpcr-Anteil vor RCT ein unabhéngiger Prognosefaktor mit signifikantem Einfluss
auf das Gesamtuberleben beim Zervixkarzinom. Das Risiko (Hazard) einer Patientin an
ihrem Tumor zu versterben sinkt pro Prozentpunkt des Tregpcr-Anteils vor RCT um den
Faktor 0,2 (multivariate Cox-Regression; P = 0,007; 95-%-KI: 0,073 - 0,684).
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Abbildung 31: Kaplan-Meier-Kurven des Gesamtuberlebens abh&ngig von den Tregpcr-Anteilen
In den Diagrammen sind das Signifikanzniveau und in Klammern die Patientenanzahl der einzelnen Un-

tergruppen angegeben. Senkrechte Striche in den Kurven kennzeichnen zensierte Daten.

3.6 Vergleich der statistischen Ergebnisse der phénotypisch und epigenetisch

guantifizierten Treg-Anteile

Abhangig von der Art der Quantifizierung der Treg-Anteile zeigten sich statistisch ab-
weichende Ergebnisse und ein anderer Verlauf der Treg-Anteile vor und nach RCT. Nur
bei der kombinierten Analyse des regionaren Lymphknoten- und Fernmetastasenstatus
mit den Tregrow- bzw. Tregpcr-Anteilen vor RCT zeigte sich jeweils ein signifikanter Zu-
sammenhang. Die Tregrow-Anteile vor RCT unterschieden sich zudem abhé&nigig vom
histologischen Tumortyp. Die Tregpcr-Anteile vor RCT dagegen nahmen mit steigen-
dem FIGO-Stadium nicht signifikant ab, unterschieden sich signifikant zwischen Patien-
tinnen mit vollstandiger Remission und solchen mit persistierendem bzw. rezidivieren-
dem Tumor nach RCT und sind ein unabhangiger Prognosefaktor mit signifikantem Ein-

fluss auf das erkrankungsfreie Uberleben und Gesamtiiberleben beim Zervixkarzinom

(Tabelle 12).
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Tabelle 12: Statistische Ergebnisse der Tregrowrcr-Anteile vor bzw. nach RCT

Signifikanzniveau
(** > P<0,05 *— P<0,10; - —» P 20,10)
Treg-Anteile vor RCT Treg-Anteile nach RCT
Tregriow Tregpcr Tregriow Tregpcr
FIGO-Stadium - *
Regionérer Lymphknoten- und o o
Fernmetastasenstatus
Histologischer Tumortyp ** -
Histologisches Grading - -
Tumorstatus nach RCT - ** — -
(vollstandige Remission vs.
persistierender/rezidivierender Tumor)
Erkrankungsfreies Uberleben - ox - -
Gesamtuberleben - o — -

Auch der Verlauf der Treg-Anteile vor und nach RCT unterschied sich abhéngig von der
Art der Quantifizierung. Unabhangig und abhangig vom Tumorstatus der Patientinnen
nach RCT war der Tregrow-Anteil nach RCT hoher als vor RCT, wobei dieser Unter-
schied nur fir Patientinnen mit persistierendem bzw. rezidivierendem Tumor nicht signi-
fikant war. Hingegen gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen den Tregpcr-
Anteilen vor und nach RCT (Tabelle 13).

Tabelle 13: Statistische Ergebnisse zum Verlauf der Tregrowrcr-Anteile vor und nach RCT

Signifikanzniveau
(**->P<0,05*—>P<0,10; — — P =20,10)

Tregrow-Anteile Tregpcr-Anteile

vor RCT nach RCT vor RCT nach RCT

Unabhangig vom Tumorstatus *x —

Abhé&ngig vom Tumorstatus

e vollstandige Remission *k -

e persistierender/rezidivierender Tumor * -
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4 DISKUSSION

4.1 Unterschiede der phanotypisch und epigenetisch quantifizierten Treg-
Anteile

Die Angaben Uber den bisher ausschlie3lich phanotypisch bestimmten, durchschnittli-
chen Anteil an im Blut zirkulierenden Tregs von Zervixkarzinompatientinnen schwanken
zwischen 0,83 % und 6,8 % fur Patientinnen im FIGO-Stadium IA - IIB vor einer Thera-
pie [105, 106, 116] und liegen damit zum Teil deutlich Gber dem in dieser Studie be-
stimmten durchschnittlichen Wert von 1,6 % (Tregrow-Anteil) vor RCT fur Patientinnen
im FIGO-Stadium | - IV. Unabh&ngig von moglichen Unterschieden in den Patientenkol-
lektiven fuhrt das Fehlen eines Treg-spezifischen Markers und einer einheitlichen
Markerkombination zu einer eingeschrankten Vergleichbarkeit der relativen Anteile an
phanotypisch quantifizierten Tregs in unterschiedlichen Studien [82, 117, 118]. Uber
uneinheitliche Markerkombinationen werden verschiedene Treg-(Sub-)Populationen
bestimmt, deren Grad an Unterscheidung tUberwiegend unbekannt ist [82, 118]. Hinzu-
kommen Interassay-Abweichungen durch nicht eindeutige, zum Teil willkirliche Festle-
gungen von Populationsgrenzen, beispielsweise bei der Abgrenzung von CD25"9" oder
CD127"°" zellen [118, 119], oder durch unterschiedliche Strategien zur Festlegung der
Populationsgrenzen [82, 120].

In der vorliegenden Arbeit wurden phanotypisch quantifizierte Tregs Uber den
CD3'CD4'CD25'FOXP3" Treg-Phanotyp nachgewiesen. In vergleichbaren Studien
wurde dagegen auf den Oberflachenmarker CD3 verzichtet. Die héchsten relativen
Treg-Anteile wurden in solchen Studien ermittelt, in denen die Populationsgrenzen mit-
tels Isotypenkontrollen definiert wurden [105, 106]. Isotypenkontrollen stellen als Nega-
tivkontrolle das Ausmalfd an unspezifischen Bindungen der Antikérper dar und kdnnen
zu einer Verfalschung der Ergebnisse durch Uberschatzung oder Unterschiatzung fiih-
ren [120, 121]. Das Verwenden von Negativ-Populationen, wie beispielsweise von
CD3"CD4 Zellen oder CD3'CD4" Zellen, welche kein FOXP3 exprimieren, wird hinge-
gen als sehr zuverlassige Methode zur Festlegung von Zellpopulationsgrenzen angese-
hen [120]. Diese Methode wurde in der vorliegenden Arbeit benutzt und zusatzlich um
FMO-Kontrollen [110] erweitert, um Populationsgrenzen objektiv festlegen zu kénnen.

Eine ahnliche Methode verwendeten Heusinkveld et al. mittels FOXP3-negativen
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und -positiven Klonen [116], welche den niedrigsten Treg-Anteil unter allen vergleichba-

ren Studien ermittelten.

Im Gegensatz zur phanotypischen Quantifizierung der Tregs gilt die epigenetische
Quantifizierung Uber den Nachweis der Treg-spezifische Demethylierung des FOXP3il
als hochspezifische und verlasslichere Methode mit einer besseren Vergleichbarkeit
zwischen verschiedenen Studien, sogar unter immunsupprimierender oder
-stimulierender Therapie [95, 100, 102]. In der vorliegenden Arbeit wurde das erste Mal
der im Blut zirkulierende Treg-Anteil von Zervixkarzinompatientinnen tber eine methyl-
ierungsspezifische Analyse quantifiziert und mit den Ergebnissen aus der phé&notypi-

schen Quantifizierung verglichen.

Zwischen den Anteilen der phanotypisch als CD3"'CD4'CD25'FOXP3" definierten
Tregsrow UNd der epigenetisch tGber den Nachweis von demethyliertem FOXP3il defi-
nierten Tregspcr bestand eine signifikante, positiv monotone Korrelation von moderater
bis geringer Starke fir die Werte vor bzw. nach RCT. Nettenstrom et al. wiesen eine
starkere Korrelation zwischen Anteilen phanotypisch als CD3'CD4'CD25'CD1277%
guantifizierter Tregs und epigenetisch quantifizierter Tregs nach. Sowohl die Starke der
Korrelation als auch das Signifikanzniveau nahmen jedoch durch das Hinzufiigen des
Markers FOXP3 oder Ersetzen des Markers CD127 durch FOXP3 ab [117].
Demzufolge unterscheiden sich die CD3'CD4'CD25'FOXP3* Zellen von den
CD3*CD4'CD25'CD127™" Zellen. Bereits Klein et al. zeigten, dass diese beiden Treg-
Phénotypen nicht dieselbe Zellpopulation reprasentieren, aber eine gleiche Anzahl an
Tregs anfarben [118]. Laut Nettenstrom et al. werden Tregs exakter durch den
CD3'CD4'CD25"CD127"°" Phanotyp abgebildet, da sie am starksten mit der Deme-
thylierung des FOXP3il korrelieren (Pearson-Korrelation; p = 0,72; P = 0,0009) [117].
Die in dieser Arbeit phanotypisch und epigenetisch quantifizierten Tregs sind damit sich
Uberschneidende Zellpopulationen, reprasentieren aber nicht exakt dieselbe Zellpopula-
tion, was die nur moderate bis geringe Korrelation der unterschiedlich quantifizierten

Treg-Anteile vor und nach RCT erklaren kann.

Der Unterschied zwischen den phanotypisch und epigenetisch quantifizierten Tregs ba-
siert auf der Heterogenitat der Tregs und der fehlenden Spezifitat der phanotypischen
Treg-Marker (vgl. Abschnitte 1.2.1 und 1.2.2). So kann FOXP3 von konventionellen
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T-Zellen exprimiert werden und wiederum von Tregs herunterreguliert werden. Die
Treg-spezifische Demethylierung des FOXP3il bleibt hingegen auch bei sich andernder
Umgebung unabhéangig von der FOXP3-Expression erhalten [122]. Sogenannte latente
Tregs haben ihren spezifischen Phanotyp partiell verloren, besitzen aber weiterhin die
Treg-spezifische Demethylierung des FOXP3il. Miyao et al. wiesen in Mausen latente
FOXP3" Tregs nach, welche unter Aktivierung erneut FOXP3 exprimierten [122]. Tatura
et al. entdeckten latente humane Tregs in CD4" Zellpopulationen mit geringer oder so-
gar fehlender CD25-Expression [102]. Nettenstrom et al. sahen dagegen eine nicht aus-
reichende Sensitivitat der durchflusszytometrischen Detektion von FOXP3 als mogliche
Ursache fir eine schlechtere Korrelation zwischen den FOXP3-enthaltenden Treg-

Phanotypen und der Demethylierung des FOXP3il.

Dass die phanotypisch und epigenetisch charakterisierten Tregs nicht exakt dieselbe
Zellpopulation représentieren, erklart die zum Teil abweichenden Ergebnisse der statis-
tischen Analysen zwischen den unterschiedlich quantifizierten Treg-Anteilen. Auch der
unterschiedliche Verlauf der Treg-Anteile vor und nach RCT abhangig von der Art der

Quantifizierung kann darauf zurtickgefiihrt werden (vgl. Abschnitt 3.6).

Limitiert wird die Aussagekraft der Ergebnisse flr die Treg-Anteile nach RCT durch die
sehr variablen Blutentnahmezeitpunkte, die zwischen der Abnahme direkt am letzten
Tag der RCT und 76 Wochen nach Abschluss der RCT lagen. Der variable Blutentnah-
mezeitpunkt nach RCT scheint auch Einfluss auf die Korrelation der unterschiedlich
guantifizierten Treg-Anteile nach RCT zu haben. So gab es keine signifikante Korrelati-
on zwischen den Tregrow- Und Tregpcr-Anteilen nach RCT von Proben mit Blutentnah-
me unter einem halben Jahr nach Abschluss der RCT (Spearman-Rho; p = 0,270;
P =0,236). Es bestand aber eine signifikante, starke, positiv monotone Korrelation zwi-
schen den unterschiedlich quantifizierten Treg-Anteilen nach RCT fur Proben mit Blut-
entnahme Uber einem halben Jahr nach Abschluss der RCT (Spearman-Rho;
p =0,720; P = 0,008). Unabhéngig von der starken Korrelation der Treg-Anteile nach
RCT fur Proben mit Blutentnahme Uber einem halben Jahr nach Abschluss der RCT
blieb der unterschiedliche Verlauf der Treg-Anteile vor und nach RCT abhéangig von der
Art der Quantifizierung bestehen. (Diese Ergebnisse sind in der vorliegenden Arbeit
nicht aufgefihrt.) Die schlechtere Korrelation der unterschiedlich quantifizierten Treg-

Anteile nach RCT, insbesondere fir Proben mit Blutenthahmen innerhalb des ersten
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Halbjahres nach RCT, kdnnte auf dem unterschiedlich starken Einfluss der Therapie
abhéngig vom Zeitpunkt der Blutenthahme nach RCT und dem damit zusammenh&n-
genden Immunstatus der Patientinnen basieren. Dabei kénnten therapieabhéngig Zell-
(Sub-)Populationen mit bestimmten Oberflachenmarkern und damit bestimmte Phé&no-
typen, darunter auch Treg-Subtypen, selektiv hoch- oder runterreguliert werden. Ahnli-
che Ergebnisse zeigten Tatura et al., die ebenfalls nur eine geringe Korrelation bei Sep-
sispatienten in unterschiedlichen Krankheitsphasen zeigten [102], sowie Brandhorst et
al., die keine Korrelation bei Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen
mit unterschiedlichem Aktivitatszustand und unter unterschiedlicher Immuntherapie
zeigten [103]. Cao et al. beschrieben eine Veranderung des Treg-Phé&notyps durch
Gamma-Strahlen, die unter anderem zu einer abnehmenden Expression von FOXP3
fuhrt [123]. Gleichsam kann ein unterschiedlicher Immunstatus der Patientinnen vor
Therapie die Korrelation der Treg-Anteile vor RCT negativ beeinflusst und den Unter-
schied zwischen den Zellpopulationen vergrof3ert haben.

Letztlich unterscheiden sich die phanotypisch und epigenetisch definierten Treg-Anteile
auch in GroRRe und Art ihrer Bezugszellpopulationen, was die Korrelation ebenfalls be-
einflusst haben kann. Einerseits kdnnen Schwankungen in der Treg-Population bei ei-
ner kleineren Bezugszellpopulation wie der CD3"CD4" Zellpopulation fuir Tregsgow bes-
ser abgebildet werden. Andererseits wirken sich Schwankungen in der kleineren Be-
zugszellpopulation stéarker auf den relativen Treg-Anteil aus. Umgekehrtes gilt fir eine
grolRere Bezugszellpopulation wie den gesamten PBMCs flr Tregspcr. Dieser techni-
sche Bias spiegelt sich in der weiteren Streuung der Ergebnisse flur die phanotypisch
guantifizierten Treg-Anteile mit fast doppelt so gro3er Standardabweichung sowohl ftr
Werte vor RCT als auch nach RCT im Vergleich zu den epigenetisch quantifizierten
Treg-Anteilen wider. Unspezifische Antikérperbindungen an apoptotischen oder toten
Zellen konnten ebenfalls die durchflusszytometrische Messung durch falsch positive
Ergebnisse beeinflussen. Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Arbeit apopto-
tische und tote Zellen tber die Streustrahlung im Forward-Side-Scatter-Diagramm und
mit Hilfe des Live/Dead® Fixable Near-IR Dead Cell Stain Kit ausgeschlossen (Ab-
schnitt 2.3). Um eine Verféalschung der epigenetischen Ergebnisse durch DNA-
Degradation der nach der Bisulfitbehandlung als Einzelstrdnge vorliegenden, instabile-
ren DNA zu vermeiden, erfolgte noch am selben Tag der Bisulfitbehandlung die methyl-
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ierungsspezifische quantitative Real-Time-PCR. Durch diese MaRnahmen konnten wei-

tere technische Bias minimiert werden.

4.2 Bedeutung der Tregs vor und nach RCT beim Zervixkarzinom

4.2.1 Tregs vor RCT als Indikator fur das pratherapeutische Tumorstadium

Fur einige Tumore gibt es abhangig vom Tumorstadium einen signifikanten Unterschied
an im Blut zirkulierenden Tregs vor Therapie. In Bezug auf das Zervixkarzinom gibt es
diesbeziiglich bisher kaum Studien. Zhang et al. konnten fur das Zervixkarzinom keine
signifikanten Unterschiede an im Blut zirkulierenden Treg-Anteilen abhangig von dem
klinischen Tumorstadium, der Infiltrationstiefe, den Lymphknotenmetastasen, der Blut-
gefaRinvasion, der TumorgrofRe und dem histologischen Tumortyp feststellen. Hingegen
gab es eine signifikante, positive Korrelation zwischen der histologischen Differenzie-
rung des Zervixkarzinoms und den zirkulierenden Tregs mit einem zunehmenden Treg-

Anteil bei abnehmender Differenzierung [106].

In der vorliegenden Arbeit wurde weder fir phanotypisch noch epigenetisch quantifizier-
te Tregs ein Zusammenhang zwischen den Treg-Anteilen vor Therapie und der histolo-
gischen Differenzierung des Zervixkarzinoms gefunden. Ursache dafur kann die fehlen-
de Standardisierung zur Erhebung histopathologischer Prognoseparameter sein. Die
histologische Differenzierung mit vielen verschiedenen Grading-Systemen zahlt dabei
wegen fehlender standardisierter Kriterien und der Heterogenitat der Tumore zu den
kontroversesten dieser Parameter [15]. Der beobachtete fehlende Zusammenhang so-
wohl der Tregriow- als auch Tregpcr-Anteile vor RCT mit dem FIGO-Stadium und dem
Tregpcr-Anteil vor RCT mit dem Lymphknotenstatus unabhéangig vom Fernmetastasen-
status der Patientinnen (Ergebnisse nicht in der Arbeit aufgefihrt: Mann-Whitney-U-
Test; P(NO; N1 fur Tregpcr-Anteile vor RCT) = 0,138) bestatigt dagegen die negativen
Ergebnisse von Zhang et al. Diese Ergebnisse sind nicht unerwartet. Die verwendete
klinische FIGO-KIlassifikation ist vergleichsweise ungenau und ein operatives Staging
wurde haufig zu einer hoheren Stadieneingruppierung fuhren [13]. Nur 28 Patientinnen
(57,1 %) der vorliegenden Studie erhielten eine histologische Aufarbeitung der Lymph-
knoten im Rahmen eines operativen Stagings in Form einer pelvinen und paraaortalen
Lymphonodektomie. Bei allen anderen Patientinnen erfolgte eine klinische Evaluation
mittels CT, MRT oder PET-CT, deren Sensitivitat gemal einer patientenbasierten Da-
tenanalyse nur bei 50 %, 56 % bzw. 82 % und Spezifitat bei 92 %, 91 % bzw. 95 % fir
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die Detektion von Lymphknotenmetastasen bei Zervixkarzinompatientinnen liegen
[124]. Der signifikant hohere Anteil an Tregsrow VOn Patientinnen mit seltenen Karzi-
nomtypen im Vergleich zu Patientinnen mit Plattenepithel- oder Adenokarzinomen in
dieser Studie ist interessant, kann aber aufgrund der geringen Fallzahl von vier Patien-
tinnen mit seltenen Karzinomen nicht abschlieend bewertet werden, sondern muss in

einer groR3eren Kohorte untersucht werden.

Fur den bisher noch nicht untersuchten Zusammenhang zwischen den im Blut zirkulie-
renden Tregs vor Therapie und dem Fernmetastasenstatus zeigte sich ein statistisch
signifikanter Zusammenhang sowohl fur phanotypisch als auch epigenetisch quantifi-
zierte Treg-Anteile. Dieses traf sowohl fur die alleinige Analyse des Fernmetastasensta-
tus (Ergebnisse nicht in der Arbeit aufgefihrt: Mann-Whitney-U-Test; P(MO; M1 fir
Tregrow-Anteile vor RCT) = 0,035 und P(MO; M1 fir Tregpcr-Anteile vor RCT) = 0,001)
als auch die kombinierte Analyse aus regionarem Lymphknoten- und Fernmetastasen-
status zu. Uber die verlasslichere und vom Immunstatus unabhangige epigenetische
Quantifizierung der zirkulierenden Tregs (vgl. Abschnitt 4.1) scheint eine bessere Un-
terscheidung zwischen Patientinnen ohne und mit Fernmetastasen méglich. So gab es
fur die Tregrow-Anteile vor RCT nur einen signifikanten Unterschied zwischen Patientin-
nen mit Fernmetastasen zu solchen ohne lokale Lymphknoten- und ohne Fernmetasta-
sen (Abschnitt 3.4.2). Dagegen unterschieden sich die Tregpcr-Anteile vor RCT von
Patientinnen mit Fernmetastasen signifikant sowohl zu Patientinnen ohne lokale
Lymphknoten- und ohne Fernmetastasen als auch zu denen mit lokalen Lymphknoten-

und ohne Fernmetastasen (Abschnitt 3.5.2).

Unter der Voraussetzung, dass Marker mit einer AUC uber 0,7 potentielle diagnostische
Tests zur Unterscheidung von Tumorpatienten und gesunden Probanden darstellen
[125], kdnnte der Anteil an im Blut zirkulierenden Tregs vor RCT mit einer AUC von
0,718 fir die Tregrow-Anteile und mit einer AUC von 0,853 fiir die Tregpcr-Anteile ein
potentieller Marker fir eine Fernmetastasierung beim Zervixkarzinom sein. Erneut
scheint die epigenetische Quantifizierung der Tregs geeigneter, was auf die im Ab-
schnitt 4.1 beschriebenen Grinde zuriickzufuhren ist. Unabhangig von der Art der
Quantifizierung der zirkulierenden Tregs wiesen Patientinnen mit einem geringen Treg-
Anteil haufiger Fernmetastasen auf. Ein hoher Anteil an zirkulierenden Tregs scheint

demzufolge gunstiger flr Zervixkarinompatientinnen zu sein bzw. fihrt eine Fernmetas-
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tasierung zu einem Abfall der zirkulierenden Tregs. Dieses Ergebnis ist unerwartet,
denn fur den Treg-Anteil in Lymphknoten zeigte sich in friheren Studien ein umgekehr-
tes Bild: Lymphknotenmetastasen, die in paraaortaler Lokalisation die haufigste Form
der Fernmetastasen in dieser Arbeit waren, besal3en signifikant mehr Tregs als meta-
stasenfreie Lymphknoten und wurden mitverantwortlich fur die Etablierung des systemi-
schen Tumorimmunescapes gemacht [60, 126]. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
sprechen dafir, dass durch eine Analyse der zirkulierenden Tregs jene Patientinnen,
bei denen bisher kein klinischer oder bildmorphologischer Verdacht auf eine Fernmetas-
tasierung bestand, fur ein zusatzliches operatives Staging ausgewahlt werden konnen.
Dazu muisste eine einheitliche, am besten epigenetische Quantifizierung der Tregs fest-
gelegt, die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit in einer prospektiven Studie und anhand
eines grélReren Patientenkollektives bestétigt und ein entsprechender Grenzwert far
eine Fernmetastasierung festgelegt werden. Nicht diagnostizierte Lymphknotenmeta-
stasen sind eine der Fehlerquellen des klinischen Stagings. Eine signifikante Prognose-
verbesserung durch ein genaueres operatives Staging beim Zervixkarzinom zeigten
Gold et al. in ihrer retrospektiven Studie [127]. Der Nachweis eines Prognose- und
Uberlebensvorteil eines genaueren operativen Stagings in einer randomisierten Studie

von Marnitz et al. ist jedoch noch ausstehend [128].

4.2.2 Tregs vor RCT als Prognosefaktor

In der vorliegenden Arbeit wurde das erste Mal der prognostische Wert der zirkulieren-
den Tregs in Bezug auf das erkrankungsfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben von
Zervixkarzinompatientinnen untersucht. Dabei erwiesen sich die epigenetisch quantifi-
zierten Tregs vor RCT als unabhangiger Prognosefaktor fiir beide Uberlebensparameter
mit einer besseren Prognose bei steigendem Tregpcr-Anteil. Aul3erdem hatten Patien-
tinnen mit vollstdndiger Tumorremission einen signifikant hoheren Tregpcr-Anteil vor
RCT im Vergleich zu solchen mit Tumorpersistenz oder -rezidiv. Analog zur Beobach-
tung im Abschnitt 4.2.1 scheint fir Zervixkarzinompatientinnen ein héherer Anteil an im
Blut zirkulierenden Tregs vor RCT giinstiger zu sein. Ahnliche Ergebnisse zum erkran-
kungsfreien Uberleben und Gesamtiiberleben gibt es fur Patienten mit einem HPV-
positiven Plattenepithelkarziom der Mundhéhle oder des Rachens [129]. Die phanoty-
pisch quantifizierten Tregs vor RCT zeigten hingegen keinen Einfluss auf das Uberle-
ben der Zervixkarzinompatientinnen und es gab keinen Unterschied zwischen den

Tregriow-Anteilen vor RCT von Patientinnen mit vollstdndiger Tumorremission und sol-



64

chen mit persistierendem oder rezidivierendem Tumor. Die abweichenden Ergebnisse
der unterschiedlich quantifizierten Treg-Anteile wurden bereits in Abschnitt 4.1 disku-
tiert. Durch das Hinzufiigen der Marker Ki67 oder CD45RA zur Charakterisierung des
Aktivitatsstatus der phanotypisch als CD3*CD4'CD25'CD127°“FOXP3* definierten
Tregs konnten Santegoets et al. eine Assoziation der Tregs mit dem Gesamtiuberleben
von Ovarialkarzinompatientinnen nach Rezidiv nachweisen, bei Messungen ohne diese
Marker hingegen nicht [82]. Durch die Verwendung zusatzlicher Aktivitatsmarker bei der
phanotypischen Quantifizierung der Tregs entsprechend der Empfehlungen von San-
tegoets et al. hatten die Ergebnisse der epigenetisch quantifizierten Tregs vor RCT in
Bezug auf das Uberleben moglicherweise bestatigt werden kénnen.

Ebenso wie der im Blut zirkulierende Treg-Anteil ist die Anzahl lokaler tumorinfiltrieren-
der Tregs beim Zervixkarzinom signifikant hoher im Vergleich zu gesunden Kontrollen
[61, 126]. Unter der Annahme, dass die im Blut zirkulierenden Tregs ein Abbild der loka-
len, tumorinfiltrierenden Tregs darstellen [130], misste ein hoher Anteil an lokalen, tu-
morinfiltrierenden Tregs mit einer besseren Prognose fiir die Patientinnen einhergehen.
Aber nur Patientinnen mit einem histologisch gesicherten Adenokarzinom, zu denen
14 % der Patientinnen in dieser Arbeit zahlten, zeigten ein signifikant besseres erkran-
kungsfreies Uberleben und erkrankungsspezifisches Gesamtiiberleben bei einer hohen
Gesamtanzahl an tumorinfiltrierenden Tregs [131]. Dagegen war bei Zervixkarzinompa-
tientinnen ohne Unterscheidung der histologischen Subtypen und damit einem dominie-
renden Anteil an Plattenepithelkarzinomen eine hohe Anzahl an lokalen, tumorinfiltrie-
renden Tregs mit einer signifikant schlechteren Prognose assoziiert [132, 133]. Nur im
Zusammenhang mit den tumorinfiltrierenden CD8" Zellen als CD8+/Treg-Ratio stellten
die lokalen, tumorinfiltrierenden Tregs einen unabh&ngigen Prognosefaktor beim Zer-
vixkarzinom dar [132, 134]. In der Metaanalyse von 2015 von Shang et al. besal3en die
lokalen, tumorinfiltrierenden Tregs des Zervixkarzinoms verglichen mit anderen soliden
Tumoren sogar die starkste Assoziation mit einer schlechten Prognose fir das Gesamt-
Uberleben mit einer Odds ratio von 5,11 (95-%-KI. 2,87 - 9,11) bei einer jedoch hohen

Heterogenitat zwischen den Zervixstudien [135].

Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit erfolgte die Quantifizierung der lokalen, tumorin-
filtrierenden Tregs in den aufgefihrten Studien ausschlie3lich durch eine phénotypische

Charakterisierung. Ein weiterer Unterschied ist die Art der Therapie der Studienpatien-
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tinnen. Die Patientinnen der vorliegenden Studie wurden mittels primar kombinierter
Radiochemotherapie behandelt. Dagegen erhielten die Patientinnen der anderen Stu-
dien Uberwiegend eine primar operative Therapie mit zum Teil adjuvanter Strahlenthe-
rapie. Bereits Lissoni et al. zeigten, dass sowohl der absolute als auch der relative An-
teil im Blut zirkulierender Tregs durch die Art der Therapie unterschiedlich beeinflusst
wird [107]. Selbiges bestatigten Visser et al. fur unterschiedlich therapierte Zervixkarzi-
nompatientinnen. Abhangig von der Therapie unterschied sich dabei der posttherapeu-
tische Verlauf der Treg-Anteile [4]. Die lokale Strahlentherapie des Zervixkarzinoms
fuhrt zu einer Veranderung des lokalen Tumormilieus. So scheinen nach der Radiothe-
rapie die radioresistenten Tregs im Zervixkarzinom zu dominieren [136]. Hingegen
bleibt die Treg-Anzahl in tumordrainierenden Lymphknoten unabhangig von der Art der
neoadjuvanten Therapie (alleinige Chemotherapie, Niedrig- oder Hochdosis-RCT)
gleich. Tregs zeigen jedoch eine signifikant unterschiedliche Expression von
Neuropillin-1 [137], einem Treg-Marker fir eine effizientere Immunsuppression in tu-
mordrainierenden Lymphknoten [138]. Demzufolge kdnnte die unterschiedliche Beein-
flussung der Tregs durch die Therapie zu einer Veranderung ihres prognostischen

Werts abhangig von der Art der Therapie fuhren.

Des Weiteren scheint die Lokalisation der betrachteten Tregs, selbst innerhalb des Tu-
mor(mikromillieu)s, einen wichtigen Einfluss auf den prognostischen Wert von Tregs zu
haben [62, 63]. Laut Whiteside et al. beeinflussen umgebende Faktoren und darunter
auch Infektionen, welche die Immunantwort und damit auch die Bildung, die Rekrutie-
rung und das Uberleben von Tregs modulieren, den prognostischen Wert lokaler, tu-
morinfiltrierender Tregs [139, 139]. Dementsprechend kdnnen anti-inflammatorische
Tregs, welche chronische Entziindungen als Grundlage eines Tumors einddmmen, und
immunsuppressive Tregs, welche die Anti-Tumorimmunantwort verhindern und den
Tumorprogress begunstigen, unterschieden werden [45, 139]. Letztlich beeinflusst wohl
auch der molekulare Subtyp innerhalb der Tumorentitat den prognostischen Wert der
Tregs [63]. Punt et al. fihrten den abweichenden prognostischen Wert der lokalen, tu-
morinfiltrierenden Tregs zwischen Patientenkohorten mit ausschliel3lichem Adenokarzi-
nom und solchen mit Uberwiegendem Anteil an Plattenepithelkarzinomen auf die unter-
schiedliche lokale Immunantwort aufgrund der divergenten molekularen Konstitution der
beiden Subtypen zuriick [131]. Daneben korreliert der prognostische Wert der Tregs

auch mit dem Tumorstadium [63, 135]. Analog zur Umgebung des Tumors beeinflusst
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laut Schmidt et al. der Entziindungsstatus des Patienten den prognostischen Wert zirku-
lierender Tregs sogar innerhalb einer Tumorentitat [140]. Aufgrund der relativ kleinen
Fallzahl wurde in der vorliegenden Arbeit keine Subgruppenanalyse hinsichtlich des
prognostischen Potentials der zirkulierenden Tregs abhangig vom histologischen Tu-

mortyp, dem Tumorstadium oder anhand eines Entziindungsparameters durchgefuhrt.

Andererseits kénnten die im Blut zirkulierenden Tregs nicht das Abbild der Peripherie
darstellen, sondern in einem reziproken Zusammenhang mit den lokalen, tumorinfiltrie-
renden Tregs stehen, was wiederum den abweichenden prognostischen Wert abhangig
von der betrachteten Lokalisation erklaren wirde. Bereits Zhang et al. vermuteten, dass
die lokalen, tumorinfiltriereden Tregs aus dem peripheren Blut stammen [106]. Demzu-
folge hatten Zervixkarzinompatientinnen mit einer guten Prognose und einem hohen
Anteil an im Blut zirkulierenden Tregs nur eine geringe Treg-Anzahl im Tumorgewebe.
Umgekehrt hatten solche mit einer hohen Treg-Anzahl im Tumorgewebe einen entspre-
chend niedrigen Anteil an im Blut zirkulierenden Tregs und besélRen eine schlechtere
Prognose. Laut Wu et al. nahm der Anteil an lokalen, tumorinfiltrierenden Tregs beim
Zervixkarzinom mit steigendem Tumorstadium zu und es bestand ein signifikanter Un-
terschied zwischen den Treg-Anteilen von Patienten ohne und mit regionaren Lymph-
knotenmetastasen [141]. Gleichzeitig haben Patientinnen mit einer hohen lokalen Treg-
Anzahl im Tumorgewebe eine signifikant schlechtere Prognose [132, 133]. Passend
dazu nahm der Anteil an zirkulierenden Tregspcrk Mit zunehmendem Tumorstadium in
der vorliegenden Arbeit ab (Abschnitt 3.5.2) und Patientinnen mit einem hohen zirkulie-
renden Tregpcr-Anteil hatten ein besseres Uberleben (Abschnitt 3.5.3 und 3.5.4). Ein
ahnlicher reziproker Zusammenhang konnte auch zwischen den im Blut zirkulierenden
Tregs und den lokalen, lymphknotenstdndigen Tregs bestehen (Abschnitt 4.2.1). Um
den Zusammenhang zwischen den im Blut zirkulierenden Tregs und den gewebestéan-
digen Tregs beim Zervixkarzinom zu klaren, wirde sich eine zusatzliche, vorzugsweise
epigenetische Quantifizierung der Tregs in Tumorproben der Studienpatientinnen eig-
nen (vgl. Abschnitt 4.1).

Im Rahmen einer immunmodulatorischen Therapie bieten Tregs einen attraktiven An-
griffspunkt [2]. Dabei existiert eine Vielzahl an Mdglichkeiten Tregs und deren Funktion
zu blockieren, unter anderem auch durch die Inhibition von Immun-Checkpoints, die in

Tregs vermehrt exprimiert sein konnen [45, 142]. Fur das fortgeschrittene, rekurrente
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oder metastasierte Zervixkarzinom laufen derzeit mehrere klinische Phase |- bis II-
Studien mit den Immun-Checkpoint-Inhibitoren Anti-CTLA-4(cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein 4)-Antikbrpern und Anti-PD-1(programmed cell death protein 1)-
Antikdrpern, welche bereits erfolgreich beim Melanom und Lungentumor getestet wur-
den [143-145]. Im murinen Zervixkarzinommodell von Tuve et al. wurde durch eine al-
leinige systemische Gabe von Anti-CTLA-4-Antikorpern, Anti-CD25-Antikorpern und
low-dose Cyclophosphamid zur Treg-Inhibition bzw.-Depletion kein signifikanter Einfluss
auf das Tumorwachstum festgestellt [146]. Loddenkemper et al. dagegen konnten in
ihrem murinen Zervixkarzinommodell mit einer einmaligen systemischen Gabe eines
Anti-GFTR(glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor family-related protein)-
Antikorpers zur Blockade der Treg-Suppression das Uberleben der Tiere verbessern
und in 70 % der Falle eine komplette und permanente Tumoreradikation erzielen [147].
Die Ergebnisse der laufenden klinischen Studien konnten zur Abschatzung des prog-
nostischen Werts der Tregs beim Zervixkarzinom und zur Klarung des Potentials einer
Treg-inhibierenden bzw. -depletierenden Therapie beim Zervixkarzinom beitragen. Die
Wirkung der Immun-Checkpoint-Inhibitoren ist jedoch nicht alleine auf eine Beeinflus-

sung der Tregs zurlickzufihren [145].

4.2.3 Tregs nach RCT als Prognosefaktor

Neben der vorliegenden Arbeit fihrten Visser et al. eine Langsschnittstudie zu im Blut
zirkulierenden Tregs bei Zervixkarzinompatientinnen durch. Im Vergleich zu gesunden
Kontrollen, die einen zeitlich stabilen Treg-Verlauf besal3en, veranderte sich der Treg-
Anteil im Blut der Zervixkarzinompatientinnen abhangig von der Therapie. Patientinnen
mit einer RCT zeigten im Vergleich zu chirurgisch therapierten Patientinnen keinen Ab-
fall des Treg-Anteils wahrend oder nach der Therapie unter den Ausgangswert vor The-

rapie [4].

Bei Betrachtung des gesamten Patientenkollektives gab es in der vorliegenden Arbeit
ebenfalls keinen Abfall des im Blut zirkulierenden Tregriow- bzw. Tregpcr-Anteils nach
Abschluss der RCT. Der phanotypisch quantifizierte Treg-Anteil war nach RCT sogar
signifikant hoéher als vor RCT fir Patientinnen mit einer vollstdndigen Remission, was
auf 73 % der Studienpatientinnen zutraf, und damit auch auf das gesamte Patientenkol-
lektiv unabhangig vom Tumorstatus nach RCT. Dagegen variierte der Verlauf der epi-

genetisch quantifizierten Treg-Anteile vor und nach RCT von Patientin zu Patientin, so-
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dass der Tregpcr-Anteil vor und nach RCT bei Betrachtung des gesamten Patientenkol-
lektives und abhangig vom Tumorstatus nach RCT insgesamt unverandert blieb. Die
Grunde fur die abweichenden Ergebnisse der unterschiedlich quantifizierten Treg-
Anteile wurden bereits im Abschnitt 4.1 diskutiert. Weder fir die Tregrow- noch fir die
Tregecr-Anteile nach RCT konnte ein Zusammenhang zum Tumorstatus nach RCT
oder zu den untersuchten Uberlebensparametern der Patientinnen nachgewiesen wer-
den. An dieser Stelle sei nochmals auf die Limitation durch den sehr variablen Blutent-
nahmezeitpunkt nach RCT hingewiesen, weshalb diese Ergebnisse nicht weiter inter-
pretiert werden. Visser et al. fuhrten die fehlende Abnahme ihrer phanotypisch quantifi-
zierten Tregs nach RCT auf eine Hochregulation der Tregs zur Wahrung der Immun-
homeostasis zurtick, da durch die RCT und dem damit verbunden Gewebeuntergang
und der Zellapoptose das Immunsystem aktiviert wird [4]. AulBerdem sind Tregs radio-
resistenter als andere Lymphozyten. Abhangig von der Therapie, der Art der Bestrah-
lung, der Bestrahlungsdosis und dem verwendeten Modell kdnnen Tregs jedoch beein-
flusst werden [107, 108, 148]. GemalR Persa et al. fuhrt eine Bestrahlung im Rahmen
einer Tumortherapie sogar zu einer gesteigerten Treg-Suppressionskapazitat, wogegen
eine Bestrahlung unter physiologischen Bedingungen die Treg-Suppression inhibiert
oder keinen Einfluss auf diese hat [108]. Folglich kann abh&ngig von der Therapie der
prognostische Wert der Tregs nach Therapie, insbesondere nach RCT, im Vergleich zu
dem vor Therapie verandert sein. Empfehlenswert ware deshalb eine prospektive Stu-
die mit am besten epigenetischer Quantifizierung der Tregs (vgl. Abschnitt 4.1) direkt
nach Abschluss der RCT und in einem definierten Zeitraum nach RCT. So kann der
Einfluss der RCT auf die Tregs, die Radioresistenz der im Blut zirkulierenden Tregs und
der prognostische Wert der zirkulierenden Tregs nach RCT verlasslich untersucht wer-

den.

4.3 Schlussfolgerung

Uber die phanotypisch als CD3"CD4"CD25'FOXP3" Tregsrow uUnd die epigenetisch
Uber den Nachweis von demethyliertem FOXP3il definierten Tregspcr Wird nicht die-
selbe Treg-Zellpopulation quantifiziert. Die epigenetische Quantifizierung bildet dabei
verlasslichere, vom Immunstatus unabhangige und zwischen Studien besser vergleich-
bare Ergebnisse der im Blut zirkulierenden Treg-Anteile bei Zervixkarzinompatientinnen
ab. Bei der phanotypischen Quantifizierung der Tregs fehlt dagegen bisher ein eindeuti-

ger Treg-spezifischer Marker bzw. eine einheitliche Markerkombination.
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In der vorliegenden Studie wurde ein hoher Anteil im Blut zirkulierender Tregs vor RCT
als prognostisch gunstiger Biomarker beim primaren Zervixkarzinom identifiziert. Patien-
tinnen mit einem hohen Tregrow- bzw. Tregpcr-Anteil vor RCT zeigten signifikant selte-
ner Fernmetastasen. Der Tregrow- Und Tregecr-Anteil kénnen damit als Indikator fur
eine Fernmetastasierung genutzt werden. Patientinnen mit einem hohen Tregpcr-Anteil
vor RCT zeigten zudem ein signifikant besseres erkrankungsfreies Uberleben und Ge-
samtuberleben. Der Tregpcr-Anteil ist damit auch ein unabhéngiger Prognosefaktor fir
beide Uberlebensparameter, der Tregrow-Anteil hingegen nicht. Einschrankend sei auf
die (tumor)unspezifische Bestimmung der im Blut zirkulierenden Tregs der Zervixkarzi-
nompatientinnen hingewiesen. Auf3erdem wurde im Sinne des explorativen Charakters
der vorliegenden Arbeit nur eine kleine, reprasentative Gruppe an Zervixkarzinompati-
entinnen mit primarer RCT untersucht. Nicht alle Prognosefaktoren konnten mit diesem
Patientenkollektiv bestéatigt werden, wie beispielsweise der Lymphknotenstatus. Zum
einen gab es kein einheitliches Staging, sondern ein rein klinisches und ein operatives
(Lymphknoten-)Staging, und zum anderen handelte es sich bei einigen Prognosefakto-
ren um Einschlusskriterien fur eine RCT oder es erfolgte abhéngig davon eine Thera-

pieanpassung, wodurch der prognostische Wert beeinflusst werden konnte.

Dies ist die erste Studie zum prognostischen Wert der im Blut zirkulierenden Tregs beim
primaren Zervixkarzinom. Die Ergebnisse aus den laufenden klinischen Studien zur
immunmodulatorischen Therapie beim Zervixkarzinom, welche auch Tregs beeinflusst,
werden zur weiteren Klarung des prognostischen Werts beitragen. Fir zukinftige Stu-
dien wére eine einheitliche und verlassliche Bestimmung der Tregs in Bezug auf die Art
ihrer Quantifizierung und ihrer Lokalisation wichtig. Zuséatzlich sollte auf ein vergleichba-
res Patientenkollektiv, insbesondere im Hinblick auf den Tumor (Stadium und Histolo-

gie) und die Art der Therapie (RCT versus Operation) geachtet werden.
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