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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1  Humane Papillomviren (HPV)

1.1.1 Historischer Uberblick

1954 wurde die HPV-Infektion bereits zu den sexuell Gbertragbaren Virusinfektionen
gezahlt. Damals gab es schon Hinweise darauf, dass bestimmte sexuelle Verhaltens-
weisen (z.B. Promiskuitat, Aufnahme des Geschlechtsverkehrs in sehr jungen Jahren)
Risikofaktoren fir eine HPV-Infektion, und flr das Entstehen des Zervixkarzinoms,
darstellen [1-3]. 1956 wurde der Begriff ,Koilozytose” erstmals gepragt, das wichtigste
zytologische Kriterium HPV-infizierter Zellen, welche sich im Abstrich durch helle Héfe
um mehr oder weniger dysplastisch veranderte Zellkerne auszeichnen [4]. Vor knapp
40 Jahren wurde auf das Vorhandensein intranuklearer Virusteilchen in Condylomata
acuminata hingewiesen [5]. Zytologische Beobachtungen erméglichten im Jahre 1976
die Beschreibung virusbedingter zytologischer Kriterien bei kondylomatdésen und
dysplastischen Veranderungen in Abstrichen der Portio uteri [6,7]. Zur Hausen (1977)
wies in groBen epidemiologischen Studien an zytologischem Abstrichmaterial auf den
Zusammenhang zwischen der Entstehung des Zervixkarzinoms und dem Nachweis
von Desoxyribonukleinsdure (DNA) des humanen Papillomvirus hin [8]. Papillomvi-
ruspartikel wurden damals elektronenmikroskopisch in koilozytisch veranderten Zellen
nachgewiesen. Derselbe Autor brachte Papillomviren auch mit der Entstehung des
Vulvakarzinoms in Zusammenhang, nachdem HPV-DNA in epithelialen Neoplasien der
Vulva und in Vulvakarzinomen nachgewiesen worden war [9,10].

1.1.2 Morphologie und Klassifizierung

Humane Papillomviren gehéren zur Familie der Papovaviridae. Sie besitzen ein relativ
kleines doppelstrangiges Genom aus zirkularer DNA mit einer Lange von ca. 8.000
Basenpaaren. Die Virusteilchen haben einen Durchmesser von 55 nm und sind nicht
von einen Membran umhdllt. Es wurden bisher Uber 100 Typen humanpathogener Pa-
pillomviren vollstandig genetisch charakterisiert [Ubersichtsarbeit: 11]. Alle weisen die
gleichen morphologischen Merkmale auf (Abb. 1), unterscheiden sich jedoch in ihren
biologischen Eigenschaften (Regulation der Genexpression, Gewebetropismus, Onko-
genitat). Das Genom aller HPV ist sehr &hnlich aufgebaut und umfasst Gene fir die
Strukturproteine L1 (Hauptkapsidprotein) und L2 (Nebenkapsidprotein), sowie Gene flr
die sogenannten frilhen Proteine (engl. early proteins) E1 bis E8 (siehe 1.1.4) [Uber-
sichtsarbeit: 12].
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Abb. 1: Struktur humaner Papillomviren (HPV). Links: Elektronenmikroskopisches Erschei-
nungsbild eines negativ angefarbten humanen Papillomvirus [Laboratory of Tumor Virus Biolo-
gy, National Cancer Institute, National Institutes of Health]. Rechts: Dreidimensionale Compu-
ter-Rekonstruktion der Virushille (Kapsid) [Department of Genetics, Stanford University].

Die Genotypisierung von HPV erfolgt auf der Basis der Sequenzen von L1, E6 und E7.
Basierend auf der Fahigkeit der malignen Transformation infizierter Zellen werden die
genitalen HPV-Typen in Niedrigrisiko (engl. low-risk) HPV (z.B. HPV 6, 11, 40, 42, 43,
44,54, 61, 70, 72, 81, CP6108), Hochrisiko (engl. high-risk) HPV (z.B. HPV 16, 18, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82) und potenziell Hochrisiko (engl. potential-
ly high-risk) HPV (z.B. HPV 26, 53, 66) eingeteilt [13,14]. Fur die Ubrigen genitalen
HPV-Typen ist das onkogene Potential bislang nicht genau charakterisiert.

1.1.3 Epidemiologie der genitalen HPV-Infektion

Papillomviren sind far die meisten sexuell Ubertragbaren Infektionen weltweit
verantwortlich. Die meisten HPV-Infektionen verlaufen jedoch asymptomatisch und
heilen spontan innerhalb von 12-18 Monaten aus [15,16]. Die Ubertragung auf Frauen
erfolgt durch, meist asymptomatisch infizierte, mannliche Geschlechtspartner. Mit
Aufnahme der sexuellen Aktivitat findet eine rasche Durchseuchung mit HPV statt, die
einer danischen Studie zufolge bereits nach 24 Monaten bei 34,5% liegt [17]. In einer
Studie aus den USA wurde die kumulative Neuinfektionsrate mit HPV 16 und 18 bei
18-20 Jahre alten Studentinnen mit ca. 7% pro Jahr angegeben [18]. Mindestens 50%
aller sexuell aktiven Menschen erwerben im Laufe ihres Lebens eine genitale HPV-
Infektion, und es wird geschéatzt, dass 70%-80% aller Frauen bis zum 50. Lebensjahr
HPV infiziert waren [16,18-22]. Die Pravalenz der HPV-Infektion in der Bevdlkerung,
d.h. die Anzahl der zu einem bestimmten Zeitpunkt HPV-positiven Individuen, wird auf
ca. 10% weltweit geschatzt, mit einer landesabhangigen Schwankungsbreite von ca.
2%-26% [23,24]. Die Pravalenz ist am héchsten in der Altersgruppe zwischen 20 und
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24 Jahren (ca. 20%-25%) und nimmt danach deutlich ab [24,25]. In einer longitudinalen
Studie an sexuell aktiven adoleszenten Frauen wurde, in einem Beobachtungszeitraum
von 2,2 Jahren, eine kumulative Pravalenz der HPV-Infektion von 81,7% in vaginalem
und zervikalem Abstrichmaterial ermittelt [16]. Hochrisiko-HPV fanden sich in 38,6%
der Proben [16]. Bevdlkerungsbezogene Studien in den USA zeigten bei 18-25 Jahre
alten Frauen eine Pravalenz fir die Hochrisiko-Typen 16 und 18 von 7,8% [26]. 25%
der 20-29 Jahre alten Frauen in den USA sind seropositiv fur HPV 16 [27]. Die
Seropravalenz eines ausgewahlten Kollektivs junger sexuell aktiver Frauen (16-24
Jahre) mit héchstens 4 Sexualpartnern wurde mit 24% angegeben [28]. Jedoch weisen
nur etwa 60% aller infizierten Frauen nachweisbare Serumantikérper auf [29], so dass
die wirkliche Pravalenz hierbei unterschatzt worden sein kann. Es wird geschatzt, dass
weltweit insgesamt (iber 290 Millionen Frauen Trager von HPV-DNA sind [24]. Uber
30% davon sind mit Typ 16 oder 18, oder mit beiden, infiziert [24].

1.1.4 Infektionsweg und Virusentwicklung

Papillomviren kénnen beim Menschen, bei zahlreichen Saugetieren und auch bei be-
stimmten VAgeln Warzen oder Papillome hervorrufen. Sie sind streng wirtsspezifisch,
d.h. HPV infizieren ausschlieBlich den Menschen und animale Papillomviren kénnen
sich im Menschen nicht vermehren [Ubersichtsarbeit: 30]. Der Mensch ist seit seinem
Auftreten in der Evolution mit HPV infiziert. Humane Papillomviren haben sich in den
letzten 2 Millionen Jahren parallel mit ihnrem Wirtsorganismus entwickelt [31,32]. Phylo-
genetische Analysen von Varianten der HPV-Typen 16 und 18 sprechen daflr, dass
HPV aus Afrika stammen und sich zusammen mit dem Menschen Uber die Erde ver-
breitet und entwickelt haben [33]. HPV sind nicht nur ausgesprochen wirtsspezifisch,
sondern auch gewebespezifisch. Sie sind strikt epitheliotrop und infizieren ausschlieB-
lich mehrschichtige Plattenepithelien. Etwa die Halfte aller HPV-Typen verursachen
vorwiegend Infektionen der Schleimhaute, insbesondere im Anogenitalbereich (genitale
HPV), und werden denjenigen die hauptsachlich verhornte Epithelien befallen (kutane
HPV) gegeniibergestellt [Ubersichtsarbeit: 34]. Die Vermehrung von Papillomviren, d.h.
vollstandige Replikation, Genexpression und Virusreifung, sind nur in differenzierten,
nicht mehr teilungsféhigen, Keratinozyten méglich. Nach einer mikroskopischen Haut-
verletzung gelangen die Viren zunachst in die unteren Schichten des Epithels. Damit
wird ein Wachstumsreiz auf die befallenen Zellen ausgeldst. In diesem Stadium findet
vornehmlich eine laterale Ausbreitung der Zellen in den basalen Epithelschichten statt
und die Replikation der Virus-DNA, die Ublicherweise in episomaler Form im Zellkern
vorliegt, ist an die der Wirtszellen-DNA gekoppelt. Morphologische Zellveranderungen
werden bei diesen sog. latenten Infektionen meist nicht beobachtet und es besteht auf-
grund der fehlenden Viruspartikel-Reifung auch keine Infektidsitat. Wahrscheinlich
durch immunologische Vorgénge, kommt es meist zur spontanen Ausheilung der Lasi-
on. Es kann jedoch auch zum Ubergang in eine produktive Infektion kommen, bei der
die Virus-DNA unabhangig von der Wirtszellen-DNA vervielfacht wird. Es erfolgt die
Expression viraler Proteine. E1- und E2-Proteine spielen eine Rolle bei der viralen
Replikation und Transkription, wohingegen E4 bei der Freisetzung des Virus aus der
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infizierten Epithelzelle involviert ist. E5 interagiert mit Rezeptoren fir Wachstumsfakto-
ren. Die flr die kanzerogene Wirkung mancher HPV-Typen verantwortlichen Onkogene
sind E6 und E7. Durch ihre Aktivitat werden chromosomale Aberrationen begtinstigt
und ihre Produkte sind u.a. in der Lage Epithelzellen zu immortalisieren (siehe 1.1.5).
Die Funktionen der Gene E3 und E8 sind bisher nicht vollstdndig geklart. In den héhe-
ren Lagen der Epidermis setzt die Virusreifung (d. h. der Zusammenbau viraler Parti-
kel) ein. Die beiden strukturellen Proteine L1 und L2 bauen die Kapsidhulle des Virus
auf, welche die wesentlichen Epitope fir eine Immunneutralisation beinhaltet. Im kera-
tinisierten Bereich weisen einzelne Kerne zum Teil hohe Partikelkonzentrationen auf.
Die fertigen Viren werden mit den sich abschilfernden Superfizialzellen in die Umge-
bung freigesetzt und kénnen neue Infektionen verursachen. Klinisch imponieren derar-
tige Lasionen als Kondylome oder niedriggradige intraepitheliale Neoplasien (siehe
1.2) und heilen in der Gberwiegenden Zahl der Félle spontan innerhalb von 6-12 Mona-
ten aus [Ubersichtsarbeit: 35].

Abb. 2 (nachste Seite): Organisation des HPV-Genoms (A) und der virale Replikations-
zyklus bei produktiver Infektion (B). A: Das zirkulare Genom von HPV 16 (7904 Basenpaare)
dargestellt als schwarzer Ring mit den durch Pfeilen markierten friihen (early, p97) und spéten
(late, p670) Promotor-Regionen. Die 6 friihen offenen Leserahmen (ORF; E1, E2, E4 und E5 in
Grin, sowie E6 und E7 in Rot) werden, ausgehend von entweder p97 oder p670, zu verschie-
denen Phasen der epithelialen Zelldifferenzierung exprimiert. Nach einem Wechsel der SpleiB3-
muster und der Polyadenylierungs-Stelle von PAE nach PAL werden die spaten ORFs (L1 und
L2 in Orange), ebenfalls ausgehend von p670, exprimiert. Alle viralen Gene sind auf einem
Strang des doppelstrangigen zirkularen DNA-Genoms kodiert. Die lange Kontroll-Region (LCR
von 7156 bis 7184) ist vergréBert um die E2-Bindungsstellen und das TATA-Element des p97-
Promotors darzustellen. Die Position der E1- und SP1-Bindungsstellen (Transkriptionsfaktoren)
ist ebenfalls dargestellt. B: Auf der linken Seite der Abbildung finden sich schematische Epi-
dermis-Querschnitte (Haut bzw. Schleimhaut). Die zeitliche Abfolge und das Ausmal der vira-
len Genexpression wahrend des HPV-Replikationszyklus sind durch Pfeile auf der rechten Seite
der Abbildung schematisch dargestellt. Die mit dieser geordneten Genexpression assoziierten
Schliisselereignisse sind am rechten Rand der Abbildung aufgelistet. Zellen der Epidermis, die
Zellzyklus-Marker exprimieren, sind durch rote Zellkerne markiert. Das Auftreten derartiger Zel-
len oberhalb der Basalschicht ist eine Konsequenz der HPV-Infektion, insbesondere der Ex-
pression der viralen Onkogene E6 und E7. Die Expression von, fir die Genom-Replikation not-
wendigen, viralen Proteinen findet in E6 und E7 exprimierenden Zellen, nach Aktivierung von
p670 in den oberen epithelialen Schichten, statt (griine Zellen mit roten Kernen). Die Gene L1
und L2 (orange) werden in einer Untergruppe von Zellen in den oberen epithelialen Schichten
exprimiert, welche amplifizierte virale DNA enthalten. Zellen mit infektiésen Partikeln (grine
Zellen mit orangefarbenen Kernen) werden schlieBlich von der epithelialen Oberflache abge-
schilfert. Die Expression von E6 und E7, in der Gegenwart niedriger Konzentrationen von E1,
E2, E4 und E5, ermdglicht die Persistenz des viralen Genoms (Viruspersistenz / Zellproliferati-
on). Eine Erhéhung der Konzentration dieser Replikationsproteine erlaubt dessen Amplifikation.
Das erste Auftreten von L2 erlaubt die Initiierung des Reifungsprozesses und die Expression
von L1 schlieBlich die Formierung infektidser Partikel. Die Akkumulation von E4 an der epithe-
lialen Oberflache verbessert méglicherweise die Effizienz der Virusfreisetzung [Ubersichtsar-
beit: 38].
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Differenzierungsvorgange der Keratinozyten scheinen somit eine wichtige Rolle im
Replikationszyklus der HPV, und damit bei der Pathogenese von Papillomviruserkran-
kungen, zu spielen [12,14,36,37]. Eine detailliertere Darstellung der molekularbiologi-
schen Organisation des HPV-Genoms und des Replikationszyklus liefert Abb. 2. Au-
Berhalb der Wirtszelle bleiben HPV sehr lange stabil und infektios. Der strikt epitheliale
Replikationszyklus ermdglicht eine Minimierung des Kontaktes mit dem Immunsystem.
Bemerkenswerterweise findet sich keine begleitende Entzindungsreaktion, und das
angeborene Immunsystem wird bei akuten HPV-Infektionen nicht bzw. erst spat auf
den Erreger aufmerksam. Insgesamt gilt es als Kennzeichen der HPV-Infektion, dass
das Immunsystem des Wirtes das pathogene Agens lange Zeit ignoriert, was den
chronischen und unvorhersagbaren Verlauf der natirlichen HPV-Erkrankung bedingt
[Ubersichtsarbeiten: 12,30,39]. Die hohe spontane Ausheilungsrate (siehe oben) de-
monstriert jedoch, dass das Immunsystem der infizierten Personen in der Uberwiegen-
den Zahl der Félle in der Lage ist, die Infektion erfolgreich zu beké&mpfen [15,16].
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1.1.5 Virale Onkogenese

Wichtige Voraussetzung far die Induktion epithelialer Tumoren durch HPV ist die
Fahigkeit der Viren, abnormales Zellwachstum zu stimulieren (gesteigerte
Proliferation). Eine vorlbergehende HPV-Infektion an sich ist jedoch nicht ausreichend
fur die Entstehung eines Karzinoms. Dies wird durch die Tatsache unterstrichen, dass
nur ein kleiner Prozentsatz HPV-infizierter Patienten diese Tumoren, oder deren
Vorstufen (hochgradige intraepitheliale Neoplasie), entwickelt.

In HPV-induzierten Karzinomen liegt offenbar eine Stérung der produktiven, d.h. zur
Virusfreisetzung fuhrenden, Infektion vor. Reife Viruspartikel lassen sich daher in
Karzinomen selten nachweisen. Die virale DNA persistiert jedoch (persistierende
Infektion), und ist Ublicherweise in das Wirtsgenom integriert [40,41]. Diese Integration
stellt ein Schllsselereignis bei der malignen Transformation der Zielzelle dar, da es
hierdurch zu einer Stimulation der Expression der HPV-Gene E6 und E7 kommen
kann, welche daraufhin ihre onkogene Aktivitat entfalten. Sie interagieren mit zellularen
Proteinen, die an der Kontrolle des Zellzyklus beteiligt sind. Beispielsweise inaktivieren
sie die zellularen Tumorsuppressorproteine p53 (E6) und pRb (E7)
[Ubersichtsarbeiten: 12,14]. Die Deaktivierung solcher Tumorsuppressoren durch HPV-
Proteine beeinflusst die Zelldifferenzierung und fuhrt zu gesteigerter Proliferation,
genetischer Instabilitdt und Akkumulation onkogener Mutationen, mit dem mdglichen
Endresultat einer malignen Transformation [Ubersichtsarbeiten: 30,39,42].

Die meisten Daten liegen Uber die Interaktion von E6 genitaler Hochrisiko-HPV mit
dem Tumorsuppressor p53 vor. p53 ist ein nukledres Protein, dessen Hauptfunktion in
der transkriptionellen Aktivierung von Genen liegt, deren Genprodukte flir die
Aufrechterhaltung der genomischen Stabilitat verantwortlich sind. Die p53-Expression
wird als Antwort auf zellulare DNA-Schaden erhéht. p53 aktiviert dann verschiedene
Gene, die entweder zu einem Verharren des Zellzyklus in der G1-Phase flihren, oder
den programmierten Zelltod (Apoptose) induzieren. Das Verharren in der G1-Phase
ermdglicht es der Zelle, DNA-Schaden zu reparieren, bevor sie in die S-Phase
fortschreitet. Durch Apoptose werden Zellen mit schweren Genomschaden eliminiert
[Ubersichtsarbeit: 12]. Dieser Schutzmechanismus wird somit durch E6 gestért. E7
stimuliert seinerseits Uber die Inaktivierung von pRb den Eintritt der Zelle in die S-
Phase und die Zellproliferation. Bezlglich der Proteine E6 und E7 existieren
funktionelle Unterschiede zwischen Hoch- bzw. Niedrigrisiko-HPV-Typen, was ein
wichtiger Grund fir das unterschiedliche onkogene Potential dieser Virustypen sein
darfte.

Obwohl die Integration der Virus-DNA prinzipiell zuféllig an einer beliebigen Stelle des
Wirtsgenoms auftreten kann, scheint es diesbezliglich besonders pradisponierte
Regionen zu geben. Mdglicherweise spielen Veranderungen des Expressionsmusters
von Genen an oder nahe der Integrationsstelle ebenfalls eine Rolle bei der
Krebsentstehung [Ubersichtsarbeit: 38].
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1.2 Anogenitale HPV-Manifestationen der Frau

1.2.1 Genitale Feigwarzen (Condylomata acuminata)

Es wird geschéatzt, dass 1%-2% der sexuell aktiven Bevdlkerung zwischen 15 und 49
Jahren von dieser Erkrankung betroffen sind [Ubersichtsarbeit: 20]. Es handelt sich um
anfangs kleine, stecknadelkopfgroBe, mehr oder weniger pigmentierte Papeln, die sich
im Verlauf beetférmig ausdehnen kénnen, und in Uber 90% der Félle von den
Niedrigrisiko-HPV-Typen 6 und 11 hervorgerufen werden [Ubersichtsarbeiten: 43,44].
Die Mehrzahl ist im Bereich der Vulva (meist hintere Kommissur) lokalisiert und bleibt
asymptomatisch  [Ubersichtsarbeit: 45]. Beschwerden kénnen jedoch durch
Begleitentziindungen, wie z.B. Candidosen, auftreten. Eine histologische Evaluierung
von neu aufgetretenen Condylomata acuminata bei Frauen unter 35 Jahren ist nicht
notwendig. Bei alteren Frauen, sowie bei allen papulésen und makulésen Lasionen,
bzw. bei Verdacht auf intraepitheliale Neoplasie (siehe 1.2.2), ist jedoch eine
histologische Untersuchung, zum Ausschluss einer Malignitat, unumgéanglich [46,47]. In
ca. 30% kommt es zur Spontanremission der Kondylome, insbesondere bei
Schwangeren.

1.2.2 Intraepitheliale Neoplasien

Als intraepitheliale Neoplasie bezeichnet man eine histologisch nachweisbare Prolifera-
tion atypischer Zellen, die im Epithelverband (intraepithelial) bzw. im urspringlichen
Gewebskompartiment (in situ) liegen. Die Extremform, das Carcinoma in situ (CIS),
zeigt die zytologischen Merkmale der Malignitat (z.B. Zellpolymorphie, verschobene
Kern-Plasma-Relation, Zunahme der Kerndichte) und gewebliche Differenzierungssto-
rungen. Es ist aber noch durch eine Basalmembran vom geféBfiihrenden Stroma ab-
gegrenzt, und daher nicht zur Metastasierung beféhigt [Ubersichtsarbeit: 12]. Werden
diese Vorlauferlasionen nicht therapiert, kbnnen sie, im Zeitraum von Jahren, eine all-
mahliche Progredienz zu einem invasiven Karzinom durchlaufen, und gelten somit als
Préakanzerosen [48,49]. Je nach Lokalisation unterscheidet man in der Gynékologie
zervikale (CIN), vulvére (VIN), vaginale (ValN) und anale (AIN) intraepitheliale Neopla-
sien [50,51]. Innerhalb jeder Gruppe wird der Schweregrad der Veranderung klassi-
scherweise von 1 (niedriggradig) bis 3 (hochgradig) abgestuft, je nach der Ausdehnung
der Atypien bzw. Dysplasie (1: basales Drittel des Epithels betroffen, Abb. 3; 2: basales
und mittleres Drittel des Epithels betroffen; 3: basales, mittleres und oberes Drittel des
Epithels betroffen, Abb. 4). Im englischen Sprachraum wird das CIS der Kategorie 3
zugeordnet [50,51]. Fir zervikale Lasionen wurde diese Einteilung verlassen und, u.a.
aufgrund eines besseren Verstandnisses der Pathogenese, die Unterteilung in
niedriggradige und hochgradige squamése intraepitheliale Lésionen (LSIL bzw. HSIL)
eingeflhrt [52,53].
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Abb. 3: VIN 1. Links: Lichtmikroskopisches Bild mit ausgedehnten koilozytischen Veranderun-
gen [54]. Rechts: Makroskopischer Aspekt mit unscharf begrenzter essigweiBer Lasion, nativ
lediglich als erythematdse Veranderung erkennbar [55].

-

Abb. 4: VIN 3. Links: Lichtmikroskopisches Bild [54]. Rechts: Makroskopischer Aspekt mit uni-
fokaler papillomatéser L&sion in periklitoridaler Lokalisation [55].

Die VIN ist, nach den zervikalen, die zweithaufigste dieser Lasionen (Abb. 3 u. 4). Der
Begriff VIN enthalt alle friher verwendeten Begriffe wie Bowen Krankheit, Bowenoide
Papulose, Bowenoide Dysplasie, Erythroplasia de Queyrat, hyperplastische Dystrophie
mit Atypien und Carcinoma simplex [50]. Bei der VIN 3 (Abb. 4) werden basaloide,
kondylomat6se (beide werden nach neuer Nomenklatur als ,klassische” oder ,gewdhn-
liche* VIN bezeichnet; [Leitlinie: 56]) und differenzierte histologische Subtypen unter-
schieden. Die klassische VIN wird haufiger bei Frauen jinger als 55 Jahren gefunden
und ist nahezu immer mit HPV-Infektionen assoziiert [Ubersichtsarbeit: 57].

Bei der Inzidenz der VIN war eine deutliche Steigerung in den letzten 30 Jahren, be-
sonders bei jingeren Frauen, zu beobachten (Abb. 5) [58-62]. In den siebziger und
achtziger Jahren hat sich die Inzidenz der VIN um den Faktor 2 bis 3 erhéht
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[58,59,61,63]. Im Jahre 2000 (ca. 2,9 Falle pro 100.000 Frauen pro Jahr) lag sie bereits
finfmal so hoch wie noch 1973 (ca. 0,6 : 100.000), und der Anstieg war am starksten
bei Frauen die jinger als 65 waren (Abb. 5) [62]. Wahrend der Anteil von Frauen unter
50 Jahren mit VIN 2 oder 3
von 1985 bis 1988 noch bei

[~ - +1973-1981 — ~-19682-1991 —— 1992-2000 |

41% lag, lag er im Zeitraum ¢ 7.00
von 1994 bis 1997 bei 60% g 600
[60]. § 500
3
Als Grinde far diesen An- g 4.00 1
stieg kommen eine steigen- s 3.00-
de Inzidenz von HPV- g, |
Neuinfektionen des unteren gmo-
Genitaltraktes und/oder Ver- E
besserungen diagnOStiSCher 0.000-9 19:20 20:29 3D:SQ 40149 50159 60-'69 ?0:?9 80+
Verfahren in Betracht. Die Altersgruppe

hochgradige VIN ist eine Abb. 5: Inzidenz der VIN 3. Die Kurven zeigen Daten flr
Priakanzerose und die Pro- Vverschiedene Beobachtungszeitrdume und Altersgruppen. Die
gressionsrate von der unbe- Inzidenz stieg zwischen 1973 und 2000 um 411% [62].

handelten VIN 3 zum invasiven Karzinom wurde in einer systematischen Ubersichtsar-
beit auf 9% geschatzt [64]. Die VIN, insbesondere die hochgradige, tritt nicht selten
multifokal auf und rezidiviert hdufig (ca. 30%) [49,65,66]. Des Weiteren erhdht sie das
Risiko fiir andere genitale Neoplasien (z.B. das Zervixkarzinom) [Ubersichtsarbeit: 55].

Far die VIN wurden, analog zur CIN, die vorhandenen Einteilungen [50,51,67] kirzlich
revidiert, da sie den natirlichen Verlauf einer VIN nicht adaquat berlcksichtigten
[Leitlinie: 56]. Demnach ist die VIN 1 ein seltener histologischer Befund der auf basalen
Zellveranderungen oder minimalen Atypien basiert (Abb. 3). Diese Befunde sind haufig
reaktiv oder HPV-Effekte. Es gibt keine Beweise daflir, dass die VIN 1 eine
Karzinomvorstufe ist, und daher ware in diesem Fall der Begriff ,intraepitheliale
Neoplasie® fiir eine benigne Lasion irrefihrend. Hinzu kommt, dass mehrere Studien
beachtliche Variationen innerhalb und zwischen Untersuchern bei der Diagnose von
VIN 1 demonstrierten, und feststellten, dass diese diagnostische Kategorie nicht
reproduzierbar ist [68,69]. Es wurde daher vorgeschlagen, den Begriff VIN 1 nicht
weiter zu verwenden, sondern derartige Befunde als ,flaches Condyloma acuminatum®
oder ,HPV-Effekt“ zu bezeichnen [Leitlinie: 56]. Die meisten VIN-L&sionen wurden
bisher als VIN 2 oder VIN 3 kategorisiert (Abb. 4). Um eine bessere histologische
Einigkeit zu erreichen, wurde vorgeschlagen, VIN 2 und VIN 3 zu einer einzigen
Kategorie zusammenzufassen (,hochgradige VIN®) [56,69]. Diese Einteilung wurde in
der vorliegenden Studie angewendet unter der Bezeichnung ,VIN 2/3“. Diese Kategorie
beinhaltet jedoch 2 Typen von Lé&sionen, die sich in Morphologie, Biologie und ihren
klinischen Eigenschaften unterscheiden [Leitlinie: 56]. Nicht alle Autoren beflrworten
diese neue Klassifizierung, da auch in niedriggradigen Neoplasien Hochrisiko-HPV
gefunden werden, wenn auch seltener als in hochgradigen Lasionen [54].
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Die ValN ist mit einer Neuerkrankungsrate von 0,2 : 100.000 seltener als die VIN. Von
der Erkrankung sind jedoch im Mittel jingere Frauen betroffen, wobei der Altersgipfel
im 53. Lebensjahr liegt [70]. Die Kriterien fir die Graduierung (Grad 1-3) der ValN
wurden far die vorliegende Studie denen der VIN angeglichen, d.h. VaIN 2 und 3 wur-
den zu ,ValN 2/3“ zusammengefasst (Abb. 6).

Abb. 6: Lichtmikroskopisches Bild der ValN. Links: VaIN 1. Rechts: VaIN 3 [54].

Die genaue Inzidenz der AIN ist nicht bekannt [Ubersichtsarbeit: 71]. Sie wird jedoch
mit zunehmender Haufigkeit bei Patienten mit Immunschwachesyndromen (z.B. HIV-
Infektion) gefunden [Ubersichtsarbeiten: 72-74]. In einer Studie an iber 600 homose-
xuellen Mannern wurde eine AIN bei 52% der HIV-positiven und bei 17% der HIV-
negativen Patienten nachgewiesen [75]. Die Progressionsrate der AIN 3 zum invasiven
Karzinom wurde auf 5% geschéatzt [76,77]. In der vorliegenden Studie wurden aus
Grinden der Einheitlichkeit auch die AIN-2- und AIN-3-Lasionen zu ,AIN 2/3“ zusam-
mengefasst.

Bei der Pathogenese der intraepithelialen Neoplasien spielt wahrscheinlich eine per-
sistierende HPV-Infektion (siehe 1.1.4), welche weniger als 10% der HPV-infizierten
Frauen betrifft, eine Rolle [Ubersichtsarbeit: 48]. Hochrisiko-HPV-Typen werden am
haufigsten identifiziert. Niedrigrisiko-HPV-Typen (z.B. HPV 6, 11, 40, 42-44) finden sich
in intraepithelialen Neoplasien haufiger als in Karzinomen [12,66,78-89], und in
niedriggradigen Lasionen haufiger als in hochgradigen [54,81,90,91]. Daten Uber die
Pravalenz von HPV-Infektionen und -Typen bei intraepithelialen Neoplasien liegen
hauptsachlich far Zervixlasionen vor. Vergleichbare Daten fir VIN, VaIN und AIN sind
sparlich, was teilweise durch das seltenere Auftreten dieser Erkrankungen begrindet
sein dirfte (siehe oben).

Bei zervikalen, vulvéren, vaginalen und analen Neoplasien muss, aufgrund der ge-
meinsamen HPV-assoziierten Pathogenese, in bis zu 50% der Falle mit einem multifo-
kalen Geschehen gerechnet werden [55,66,92]. Aus diesem Grund ist bei der Untersu-
chung im gesamten Anogenitalbereich besonderes Augenmerk auf eine syn- oder me-
tachrone Entstehung plattenepithelialer Tumoren zu legen.
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1.2.3 Maligne Erkrankungen

Durch die oben beschriebenen intrazellularen Prozesse kénnen HPV (in erster Linie
Hochrisiko-Typen) zu einer malignen Transformation ihrer Zielzellen fihren. Unter den
malignen epithelialen Tumoren ist die atiologische Bedeutung von HPV fir die Entste-
hung des Zervixkarzinoms gesichert [13,93,94]. Gemessen von der Primarinfektion bis
zum Auftreten eines invasiven Zervixkarzinoms zieht sich dieser Prozess wahrschein-
lich (iber bis zu 12 Jahre hin [Ubersichtsarbeiten: 48,95]. Fiir andere anogenitale Kar-
zinome fehlen entsprechende Daten. Epidemiologische Studien an Zervixkarzinom-
Proben zeigten, dass 99,7% dieser Tumoren HPV-positiv sind. Die Inzidenz des Zer-
vixkarzinoms liegt bei 12-15 : 100.000 [Ubersichtsarbeit: 96]. Das mittlere Alter bei der
Erstdiagnose des Zervixkarzinoms betragt 54,1 Jahre [Ubersichtsarbeit: 96]. In
Deutschland ereignen sich ca. 6.500 Neuerkrankungen und 1.600 Todesfalle pro Jahr
[97]. Bei den unter 50-jahrigen Frauen ist das Zervixkarzinom die zweithdufigste
Krebserkrankung nach dem Brustkrebs. Die 10-Jahres-Uberlebensrate betragt in
Deutschland ca. 55% [Ubersichtsarbeit: 96].

Auch in anderen Karzinomen des weiblichen Anogenitalbereiches (Vulvakarzinom,
Vaginalkarzinom, Analkarzinom) [98-100] sowie in Peniskarzinomen [Ubersichtsarbeit:
101] und Krebserkrankungen des Kopfes und Halses [102,103] wurden HPV (meist
Hochrisiko-Typen) nachgewiesen [Ubersichtsarbeit: 12]. Die Datenlage ist jedoch weit
sparlicher als fur das haufigere Zervixkarzinom. Das Vulvakarzinom (siehe 1.2.3.1) ist
nach dem Zervixkarzinom die haufigste anogenitale Krebserkrankung (Inzidenz in
Deutschland 1,5-3,6 : 100.000) [Ubersichtsarbeit: 96]. Das Analkarzinom findet sich bei
Frauen seltener (Inzidenz 0,9 : 100.000). Das Durchschnittsalter bei Diagnosestellung
ist 61 Jahre [104]. Erwédhnenswert ist, dass sich die Inzidenz in den letzten 20 bis 30
Jahren bei Mannern um 96% und bei Frauen um 39% erhdht hat, und jahrlich weiter
steigt [72,105]. Bei HIV-positiven homosexuellen Mannern finden sich heute Inziden-
zen von bis zu 35 : 100.000, bei HIV-negativen sind sie nur halb so hoch [106,107].
Analkarzinome sind meist Plattenepithelkarzinome. Letzteres trifft auch fir das Vagi-
nalkarzinom zu (Inzidenz 0,4 : 100.000; 0,2 : 100.000 fur CIS). Das primare Vaginal-
karzinom macht lediglich 1%-2% der malignen gynékologischen Tumoren aus, und das
mittlere Erkrankungsalter liegt zwischen 60 und 65 Jahren [108,109]. In ca. 30% geht
ein intraepitheliales oder invasives Zervixkarzinom voraus. Die meisten malignen Tu-
moren in der Vagina sind per continuitatem aus der Zervix, der Vulva, der Urethra oder
der Harnblase in die Vagina eingewachsen [Leitlinie: 110]. Ist die Portio befallen und
die Region des Muttermundes erreicht, gilt der Tumor als Zervixkarzinom, ist die Vulva
gleichzeitig befallen, gilt der Tumor als Vulvakarzinom. Daneben ist die Vagina haufig
Lokalisation von Metastasen genitaler Tumoren, weswegen fir die Diagnose eines
priméren Vaginalkarzinoms die Tumorfreiheit von Vulva, Zervix und Corpus uteri zu
fordern ist [Leitlinie: 110]. Dies gilt sowohl fir die Primar- als auch fir die Rezidiv-
erkrankung. Erst beim Vorliegen eines krankheitsfreien Intervalls von 5 Jahren, nach
der Primérdiagnose eines anderen genitalen Karzinoms, darf die Manifestation eines
vaginalen plattenepithelialen Tumors als Zweiterkrankung eingeordnet werden.
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Da von den genannten Karzinomen das Vulvakarzinom in die vorliegende Studie auf-
genommen wurde, und es das haufigste HPV-assoziierte Karzinom nach dem Zervix-
karzinom ist, soll auf dieses im Folgenden naher eingegangen werden.

1.2.3.1  Vulvakarzinom

Das Vulvakarzinom ist das vierthaufigste gynékologische Karzinom. Es ist finfmal sel-
tener als das Zervixkarzinom. Schatzungen besagen, dass sich in den USA im Jahr
2006 3.740 Neuerkrankungen (Inzidenz 2,2 : 100.000 zwischen 2000 und 2003) und
880 Todesfalle (Mortalitédt im selben Zeitraum 0,4 : 100.000) durch Vulvakarzinome
ereigneten [104]. In Deutschland erkranken jahrlich ca. 1.600 Frauen und 650 starben
im Jahr 2000 an Vulvakarzinomen (Inzidenz ca. 2,5 : 100.000; Mortalitat ca. 1,3 :
100.000) [Ubersichtsarbeit bzw. Leitlinie: 111,112]. Die Inzidenz steigt von 0,4 :
100.000 bei den 30-jahrigen auf 20 : 100.000 bei den Uber 70-jahrigen Frauen an [Leit-
linie: 112]. Im Zeitraum von 1996 bis 1997 lag das mediane Alter bei der Diagnosestel-
lung eines Vulvakarzinoms in Deutschland bei 70 Jahren (USA 2000 bis 2003: 69 Jah-
re; [104]), ungeféhr 5-10 Jahre hdher als beim Vaginalkarzinom (siehe oben; Abb. 7)
[Ubersichtsarbeit: 111]. 24,2% der Patientinnen in Deutschland waren bei Diagnose-
stellung jiinger als 60 Jahre (1977-1999) [Ubersichtsarbeit: 111]. In den USA fanden
sich ungefahr 0,2% der Karzinome bei Frauen jlinger als 20 Jahre und 26,9% bei
Frauen unter 55 Jahren. Die meisten Neuerkrankungen (25,2%) traten in den USA
zwischen dem 75 und 84 Lebensjahr auf. Wie auch bei der hochgradigen VIN (siehe
1.2.2), jedoch geringer ausgepragt, fand sich in den letzten Jahrzehnten ein Anstieg
der Inzidenz, besonders bei jingeren Frauen [58,60,62,84,88,113]. Es zeigte sich in
den USA zwischen 1975 und 2003 ein jahrlicher Anstieg der Inzidenz des Vulvakarzi-
noms um 0,6% [104]. Eine andere Arbeit berechnete eine Steigerung von 20% zwi-
schen 1973 und 2000 [62]. Jedoch stieg in einer 6sterreichischen Studie der Anteil von
unter 50-jahrigen Patientinnen von 5% im Zeitraum von 1985 bis 1988 auf 16% im Zeit-
raum von 1994 bis 1997, was einer Verdreifachung entspricht [60].

%20 7 I m VULVA (ICD 10 C51)
O VAGINA (ICD 10 C52)

15

10

15-  20- 25- 30- 35- 40- 45- 50- 55- 60- 65- 70- 75- 80- =85
<20 <25 <30 <35 <40 <45 <b0 <55 <60 <65 <70 <75 <80 <85
Abb. 7: Altersverteilung der Patientinnen mit Vulva- bzw. Vaginalkarzinom. Der prozentua-

le Anteil verschiedener Altersgruppen ist angegeben. Das mediane Alter bei Diagnosestellung
ist beim Vulvakarzinom 5-10 Jahre hdher als beim Vaginalkarzinom [111].
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Abb. 8: Makroskopischer Aspekt des Vulvakarzinoms. Links: FIGO la inmitten einer VIN-3-
Lasion mit beginnender Stromainvasion. Rechts: FIGO Il mit invasiv wachsendem Tumor
(Durchmesser = 4 cm) [114].

Beim Staging des Vulvakarzinoms wird im Frihstadium das oberflachlich invasive Kar-
zinom abgegrenzt, welches durch eine maximale Invasionstiefe von 1 mm bei einem
maximalen Durchmesser von 2 cm definiert ist (entspricht pT1a, FIGO Stadium lIa;
Abb. 8) [114,115]. In diesem Stadium haben die Patientinnen noch eine sehr gute
Prognose [57,116]. 61% der Vulvakarzinome werden im lokal begrenzten Stadium
(entspricht < T2, FIGO Stadium < Il; Abb. 8) diagnostiziert. Bei 28% findet sich zum
Diagnosezeitpunkt bereits eine regionale Lymphknotenmetastasierung oder Umge-
bungsinfiltration (entspricht = T3 oder = N1, FIGO Stadium llI-IVa). Bei 4% existieren
bereits Fernmetastasen (M1, FIGO Stadium IVb) [104,114,115]. Die 5-Jahres-
Uberlebensrate in den USA wird fiir den Zeitraum von 1996 bis 2002 mit 78,1% ange-
geben (93,2% fir lokalisierte Befunde, 55,1% fur Befunde mit Lymphknotenmetastasie-
rung oder Umgebungsinfiltration, 18,0% fir Tumoren mit Fernmetastasen) [104]. In
Deutschland liegt die mittlere Uberlebenszeit bei 3,1 Jah-
ren [111]. Der Anteil des Vulvakarzinoms an den krebs-
bedingten Sterbeféllen in Deutschland betrug 1999 0,5%
[111,117].

Das Plattenepithelkarzinom ist mit einem Anteil von 95%
der haufigste maligne Tumor der Vulva (Abb. 9). Die
Subtypen, welche sich pathogenetisch sowie beziiglich
ihrer Aggressivitdt und Altersverteilung unterscheiden,
werden im Folgenden beschrieben [57,89,118-121]. Das
invasive verhornende Plattenepithelkarzinom zeigt selten
eine HPV-Assoziation und findet sich meist als solitare
Lasion bei alteren Frauen (Altersgipfel bei 77 Jahren)
[Ubersichtsarbeit: 57]. Es ist haufig assoziiert mit nicht-
neoplastischen Epithellasionen der Vulva, wie z.B. Lichen or  gem Lichtmikroskop.
sclerosus (siehe unten) [122,123]. Die entsprechenden Hgchdifferenziertes Plattene-
Vorlauferlasionen werden als ,einfache VIN“ bezeichnet pithelkarzinom mit Infiltration
und sind nicht immer leicht von nicht-neoplastischen des subepithelialen Bindege-
Veranderungen zu unterscheiden [Leitlinie: 56]. Die webes [57].

Abb. 9: Vulvakarzinom un-
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meisten dieser Karzinome sind verhornend und weisen eine gute Differenzierung mit
kompaktem Wachstumsmuster auf (Abb. 9). Diese Karzinome sind meist aggressiver
und neigen friher zu Rezidiven und Metastasen als HPV-positive Tumoren [85,124].
Bei jingeren Frauen treten haufiger HPV-positive Varianten (Altersgipfel bei 55 Jahren)
in Form von nicht verhornenden, basaloiden oder kondylomatésen, Karzinomen auf
[57,58,84,88,125,126]. HPV 16 ist der am haufigsten in diesen Tumoren
nachgewiesene Virustyp [79,80,82,86,87,98,127-131]. Sie sind héaufig mit einer
hochgradigen VIN oder einer anderen HPV-induzierten genitalen Neoplasie assoziiert
[66,120,121,123]. Diese Karzinome wurden in den letzten Jahrzehnten haufiger
diagnostiziert und haben vermutlich eine bessere Prognose als HPV-negative Tumoren
[Ubersichtsarbeit: 85]. Neben dem Basaliom (Basalzellkarzinom) existiert, als weitere
seltenere Variante, das, mit HPV 6 und 11 assoziierte, verrukdse Karzinom (Buschke-
Léwenstein-Tumor, Condyloma giganteum). Diese seltene Sonderform des Condyloma
acuminatum (siehe 1.2.1) unterscheidet sich von diesem durch invasives,
destruierendes Wachstum ohne Metastasierung, und tritt u.a. bei &lteren oder
immunsupprimierten Patienten auf [Ubersichtsarbeit: 57]. Der Morbus Paget und das
Melanom sind, im Vergleich zum Plattenepithelkarzinom, weitaus seltenere vulvére
Neoplasien und nicht mit HPV assoziiert.

Als Risikofaktoren flr die Entwicklung von Vulvakarzinomen sind, neben persistieren-
den HPV Infektionen und damit assoziierten VIN, auch andernorts lokalisierte anogeni-
tale intraepitheliale Neoplasien oder Karzinome, sowie Herpes genitalis, Syphilis und
Immunschwéachesyndrome (z.B. AIDS) identifiziert worden [98,132]. Nicht infektionsas-
soziierte Faktoren, die das Risiko fiir ein Vulvakarzinom erhdhen, sind das Rauchen,
nordeuropaische Abstammung, sowie vulvare Dystrophien [133]. Die atrophische Form
der Vulvadystrophie wird heute als Lichen sclerosus (alte Bezeichnung: Craurosis vul-
vae) bezeichnet, und ist eine der haufigsten chronischen Erkrankungen der Vulva
(Abb. 10). Es handelt sich um eine entziindliche Erkrankung, welche sich meist in der

Postmenopause, manchmal jedoch auch friher, erstmals mit Jucken, Brennen und

Schmerz bemerkbar macht.
Das klinische Bild zeigt eine
blasse, weiBliche Hautfarbe,
wobei Hyperkeratosen, Ein-
blutungen, Fissuren, Erosi-
onen oder Ulzerationen
vorkommen kénnen. Meist
aber ist die Vulvaoberflache
verdunnt und runzelig. Die
Veranderungen treten hau-
fig symmetrisch auf und
kénnen sich auf die gesam-
te Vulva erstrecken. Durch
nachfolgende Schrump-
fungsprozesse kann es zur

Abb. 10: Lichen sclerosus. WeiBliche Atrophie der Labia
minora mit kratzbedingten Exkoriationen [134].
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Atrophie der Labien und zur Einengung des Introitus kommen [135,136]. Obwohl die
Ursache weitgehend unbekannt ist, legt die Altersverteilung einen Zusammenhang mit
Ostrogenmangel nahe. Auch autoimmunologische und genetische Faktoren werden
diskutiert. Vulvakarzinom und Lichen sclerosus sind, insbesondere im Alter, haufig as-
soziiert. Zellulare Atypien kommen bei der reinen Form des Lichen sclerosus nicht vor,
und der Lichen an sich ist daher keine Prédkanzerose. Im Bereich von Atrophien kann
es jedoch zu einer malignen Regeneration kommen, was die Basis von Uber 25% der
Vulvakarzinome sein diirfte [Ubersichtsarbeit: 137].

1.3 HPV-Nachweisverfahren

Aufgrund der gréBeren Bedeutung der HPV-Diagnostik fir genitale Infektionen sind
Verfahren zum Nachweis und zur Typisierung von HPV vor allem fir genital auftreten-
de HPV-Typen entwickelt worden. Da die hochspezifischen Entwicklungsbedingungen
der HPV in vitro schwer reproduzierbar sind, existiert bis heute kein effizientes in vitro
Kultursystem zur Anzucht. HPV-Infektionen kénnen jedoch durch verschiedene direkte
und indirekte Verfahren nachgewiesen werden (z.B. Licht- und Elektronenmikroskopie
von Abstrichen und Gewebeproben, serologischer Nachweis von Antikérpern, Antigen-
nachweis, Southern Blot Hybridisierung, in situ Hybridisierung, Polymerasekettenreak-
tion) [Ubersichtsarbeit: 34]. Serum-Antikdrper gegen HPV werden als ein Marker fir
lang andauernde Infektion und kumulativ hohe Expression von Viruspartikeln angese-
hen. In vielen Fallen persistieren sie Uber Jahre mit niedrigen Titern auch nach Abhei-
lung. Da aber nicht alle infizierten Personen Antikdrpertiter entwickeln, erreicht die
Sensitivitdt des Antikérper-Nachweises selbst bei HPV-DNA-positiven Patienten nur
50%-60%, weshalb die Serodiagnostik fur die Routine nicht geeignet erscheint. Warum
eine humorale Immunantwort gegen HPV nur bei jedem zweiten Patienten nachweis-
bar ist [29], ist nicht geklart, das Fehlen einer Virdmie durfte jedoch eine Rolle spielen
[Ubersichtsarbeit: 12]. Ein, aufgrund der hohen Sensitivitat und Spezifitat, weit verbrei-
tetes Verfahren ist der HPV-DNA Nachweis mittels Polymerasekettenreation (PCR)
[138-147]. Fir den Nachweis genitaler Schleimhaut-assoziierter HPV werden am hau-
figsten die MY-Primer und die GP-Primer verwendet [Ubersichtsarbeit: 34]. Die GP-
Primer sind, im Gegensatz den MY-Primern, nicht degeneriert und haben fir den
Nachweis einzelner HPV-Typen eine hdhere Sensitivitat [148]. Das Spektrum der er-
fassten HPV-Typen mit den GP-Primern ist allerdings kleiner als mit den MY-Primern
[Ubersichtsarbeit: 34]. Eine zweistufige PCR mit beiden Primern erhéht dementspre-
chend die Sensitivitat der HPV-PCR-Analyse [145,149,150].

1.4 Immunprophylaxe der HPV-Infektion

Nachdem in Tierexperimenten gezeigt werden konnte, dass Virus-neutralisierende An-
tikdrper gegen die Kapsidproteine L1 bzw. L2 in Serum und Vaginalsekret vor einer
Papillomvirus-Infektion schiitzen [151,152], wurde angenommen, dass diese Proteine
sich am ehesten als Antigene fur die Herstellung eines prophylaktischen Impfstoffes
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eignen. L1-Proteine kénnen sich selbstandig zu kompletten Kapsiden formieren, was
die Herstellung sogenannter Virus-&hnlicher Partikel (engl. virus-like particles = VLP)
erm@glicht. Hierbei handelt es sich um Strukturen, die duBerlich nicht von echten Viren
zu unterscheiden sind, jedoch keine Erbsubstanz zur Replikation beinhalten. Sie sind
in der Lage, in Kombination mit einem Adjuvans, das Immunsystem, wie die echten
Viren, oder sogar noch effektiver, zu stimulieren [153,154]. Diese VLPs kdénnen mit
gentechnischen Methoden HPV-Genotyp-spezifisch hergestellt werden.

Zwei auf dieser Basis hergestellte Impfstoffe (Cervarix®, bivalent gegen HPV 16/18,
GlaxoSmithKline & Medlmmune; Gardasil®, quadrivalent gegen HPV 6/11/16/18, Sano-
fi Pasteur & Merck) werden zur Zeit, im Rahmen von doppelblinden Placebo-
kontrollierten Studien, klinisch erprobt [Ubersichtsarbeiten: 155-157]. Die in den Impf-
stoffen enthaltenen Genotypen sind fiir ca. 70% aller Zervixkarzinome (Typen 16 und
18) [13,158-160] und 90% aller Falle von anogenitalen Warzen (Typen 6 und 11) [44]
verantwortlich, spielen aber auch eine Rolle bei anderen Karzinomen (siehe 1.2.3).
Bisherige Studienergebnisse zeigten fir beide Praparate eine hohe Immunogenitat und
Nebenwirkungsarmut, und die Impfstoffe wurden, nach den erfolgreichen Phase-II-
Studien (Wirksamkeitsstudien), unverandert fir den Einsatz in den Phase-IlI-Studien
(Zulassungsstudien) Ubernommen. Fir den bivalenten Impfstoff wurde, nach einem
Beobachtungszeitraum von bis zu 4,5 Jahren, bei HPV-negativen Frauen ein nahezu
100%-iger Schutz vor persistierenden HPV-Infektionen und CIN berichtet [161-163].
Bis zu 5 Jahre nach Impfung mit dem quadrivalenten Impfstoff konnte ebenfalls ein
nahezu 100%-iger Schutz bei HPV-naiven nachgewiesen werden [164-167]. Zusatzlich
bot dieser Impfstoff einen bis zu 100%-igen Schutz vor Kondylomen [165]. Die Schutz-
wirkung beruht offenbar auf der Induktion von Genotyp-spezifischen neutralisierenden
Antikdrpern, welche in Serum und Genitalsekret nachgewiesen werden kénnen [168-
170]. Gardasil® wurde im Juni 2006 in den USA und im September 2006 in Europa,
noch vor Beendigung der Phase-lll-Studien, zugelassen [171]. Fur Cervarix® wurde
das Zulassungsverfahren fir Europa im Oktober 2007 positiv abgeschlossen. Lang-
zeitergebnisse der multizentrischen Studien, welche insgesamt Uber 50.000 Frauen
beobachten, werden bis 2009 erwartet [155,172,173].

1.5 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Wie oben erwéhnt, ist die Datenlage zur HPV-Pravalenz und Verteilung verschiedener
HPV-Typen in intraepithelialen Neoplasien von Vulva, Vagina und Anus, sowie in Vul-
vakarzinomen sehr sparlich. Es ist daher schwer, den epidemiologischen Effekt einer
Impfung gegen bestimmte HPV-Typen auf das Auftreten dieser Lasionen abzuschat-
zen. Die vorliegende Studie wurde durchgefihrt, um die Raten von HPV-Infektionen
und die Haufigkeiten verschiedener HPV-Typen in chirurgischen Proben von VIN,
ValN, AIN und Vulvakarzinomen in einem Patientenkollektiv aus 2 Zentren in DUssel-
dorf zu untersuchen. Hauptziele waren die Bestimmung des Anteils von Hochrisiko-
HPV-Typen (insbesondere HPV 16 und 18) und eine daraus abgeleitete Abschatzung
des Effektes eines prophylaktischen Impfstoffes auf die Inzidenz dieser Lasionen.
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2 Material und Methoden

2.1 Untersuchungsmaterial

Das Protokoll der vorliegenden Studie wurde von der Ethikkommission der Heinrich-
Heine-Universitat DUsseldorf zugelassen. Im Zeitraum von Januar 2000 bis April 2006
wurden 122 Patientinnen in die Studie eingeschlossen, die entweder dem Dysplasie-
Zentrum der Universitatsfrauenklinik DUsseldorf (Moorenstr. 5, 40225 Disseldorf) oder
einer ambulanten Dysplasie-Sprechstunde (Kdnigsallee 64, 40212 Dusseldorf) zuge-
wiesen worden waren. Alle Patientinnen erklarten schriftlich ihr Einverstandnis zur
Teilnahme an der Studie und unterzogen sich einer chirurgischen Behandlung beste-
hend aus entweder einer CO,-Laser-Vaporisation (Verdampfung) nach Biopsie, einer
CO,-Laser-Exzision (Entfernung) oder einer Messer-Exzision einer vulvaren, vaginalen
oder analen intraepithelialen Neoplasie [Leitlinie: 134]. Bei Patientinnen mit der Ver-
dachtsdiagnose eines Vulvakarzinoms wurde, zur praoperativen Diagnosebestatigung,
eine kolposkopisch gesteuerte Biopsie durchgefuhrt. Die chirurgische Intervention bei
Vulvakarzinomen umfasste entweder eine weitrdumige lokale Exzision oder eine Vul-
vektomie, inklusive einer kompletten inguinofemoralen Lymphadenektomie [Leitlinien:
112,174].

Alle folgenden histologischen und molekularbiologischen Untersuchungen wurden un-
ter Blindbedingungen durchgefiihrt. 148 Proben mit der Diagnose einer intraepithelia-
len Neoplasie der Vulva (VIN 1-3), Vagina (ValN 1-3) oder Analregion (AIN 1-3), oder
eines invasiven Plattenepithelkarzinoms der Vulva, wurden zunéchst in die Studie ein-
geschlossen. Diese Klassifizierung wurde von gynakologisch erfahrenen Pathologen
an Formalin-fixierten, Paraffin-eingebetteten Serienschnitten dieser Proben, auf Basis
von publizierten histomorphologischen Kriterien, vorgenommen [Leitlinie: 175]. Wah-
rend der Arbeit an dieser Studie wurden neue Leitlinien fir die Terminologie vulvarer
intraepithelialer Neoplasien von der Internationalen Gesellschaft zur Erforschung vul-
vovaginaler Erkrankungen (engl. International Society for the Study of Vulvovaginal
Disease; ISSVD) publiziert (siehe 1.2.2) [Leitlinie: 56]. Die friihere Einteilung der plat-
tenepithelialen vulvaren intraepithelialen Neoplasien in niedriggradige (VIN 1), mit-
telgradige (VIN 2), oder hochgradige Lasionen inklusive Carcinoma in situ (VIN 3) wur-
de verlassen. Die Bezeichnung VIN 1 wird in den neuen Leitlinien nicht mehr empfoh-
len, und die Bezeichnung ,hochgradige VIN“ umfasst jetzt die friiheren Lasionen VIN 2
und VIN 3. 3 histologisch als VIN 1 klassifizierte Proben bzw. 2 Patientinnen wurden
aus der Studie ausgeschlossen, da diese Lasionen nach der neuen Klassifikation nicht
mehr als Neoplasien angesehen werden [Leitlinie: 56]. Die 88 Proben mit einer der
Diagnosen VIN 2 oder VIN 3 wurden zu einer Gruppe mit der Bezeichnung ,VIN 2/3%,
entsprechend einer hochgradigen VIN, zusammengefasst. Im Einklang mit dieser Um-
verteilung wurde eine Probe mit der Diagnose ValN 1 ausgeschlossen und 9 Proben
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der Gruppen VaIN 2 und ValN 3 als ,ValN 2/3%, sowie 20 Proben der Gruppen AIN 2
und AIN 3 als ,AIN 2/3“ zusammengefasst. Insgesamt wurden somit 117 Proben mit
histologisch gesicherten intraepithelialen Neoplasien des unteren Genitaltrakts von 95
Patientinnen (18 Patientinnen hatten 2 oder mehr L&sionen), und 27 Proben mit der
Diagnose eines oberflachlich invasiven oder invasiven Vulvakarzinoms von 27 Patien-
tinnen (2 Patientinnen hatten zusatzlich eine intraepitheliale Neoplasie) in die Analyse
einbezogen.

Fir die Analyse von HPV-DNA in den einzelnen Proben wurden Serienschnitte
(Schnittdicke = 5 um) aus Regionen mit den jeweils meisten krankheitsspezifischen
histologischen Veranderungen selektiert. Einwegskalpells wurden benutzt um eine
Ubertragung von DNA zwischen den Proben zu vermeiden.

2.2 Molekularbiologische Analysemethoden

2.2.1 DNA-Isolation

Entparaffinierung und Extraktion der genomischen DNA wurden mittels des QlAamp®

DNA Mini Kit (QIAGEN®, Hilden, Deutschland) durchgefiihrt und es wurde exakt nach
dem Protokoll des Herstellers vorgegangen:

Entparaffinierung:

Die paraffinierte Gewebeprobe (maximal 25 mg) wurde mit 1.200 pl Xylol kraftig auf
einem Vortex vermischt und 5 min. bei Raumtemperatur und 14.000 rpm zentrifugiert.
Der Uberstand wurde vorsichtig entfernt. Um verbliebene Xylolreste zu entfernen
wurden 1.200 pl absolutes Ethanol zu dem Gewebepellet gegeben, vorsichtig
vermischt, 5 min. bei Raumtemperatur und 14.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand
vorsichtig entfernt. Diese Schritte wurden nochmals wiederholt. Das offene
Reaktionsgefa3 wurde bei 37°C inkubiert, bis das Ethanol vollstdndig verdunstet war.
SchlieBlich wurde das Gewebepellet in 180 ul ATL-Puffer resuspendiert.

DNA-Extraktion:

20 pl Proteinase-K-Stammlésung (20 mg/ml entsprechend 600 mAU/ml) wurden zum
Ansatz aus der Entparaffinierung pipettiert, kraftig gemischt und bei 56°C fir ca. 3
Stunden, unter Verwendung eines Wipp-Schiittelapparates, inkubiert, bis das Gewebe
vollstéandig lysiert war. Das Reaktionsgefa3 wurde kurz abzentrifugiert um Kreuzkon-
taminationen durch Verspritzen von Probenfliissigkeit im Deckelinneren beim Offnen
des GeféaBes zu vermeiden. AnschlieBend wurden 200 ul AL-Puffer zu der Probe ge-
geben, kraftig durchmischt, fiir 10 min. bei 70°C inkubiert und kurz abzentrifugiert. Da-
nach wurden 200 pl Ethanol zur Probe gegeben, kraftig vermischt und kurz abzentrifu-
giert. Die Mischung wurde dann vorsichtig auf eine QlAamp Spinsaule (in einem 2-ml-
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Collection-Tube) gegeben und fir 1 min. bei 8.000 rpm zentrifugiert. Die QlAamp Spin-
saule wurde anschlieBend in ein sauberes 2-ml-Collection-Tube gestellt und das be-
nutzte Collection-Tube mitsamt Filtrat verworfen. Nach Zugabe von 500 pl AW1-Puffer
wurde die QlAamp Spinsaule fir 1 min. bei 8.000 rpm zentrifugiert. Die QlAamp Spin-
saule wurde danach in ein sauberes 2-ml-Collection-Tube gestellt und das benutzte
Collection-Tube mitsamt Filtrat verworfen. Im Anschluss wurden 500 pl AW2-Puffer zur
QlAamp Spinsaule gegeben und far 3 min. bei 14.000 rpm zentrifugiert. Das benutzte
Collection-Tube wurde mitsamt Filtrat verworfen, die QlAamp Spinsaule in ein saube-
res 2-ml-Collection-Tube gestellt und fir 1 min. bei 14.000 rpm zentrifugiert. Das be-
nutzte Collection-Tube wurde mitsamt Filtrat verworfen und die QlAamp Spinsaule
wurde schlieBlich in ein sauberes 1,5-ml-ReaktionsgeféB gesetzt. Zur Elution der DNA
wurden 200 ul AE-Puffer auf die Spinsaule gegeben, fir 5 min. bei Raumtemperatur
inkubiert und die Spinsaule anschlieBend fir 1 min. bei 8000 rpm zentrifugiert. Dieser
Elutionsschritt wurde ein weiteres Mal wiederholt und das Eluat bis zur weiteren Verar-
beitung bei -20°C gelagert.

2.2.2 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration der isolierten DNA wurde mittels spektrophotometrischer Messung
bei 260 nm, dem Absorptionsmaximum doppelstrangiger DNA, ermittelt
(Spektrophotometer, Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland). Dazu wurde die DNA-
Probe mit destilliertem Wasser (A.d.) im Verhaltnis 1 : 150 verdinnt. Als Referenz
wurde der Leerwert von A.d. verwendet.

Die DNA-Konzentration wurde anschlieBend mit Hilfe des Lambert-Beer'schen-
Gesetzes berechnet:

t
<

®
&

¢ = DNA-Konzentration [ng/ul]

E = Extinktion

e = Extinktionskoeffizient fiir doppelstrangige DNA (0,02 pl - ng™ - cm™)
d = Schichtdicke (1 cm)

v = Verdinnung (150)

Etwaige Proteinverunreinigungen wurden durch eine zusatzliche Messung bei 280 nm
erfasst.
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2.2.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Bei der Analyse von HPV-DNA in Probenmaterial mittels PCR kann prinzipiell zwischen
der Klassifikation von Proben in HPV-positive und HPV-negative (Screening), und der
Identifizierung bestimmter HPV-Typen unterschieden werden. Sogenannte Konsen-
susprimer (oder Universalprimer) basieren auf der kodierenden Sequenz des HPV-
Proteins L1 und sind nicht spezifisch fir einen bestimmten HPV-Typ. Sie eignen sich
fr die Amplifizierung nahezu aller bekannten HPV-Typen und dienen somit der Detek-
tion HPV-DNA-positiver Proben (Screening, hohe Sensitivitat) [34,145]. Wird eine Iden-
tifikation der Virustypen gewinscht, stehen prinzipiell 2 Methoden zur Verfigung: 1) die
erneute Analyse jeder HPV-positiven Probe mittels Typ-spezifischen Primern [139],
oder 2) die Sequenzierung der PCR-Produkte aus dem Screening (PCR-
Direktsequenzierung; PCR-DS) und Vergleich der Basensequenzen mit den Sequen-
zen bekannter Virustypen [176]. Die PCR-DS-Methode ist verlasslicher und minimiert
Fehlklassifizierungen, und wurde daher in der vorliegenden Studie verwendet [34,145].

Die Vervielfaltigung HPV-spezifischer DNA erfolgte mittels zweistufiger Polymeraseket-
tenreaktion (engl. two-tier-PCR; Tab. 1) [145], zunachst unter Verwendung des Kon-
sensusprimerpaares GP5+/GP6+. Negativ getestete Proben, und solche mit nur sehr
schwachen Banden, wurden, mittels des Konsensusprimerpaares MY09/MY11, erneut
untersucht [144,145]. Die Integritdt der genomischen DNA wurde mittels Multiplex-
PCR, unter Verwendung eines Interferon-y-(IFN-y)-Primerpaares, verifiziert. Da das
IFN-y-Gen in jeder menschlichen Zelle vorhanden ist, eignet es sich als Indikator flr
die Unversehrtheit der Erbsubstanz.

Als Positivkontrolle wurde eine Suspension von CaSki-Zellen verwendet, welche in
einer Monolayer-Kultur gezichtet worden waren. Bei dieser Zell-Linie handelt es sich
um Zervixkarzinomzellen mit ca. 600 Kopien von im Genom integrierter DNA des HPV
16 [177,178]. Sie ist molekularbiologisch gut charakterisiert und findet breite Verwen-
dung als Modell fir Studien zur HPV-induzierten Zelltransformation und als Positivkon-
trolle fir den HPV-Infektionsnachweis [179]. In HPV-positiven zervikalen intraepithelia-
len Neoplasien finden sich im Mittel, je nach HPV-Typ, zwischen 30 und 800 Kopien
des HPV-Genoms pro Zelle [180], wobei jedoch eine Schwankungsbreite bis um den
Faktor 10° zu beobachten ist [180,181]. Héhergradige neoplastische Verénderungen
weisen tendenziell héhere Viruslasten auf [182-184].

Als Negativkontrolle wurde A.d. verwendet.

Zur Abschatzung der Nachweisgrenze wurde, vor der Analyse des Probenmaterials,
eine Verdinnungsreihe der CaSki-Suspension (DNA-Konzentration 10 ng/ul) analy-
siert. Als Hintergrund-DNA wurde DNA der Zell-Linie MCF12A (10 ng/ul) verwendet.
Hierbei handelt es sich um nicht-tumorigene menschliche Brustdriisenzellen, welche
keine HPV-DNA enthalten [185]. Zu jeweils 45ul MCF12A-DNA wurden in jedem Ver-
diinnungsschritt 5 pl CaSki-DNA (10 ng/ul — 10°® ng/pl) gegeben (entsprechend einer
Verdiinnung der Ursprungslésung von 1:10 — 1:10'). Diese Ldsungen wurden mit der
gleichen Nachweismethode wie auch das Probenmaterial analysiert. Hierbei konnte
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HPV-DNA mit beiden Konsensusprimerpaaren (GP5+/GP6+ bzw. MY09/MY11) jeweils
bis zu einem Verdiinnungsverhaltnis der CaSki-Ursprungslésung von 1:10*, entspre-
chend einer HPV-Kopienzahl von ca. 10*/ug DNA, nachgewiesen werden. Eine Norma-
lisierung der Kopienzahl auf pg DNA ist sinnvoll, da der DNA-Gehalt der Proben, u.a.
aufgrund unterschiedlicher Zellzahlen und Aneuploidie, Schwankungen bis um den
Faktor 10" aufweisen kann und die ermittelte Nachweisgrenze nach Normalisierung
unabhéngig vom Gehalt zellularer DNA in der Probe ist [182].

Sequenzen der verwendeten Primer:
GP5+ (forward): 5-TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC-3’

GP6+ (reverse): 5-GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC-3

MYO09 (forward): 5-CGTCC(A,C)A(A,G)(A,G)GGA(A T)ACTGATC-3’
MY11 (reverse): 5-GC(A,C)CAGGG(A,T)CATAA(C,T)AATGG-3’

IFN vy (forward): 5-AGTGATGGCTGAACTGTCGC-3’
IFN v (reverse): 5-CTGGGATGCTCTTCGACCT-3’

FragmentgréBen der PCR-Produkte:

GP5+/6+: 139-145 Basenpaare

MY09/11: ca. 450 Basenpaare

IFN vy: 85 Basenpaare
PCR-Ansatz:

10xPCR-Puffer

(0,5 M KClI, 25 mM MgCl,, 0,1% Gelatine, 0,1 M Tris-HCI, pH 8,3) 1,5 pl
Template-DNA (10 ng/ul) 50 ul
dNTPs (10 mM) 3,0 ul
Forward-Primer (GP5+/MY09) (10 pmol/pl) 2,0 u
Reverse-Primer (GP6+/MY11) (10 pmol/ul) 2,0 ul
A.d. ad 15,0 pl

Tag-DNA-Polymerase-Mix
(0,5 pl 10xPCR-Puffer, 0,4 pl Tag-Polymerase [5 U/ul], A.d. ad 5,0 pl) 50 ul
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Multiplex-PCR-Ansatz:
10xPCR-Puffer

(0,5 M KClI, 25 mM MgCl,, 0,1% Gelatine, 0,1 M Tris-HCI, pH 8,3) 2,0 ul
Template-DNA (10 ng/ul) 50 ul
dNTPs (10 mM) 3,0 u
Forward-Primer GP5+ 2,0 pl
Reverse-Primer GP6+ 2,0 pl
Forward-Primer IFN vy 2,0 pl
Reverse-Primer IFN y 2,0 u
A.d. ad 20,0 pl

Tag-DNA-Polymerase-Mix
(0,5 pl 10xPCR-Puffer, 0,4 ul Tag-Polymerase [5 U/ul], A.d. ad 5ul) 5,0 ul

Tab. 1: PCR-Programm

Schritt Temperatur Dauer
initiale Denaturierung 94°C 10 min.
40 Zyklen:

Denaturierung 94°C 20 sek.
Primeranlagerung Anlagerungstemperatur® 20 sek.
Elongation 72°C 40 sek.

finale Elongation 72°C 5 min.

* GP5+/6+: 39°C; MY09/11: 45°C; Multiplex: 45°C

2.2.4 Agarose-Gelelektrophorese

Fur die Auftrennung der PCR-Produkte wurden 1,5%ige Agarosegele, mit 1XTBE als
Lésungsmittel und Laufpuffer, verwendet. Jeweils 5 pl der aufzutrennenden PCR-
Produkte bzw. der Positiv- und Negativkontrollen wurden mit je 5 pl Ladungspuffer in
getrennte Bahnen aufgetragen. Zur Quantifizierung der Fragmentlangen wurde in 2
Bahnen 5 pl eines DNA-Fragment Standard Gemisches aufgetragen (SmartLadder,
Eurogentec, Seraing, Belgien). Bei 10 V/cm betrug die Laufzeit ca. 30-45 min. Im An-
schluss wurde das Gel fir ca. 30-60 min. in ein Ethidiumbromid-Bad (0,1 pyg/ml) gege-
ben. Ethidiumbromid interkaliert in die helikale Struktur der DNA, wodurch sich dessen
Anregungsspektrum verandert. Bei Anregung mittels ultravioletten Lichts kann dann
Fluoreszenz selektiv innerhalb der aufgetrennten DNA-Banden hervorgerufen werden.
Diese Fluoreszenz wurde mittels einer Kamera detektiert und dokumentiert.
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2.2.5 DNA-Sequenzierung

Die PCR-Produkte der HPV-positiven Proben wurden mittels des High Pure PCR Pro-
duct Purification Kit (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany), gemaB den Anweisun-
gen des Herstellers, aufgereinigt. Die Sequenzierung der PCR-Produkte wurde im Bio-
medizinischen Forschungszentrum der Universitat Disseldorf durchgefuhrt, unter Ver-
wendung des BigDye® Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster
City, CA, U.S.A.), mit 3-5 pmol GP6+ oder MY09 als Sequenzierungsprimer, sowie
einem automatischen Sequenzierer des Modells ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City, CA, U.S.A.). Die Sequenzierungsergebnisse wurden
mit der Software GeneScan® 2.1.1 anhand der Fluoreszenzkurvenmuster beziglich
ihrer Qualitat und Inter- sowie Intra-Ansatz-Konstanz kontrolliert. Multiple Fluoreszenz-
spitzenmuster wurden als Indikator flir Mehrfachinfektionen angesehen. Die entspre-
chenden Proben wurden in einem solchen Fall mittels spezifischer Einzel-PCRs flr die
haufigsten HPV-Typen (HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 51) erneut untersucht. Beztglich der
entsprechenden Versuchsprotokolle sei auf die Arbeit von van den Brule et al. verwie-
sen [139]. Die Sequenzen der Ubrigen Proben wurden mit in der GenBank Datenbank
dokumentierten Virussequenzen verglichen. Fir diesen Prozess wurde das Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) verwendet [http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/; 186-
189].

2.3 Statistik

Es wurden nach Alter und Histologie geschichtete Stichprobenanalysen durchgefinhrt.
Signifikanztestung (Signifikanzniveau o = 0,05) erfolgte mittels zweiseitigen T-Tests,
Pearson y*-Tests bzw. bei Chancenverhéltnissen (engl. odds-ratios = OR) durch die
Berechnung von 95%-Konfidenzintervallen (KIl). Alle Analysen erfolgten mit dem Pro-
gramm SYSTAT® 10.1 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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3 Ergebnisse

3.1 Struktur der Stichprobe

Da in den letzten Jahren Verschiebungen der Altersverteilung anogenitaler
neoplastischer L&sionen festgestellt wurden (siehe 4.2.1) und, weil diesbezlgliche
Unterschiede  bzw. Veradnderungen mit  pathogenetischen  Unterschieden
zusammenhangen kdnnten, wurde

zundchst die Altersverteilung in der %
untersuchten Stichprobe analysiert. Das
Durchschnittsalter [Jahre+SD] der Pati-
entinnen lag bei 48115 Jahren. Bezogen

auf die einzelnen L&sionstypen ergaben *
sich die folgenden Durchschnittsalter:
VIN 2/3: 45+13; VaIN 2/3: 39+14; AIN . ® | .
2/3: 44+14; Vulvakarzinom 58t14 (Abb.
| | | | | | | |

11). Die Patientinnen mit Vulvakarzino- A
men waren signifikant alter als die Pati-
entinnen mit intraepithelialen Neopla-
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VINI 2/3 Vall\ll 2/3 AIN 2/3 Vulvakarzinom
Abb. 11: Durchschnittsalter der Patientinnen
getrennt nach Lasionstyp. Patientinnen mit

) Vulvakarzinom waren signifikant alter als dieje-
Uberdies fanden sich bei 20% der Pati- nigen mit intraepithelialen Neoplasien (*p<0,05).

entinnen mit intraepithelialen Neoplasien Fehlerbalken = SD.

(n = 95) multizentrische Erkrankungen (4

mal VIN, ValN u. AIN, 4 mal VIN u. VaIN, 10 mal VIN u. AIN, 1 mal Vulvakarzinom u.
AIN). Bei 2 Patientinnen wurde ein, aus einer umgebenden VIN 2/3 hervorgegangenes,
oberflachlich invasives Karzinom diagnostiziert. In einem Fall fanden sich nebeneinan-
der eine VIN 2/3 und ein oberflachlich invasives Vulvakarzinom.

sien.

3.2 Nachweis der HPV-Infektion

In diesem Untersuchungsabschnitt wurde der Frage nachgegangen, wie hoch die HPV-
Infektionsrate in den untersuchten Lasionen ist, um die Relevanz der HPV-Infektion fir
die Entstehung dieser L&sionen abschatzen zu kdénnen. Die molekularbiologischen
Methoden zum HPV-Nachweis lieferten qualitativ hochwertige und reproduzierbare
Ergebnisse. Die Negativkontrollen (A.d.) erbrachten samtlich negative und die Positiv-
kontrollen (CaSki-Zellen; HPV 16) positive Ergebnisse in der PCR (Abb. 12).

Bezogen auf die gesamte Stichprobe (n = 144) lag der prozentuale Anteil der HPV-
positiven Proben bei 81%. Bezogen auf die einzelnen Lasionstypen ergaben sich die
folgenden Anteile: VIN 2/3: 89%; ValN 2/3: 89%; AIN 2/3: 90%; Vulvakarzinom: 44%
(Abb. 13). Der Anteil der HPV-positiven Proben war also bei den Vulvakarzinomen
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deutlich niedriger als bei den nicht-karzinomatdsen Lasionen. Die Wahrscheinlichkeit
einer HPV-Infektion war bei den intraepithelialen Neoplasien zehnmal so hoch wie
beim Vulvakarzinom (Alle: OR 10,0; 95% KI 3,9 — 25,9; VIN 2/3: 9,8; 95% Kl 3,6 —
26,6; Tab. 2).
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Abb. 12: Auftrennung der Multiplex-PCR-Produkte. Links: GP5+/6+. Rechts: MY09/11. Die
fluoreszierenden DNA-Banden im Agarosegel entsprechen den Produkten des IFN-y-
Primerpaares (untere Reihe) bzw. des HPV-Primerpaares (obere Reihe). Proben mit eindeutig
sichtbarer Bande auf Hohe des HPV-Primerpaares in der GP-PCR wurden als positiv
klassifiziert (+). Alle schwach positiven (+*) und negativen (-) Proben wurden zusatzlich einer
MY-PCR unterzogen. Nur, wenn auch in der MY-PCR keine Bande erkennbar war, wurde die
entsprechende Probe als negativ klassifiziert. SL = SmartLadder.
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Tab. 2: Abhangigkeit des HPV-Status vom Léasionstyp

Lasionstyp HPV-positiv HPV-negativ Gesamt
Intraepitheliale Neoplasie 104 (89)* 13 (11) 117 (100)
Vulvakarzinom 12 (44) 15 (56) 27 (100)
Gesamt 116 (81) 28 (19) 144 (100)

[n (%)]; * Intraepitheliale Neoplasien sind signifikant haufiger HPV-positiv als Vulvakarzinome.

Die Patientinnen mit HPV-positiven Vulvakarzinomen (51+13) waren signifikant jinger
als diejenigen mit HPV-negativen Tumoren (63+13; Abb. 14). Bei Vulvakarzinom-
Patientinnen jlinger als 56 Jahre war die Wahrscheinlichkeit einer HPV-Infektion (Anteil
infizierter Patientinnen 67%) mehr als finfmal so hoch (OR 5,5; 95% KI 1,1 — 28,9;
Tab. 3) wie bei alteren Patientinnen (Anteil infizierter Patientinnen 27%). Derartige Un-
terschiede wurden bei den anderen Lasionstypen nicht beobachtet.

Tab. 3: Altersabhangigkeit des HPV-Status beim Vulvakarzinom

Alter bei Diagnosestellung HPV-positiv HPV-negativ Gesamt
< 56 Jahre 8 (67)* 4 (33) 12 (100)

> 56 Jahre 4 (27) 11 (73) 15 (100)

Gesamt 12 (44) 15 (56) 27 (100)

[n (%)]; * Die Wahrscheinlichkeit einer HPV-Infektion ist bei Vulvakarzinomen jingerer Frauen
signifikant héher als bei denen alterer Frauen.

3.3 Verteilung der HPV-Typen

Die Effektivitat einer HPV-Impfung, welche nur wenige HPV-Typen abdeckt, hangt
nicht nur von der HPV-Infektionsrate, sondern auch von der pathogenetischen Rele-
vanz der verschiedenen Virustypen ab. Um diese Abschatzen zu kénnen, wurde in
allen positiv getesteten Proben der vorliegende HPV-Typ, bzw. bei Mehrfachinfektio-
nen die vorliegenden Typen, bestimmt.

Bei jeder HPV-positiven Probe konnte der HPV-Typ, bzw. die Typen, eindeutig identifi-
ziert werden (Abb. 15). Es wurden 13 unterschiedliche HPV-Typen in der Stichprobe
nachgewiesen. Die meisten HPV-positiven Proben (entsprechend 94%, 88%, 89%
bzw. 92% fir VIN 2/3, ValN 2/3, AIN 2/3 bzw. Vulvakarzinom) beinhalteten Hochrisiko-
HPV-Typen (HPV 16, 18, 31, 33, 45, 56, 58).

Niedrigrisiko-HPV-Typen (HPV 6, 42, 61) wurden nur in weniger als 5% der Proben
nachgewiesen (Abb. 16). Seltene HPV-Typen, mit potentiell hohem (HPV 66) oder un-
bekanntem Risiko (HPV 67, IS887/MM4), wurden nur in 4 Proben (3%) gefunden.
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Abb. 15: Ergebnisse der Sequenzierung und Virustypisierung bei zwei der untersuchten Proben. Oben und unten sind Fluoreszenzkurven der Sequenzie-
rung zweier PCR-Produkte von Proben aus VIN-2/3-L&sionen zweier Patientinnen dargestellt. Jede der vier farbigen Kurven in beiden Messungen entspricht dem
Signal einer untersuchten Base und Spitzen im Kurvenverlauf entsprechen detektierten Fluoreszenzmaxima aus deren Position schlieBlich die Basensequenz (in
denselben Farben Uber den Kurven angegeben) abgeleitet wird. Im mittleren Teil der Abbildung sind die Sequenzen der PCR-Produkte (Proben 1 u. 2) nochmals
aufgetragen. Die Sequenz aus Probe 1 (Spur 15 in Abb. 12) war der von HPV 16 am &hnlichsten und die aus Probe 2 &hnelte am starksten der von HPV 33
(BLAST) [187]. Die zwischen den Ansatzstellen des GP-Primerpaares (horizontale durchgezogene Linien) liegenden Abschnitte aus dem Genom der HPV-Typen
16 und 33 sind, mit den begrenzenden Basenpositionen, in der Mitte der Abbildung dargestellt und aneinander ausgerichtet [188]. Vertikale Striche markieren
identische Basen bei beiden HPV-Typen. Horizontale Striche markieren Deletionen bzw. Gbersprungene Basen bei der Sequenzierung. Fett geschriebene Basen
der Probensequenzen sind identisch mit denjenigen des zu vergleichenden Virusgenoms.
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HPV-Typen 16 (79%) und 33 (17%) waren die am haufigsten identifizierten Typen in
HPV-positiven VIN-2/3-Proben (Abb. 16). HPV 16 war auch der haufigste Typ in HPV-
positiven ValN 2/3 (63%), AIN 2/3 (83%) und Vulvakarzinomen (75%). HPV 18 wurde
nur in 4 Proben nachgewiesen (3 VIN 2/3 und ein Vulvakarzinom).

Bezogen auf die gesamte Stichprobe waren die durch die entwickelten prophylakti-
schen HPV-Impfstoffe abgedeckten Hochrisiko-HPV-Typen 16 oder 18 in 66% der
Proben nachweisbar. Der Anteil betrug 74% bei VIN 2/3, 56% bei ValN 2/3, 75% bei
AIN 2/3 und 37% bei Vulvakarzinomen (Abb. 16). Bezogen auf die Gesamtzahl der
HPV-positiven Proben betrug der Anteil der Hochrisiko-Typen 16 oder 18 82%. Der
Anteil betrug 83% bei VIN 2/3, 63% bei ValN 2/3, 83% bei AIN 2/3 und 83% bei Vulva-
karzinomen. In 50% aller Vulvakarzinom-Proben aus der Untergruppe der jlingeren
Patientinnen (jinger als 56 Jahre) wurden HPV 16 oder 18 nachgewiesen, bei alteren
Patientinnen betrug der Anteil nur 27%. Ein solcher Unterschied wurde bei Patientin-
nen mit VIN 2/3 nicht beobachtet (74% gegentiber 73%).

Infektionen mit mehr als einem HPV-Typ wurden in 11%, 11%, 5% bzw. 0% der VIN
2/3, ValN 2/3, AIN 2/3 bzw. Vulvakarzinome detektiert und enthielten ausnahmslos
HPV 16 sowie in 83% einen anderen Hochrisiko-Typ (Abb. 17). Nur in 2 Proben (17%)
wurde eine Kombination aus Hochrisiko- und Niedrigrisiko-HPV gefunden.
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4 Diskussion

4.1 Methodische Aspekte

In der vorliegenden Arbeit wurden die Ergebnisse einer umfangreichen Fallserie aus
Dusseldorf vorgestellt, welche durch eine HPV-DNA-Nachweismethode mit Hilfe von
PCR und DNA-Sequenzierung gewonnen wurden [145]. Es wurden 144 Proben mit
den histologisch gesicherten Diagnosen einer intraepithelialen Neoplasie der Vulva,
Vagina, oder Analregion, oder eines invasiven Vulvakarzinoms, untersucht. Diese Stu-
die wurde an einem, im Vergleich mit anderen Untersuchungen, umfangreichen Pro-
benkollektiv durchgefiihrt. Die ermittelte Nachweisgrenze fir HPV-DNA (ca. 10* Ko-
pien/pg DNA) liegt deutlich unter den flr zervikale Lasionen publizierten durchschnittli-
chen Kopienzahlen der HPV-Typen 16, 18 und 31 (ca. 10°-10%pg) [182]. Fir die hier
analysierten Lasionstypen liegen derartige Vergleichsdaten bisher nicht vor. Die mittle-
re HPV-Kopienzahl pro pg DNA schwankt zwischen verschiedenen Proben, u.a. ab-
hangig von HPV-Typ und Lésionsart, bis um den Faktor 10'?[182], wobei die héchsten
Kopienzahlen fir HPV 16 gefunden werden und in héhergradigen L&sionen tendenziell
héhere Viruslasten vorliegen [181,182]. Aufgrund dieser hohen Schwankungsbreite
kann nicht ganzlich ausgeschlossen werden, dass in einigen Proben, trotz vorliegender
HPV-Infektion, der Gehalt an HPV unter der Nachweisgrenze lag. Des Weiteren waren
die Proben in Paraffin eingebettet, was die Effizienz der DNA-Extraktion, und somit die
Sensitivitdt der PCR, reduziert haben kdnnte. Die Ergebnisse der Agarosegel-
Elektroforese wurden, wie in der Originalbeschreibung der Methode [145], visuell aus-
gewertet. Zwar stellt dies ein prinzipiell subjektives Verfahren dar, jedoch wurde die
Wahrscheinlichkeit falsch negativer Ergebnisse durch die erneute Analyse aller als
negativ interpretierten Proben aus der GP-PCR, mittels des MY-Primerpaares, deutlich
reduziert. Dieses Verfahren ist um bis zu 25% sensitiver als eine Analyse mit nur ei-
nem Primerpaar [145]. Zudem ist die angeschlossene Direktsequenzierung der PCR-
Produkte hochspezifisch und bereits eine Sequenz von 34 Basen im Anschluss an den
GP-Primer reicht fir eine eindeutige HPV-Typisierung aus [145]. Bei der Interpretation
der hier vorgestellten Ergebnisse muss somit bedacht werden, dass die Klassifizierung
als ,HPV-negativ® eine HPV-Infektion nicht vollstandig ausschlieBt, sondern lediglich
besagt, dass die HPV-Kopienzahl in der Probe unterhalb der Nachweisgrenze lag. Je-
doch wurden in der vorliegenden Studie ausschlieBlich hochgradige bzw. maligne Ne-
oplasien untersucht, in denen Ublicherweise die hchsten HPV-Kopienzahlen gefunden
werden [181,182], was die Wahrscheinlichkeit falsch-negativer Ergebnisse reduziert.
Dennoch kdénnte, aus oben genannten Griinden, die hier verwendete Analysemethode
die Pravalenz von HPV in der Stichprobe tendenziell unterschatzen und den Anteil von
HPV 16 tendenziell Uberschatzen. Trotz dieser Einschrankung kénnen Sensitivitat und
Spezifitdt der verwendeten Methode als zufriedenstellend angesehen werden. Die so-
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mit aussagekraftigen Ergebnisse [145] bestatigen zudem weitestgehend diejenigen
friiherer Studien (siehe 4.2.1).

4.2 HPV in anogenitalen Neoplasien und Karzinomen

4.2.1 Epidemiologische Aspekte

Das mittlere Alter der 120 Patientinnen in der vorliegenden Studie war mit 48+15 Jah-
ren relativ jung. Das Durchschnittsalter von Patientinnen mit Vulvakarzinom (58+14)
lag erwartungsgemaB hdéher als bei denen mit intraepithelialen Neoplasien (Abb. 11),
jedoch rund 15 Jahre unter dem Mittelwert der neunziger Jahre [104,111]. Diese Be-
funde scheinen Angaben Uber die in den letzten Jahren steigende Haufigkeit anogeni-
taler neoplastischer Lasionen bei jingeren Frauen zu bestatigen (Abb. 5) [58-
63,84,88,113].

Obwohl die Inzidenz des Vulvakarzinoms in den letzten 30 Jahren gestiegen ist
[58,60,62,84,88,104,113], und weiter steigt, ist es immer noch fliinfmal seltener als das
Zervixkarzinom (2,5 gegentber 12 : 100.000). Die Altersverteilung der Inzidenz des
Vulvakarzinoms ist grundlegend anders als die von zervikalen und vulvéren intraepithe-
lialen Neoplasien und Zervixkarzinomen [62]. Bei den intraepithelialen Neoplasien zeigt
sich ein Inzidenzgipfel, der bei der hochgradigen VIN ca. 20 Jahre spater als bei der
entsprechenden zervikalen Lasion liegt (Abb. 18). Eine gipfelnde Verteilung zeigt sich
auch beim Zervixkarzinom mit dem Maximum zwischen 60 und 69 Jahren. Die Inzidenz
des Vulvakarzinoms steigt jedoch kontinuierlich mit dem Alter an, besonders stark ab
dem 50. Lebensjahr, ohne einen Gipfel auszubilden (Abb. 19). Dies impliziert, dass ein
erheblicher Teil der Vulvakarzinome nicht auf der Basis HPV-induzierter hochgradiger
VIN-Lasionen entsteht [62]. Zusatzliche atiologische und pathogenetische Faktoren
scheinen somit beim Vulvakarzinom eine groBere Rolle als beim Zervixkarzinom oder
der VIN zu spielen, und die Progressionsrate der hochgradigen VIN zum Karzinom
scheint geringer als bei zervikalen Neoplasien zu sein [62,64]. Die niedrigere Pravalenz
von HPV in Vulvakarzinomen, und die deutlich geringere Infektionswahrscheinlichkeit
im Vergleich zur VIN, in der hier untersuchten Stichprobe korrespondiert mit dieser
heterogenen Pathogenese (Abb. 13 u. Tab. 2) [57,89,118-121]. Allerdings hat die Inzi-
denz invasiver Vulvakarzinome bei jungen Frauen im letzten Jahrzehnt deutlich zuge-
nommen. In dieser Altersgruppe ist ein GroBteil der Tumoren durch HPV induziert
[58,84,88,126,190]. Damit in Einklang steht die vorliegende Studie, in welcher ein ho-
herer Anteil HPV-positiver Karzinome und eine mehr als fiinfmal héhere Infektions-
wahrscheinlichkeit bei jungeren Frauen, im Vergleich zu alteren Frauen, sowie ein sig-
nifikant jingeres Durchschnittsalter bei HPV-positiven Vulvakarzinom-Patientinnen
nachgewiesen wurden (Abb. 14 u. Tab. 3). Somit scheint die ansteigende Inzidenz von
invasiven Vulvakarzinomen bei jingeren Frauen mit der HPV-Infektion im unteren Ge-
nitaltrakt zusammenzuhéngen. Es ist zu erwarten, dass sich auch in Zukunft die Alters-
verteilung der Inzidenz in Richtung jingerer Patientinnen verschieben wird.
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Abb. 18: Altersverteilung der Inzidenz von VIN 3 und CIN 3 im Zeitraum von 1973 bis
2000. Beide Kurven zeigen einen gipfelférmigen Verlauf, dessen Maximum bei der VIN 3 (40-49
Jahre) ca. 20 Jahre nach dem der CIN 3 (20-29 Jahre) liegt [62].
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Abb. 19: Altersverteilung der Inzidenz des Vulva- und Zervixkarzinoms im Zeitraum von
1973 bis 2000. Das Risiko an einem Vulvakarzinom zu erkranken steigt kontinuierlich mit dem
Lebensalter, wohingegen das Risiko fir ein Zervixkarzinom bis zum 60.-69. Lebensjahr ansteigt

und danach sinkt [62].
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Viele epidemiologische Studien, die das Vorhandensein von HPV-DNA in Karzinomen
des unteren Genitaltraktes untersucht haben, waren auf das Zervixkarzinom fokussiert.
In diesen Studien wurde HPV-DNA in mehr als 99% der Karzinome nachgewiesen und
dadurch die unbestrittene Schliisselrolle von HPV als ursachlicher Faktor des Zervix-
karzinoms etabliert [13,93,191]. Deutlich weniger Studien haben, bis vor kurzem, die
Rolle von HPV Infektionen bei Vulvaldsionen erforscht. Eine Literatursuche in PubMed
[http://www.pubmed.com] mit den Suchbegriffen ,vulvar carcinoma®, ,HPV* und ,pa-
thogenesis® im Zeitraum von 1970 bis 3/2007 ohne Spracheingrenzungen liefert Anga-
ben Uber die Prasenz von HPV-DNA in VIN und vulvaren kanzerogenen Lasionen zwi-
schen 0% und 100% [54,58,66,78-80,82-90,98,118-121,123-131,192-194]. Md&gliche
Grinde fir diese groBe Schwankungsbreite sind die teilweise kleinen Fallzahlen, Un-
terschiede in der Rekrutierung von Patientinnen, das Jahr der Publikation und, damit
teilweise zusammenhangend, unterschiedliche Sensitivitdten der fir den HPV-
Nachweis benutzten Methoden. In der vorliegenden Studie lag der Anteil HPV-positiver
Proben bei 81%, und damit im Vergleich zu friheren Studien hoch. Allerdings liegt das
Publikationsdatum vieler Untersuchungen mehr als 10 Jahre zuriick. Neuere Publikati-
onen berichten HPV-Positivraten von 71%-100% flr hochgradige VIN [54,89] und bis
85% fur Vulvakarzinome [88]. Frihere Studien fanden HPV in 80%-94% hochgradiger
ValN-Proben und bei ca. 60% der Vaginalkarzinome [54,99]. Palefsky et al. wiesen
HPV bei 42% von 68 HIV-negativen Frauen im Analkanal nach [195] und in 50%-95%
aller Analkarzinome findet sich HPV [71,81,196-198]. Diese Angaben sind vergleichbar
mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie (VIN 2/3: 89%, ValN 2/3: 89%, AIN 2/3:
90%, Vulvakarzinom: 44%; Abb. 13).

Detaillierte, mittels PCR und Sequenzierung erhobene Angaben Uber HPV-Typ Vertei-
lungen in intraepithelialen Neoplasien der Vulva und Vagina wurden kirzlich von Sro-
don et al. publiziert [54]. Bei vergleichbaren Anteilen HPV-positiver Proben (91%-
100%) fanden sich dort deutlich niedrigere Raten von Hochrisiko-HPV-Typen in
niedriggradigen als in hochgradigen HPV-positiven Lasionen (42% gegenuber 100%
bei VIN; 76% gegenuber 100% bei ValN). Diese Ergebnisse sind in Einklang mit denen
der vorliegenden Studie, in welcher Hochrisiko-Typen in 94% der positiv getesteten
VIN-2/3-Proben und 88% der positiven ValN-2/3-Lasionen nachgewiesen wurden (Abb.
16). Es ist noch unklar, ob niedriggradige VIN und ValN grundlegend unterschiedliche
Lasionen sind, und nicht zur hochgradigen Stadien fortschreiten, oder ob die Tendenz
zur Progression nur bei Infektion mit Hochrisiko-Typen besteht [54].

Wie in der hier présentierten Arbeit, so war auch bei klrzlich publizierten anderen Un-
tersuchungen HPV 16 der haufigste Hochrisiko-Typ in hochgradigen VIN-L&sionen
[54,91]. In der vorliegenden Studie, sowie auch bei anderen Autoren [83], wurden je-
doch im Vergleich zu Srodon et al. [54] héhere Anteile von HPV 33 (17% gegeniber
3%) und niedrige von HPV 18 (4% gegenuber 6%) gefunden (Abb. 16). Eine mdgliche
Ursache ist die niedrigere StichprobengréBe fir hochgradige VIN (n = 34) in der Studie
von Srodon et al. [54]. Bei HPV-positiven ValN 2/3 war in der vorliegenden Studie HPV
16 mit 63% der haufigste Hochrisiko-Typ, gefolgt von HPV 33 und 56, die je einmal
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nachgewiesen wurden (je 13%). HPV 16 fand sich bei Srodon et al. in 53% der positi-
ven hochgradigen ValN (n = 16), gefolgt von HPV 58 (20%) und 31 (13%) [54]. Somit
ahneln diese Ergebnisse den hier gezeigten bezlglich HPV 16, jedoch gibt es Unter-
schiede bei den weniger haufigen HPV-Typen. Srodon et al. [54] zogen die Schlussfol-
gerung, dass aufgrund des vergleichbaren Anteils von HPV 16 bei ValN und zervikalen
Neoplasien (ca. 50%; [13,158-160]), welcher niedriger als bei den hochgradigen VIN-
Lasionen war (91%), Vaginalneoplasien einen engeren Bezug zu zervikalen als zu vul-
varen Lasionen haben. Auch in der vorliegenden Studie war der Anteil von HPV 16 bei
VIN-2/3-Lasionen (79%) hdéher als bei ValN-2/3-Lasionen (63%). Die StichprobengrdBe
far ValN in beiden Studien lasst jedoch Schlussfolgerungen bezliglich der Beziehung
zu zervikalen Lasionen spekulativ erscheinen. Flir anale Neoplasien ist die Datenlage
spérlich, jedoch wurde bisher meistens HPV 16 nachgewiesen, gefolgt von HPV 18, 33
und 31 [71,81,196-199], was mit den hier prasentierten Ergebnissen vergleichbar ist
(Abb. 16).

Bei Patientinnen mit Vulvakarzinomen wurden bisher Hochrisiko-HPV 16, 18, 31 und
33 am haufigsten detektiert, wohingegen Niedrigrisiko-HPV 6 und 11 selten gefunden
wurden [66,79,80,82,84-89,98,120,190]. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind
damit konsistent (Abb. 16), da HPV 16 der haufigste HPV-Typ in Vulvakarzinomen war
(75%), gefolgt von HPV 18 und 33 (je 8%). Somit fanden sich bei HPV-positiven pra-
kanzerdsen und kanzerdésen vulvaren Lasionen in der hier vorgestellten Studie deutlich
héhere Anteile von HPV 16, als bisher fir zervikale Lasionen (ca. 50%; [13,158-160])
berichtet wurde. Dies deutet auf eine bedeutendere Rolle von HPV 16, im Vergleich zu
anderen HPV-Typen, fir vulvére als fur zervikale Lasionen hin [54].

Infektionen mit 2 oder mehr Virustypen fanden Srodon et al. [54] in 12% bzw. 13% der
hochgradigen VIN bzw. ValN, was nahezu identisch mit den hier beschriebenen Hau-
figkeiten ist (11%; Abb. 17). Eine Untersuchung von 130 multizentrischen HPV-
induzierten Lasionen des unteren Genitaltraktes zeigte, dass sowohl identische als
auch unterschiedliche HPV-Typen in diesen Lasionen nachzuweisen sind [200]. Syn-
chrone und metachrone Verteilungsmuster von HPV-Typen sind etwa gleich haufig, so
dass unterschiedliche Theorien bezlglich der Genese multizentrischer HPV-
Infektionen in Betracht gezogen werden muissen [200,201]. Erwéhnenswert ist, dass
bei Mehrfachinfektionen nur ein Virustyp transkriptionell aktiv und fur die Lasion ver-
antwortlich zu sein scheint [202].

4.2.2 Molekularbiologische Aspekte

Wie bereits zuvor erwéahnt, ist die Inzidenz anogenitaler und zervikaler hochgradiger
intraepithelialer Neoplasien und Karzinome, in Anbetracht einer Lebenszeit-Infektions-
wahrscheinlichkeit von bis zu 80%, sehr gering. Der Grund hierflr ist, dass in der weit-
aus uberwiegenden Zahl der Falle das Immunsystem die Infektion erfolgreich bekampft
und HPV eliminiert. In niedriggradigen Neoplasien ist das Muster viraler Genexpression
kontrolliert und geordnet und ahnlich dem einer produktiven Infektion mit nachweisba-
ren Hillproteinen in den oberflachlichen Zellschichten [Ubersichtsarbeit: 38]. Dies trifft
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sowohl fir Infektionen mit Niedrigrisiko- als auch mit Hochrisiko-HPV zu. Hochgradige
intraepitheliale Neoplasien und Karzinome kénnen entstehen, wenn eine persistierende
Infektion etabliert wird, welche Uber Jahre bis Jahrzehnte bestehen kann. In diesen
Lasionen findet die Virusreifung nur unzuldnglich statt, wohingegen die Prolifera-
tionsphase deutlich gesteigert ist. Die Expression viraler Gene ist in diesen Lasionen
zunehmend dereguliert was sich unter anderem darin manifestiert, dass die virale Ge-
nomamplifikation in hochgradigen Lé&sionen in oberflachlicheren Zellschichten stattfin-
det als in niedriggradigen L&sionen. Dartber hinaus ist die Expression viraler Hullpro-
teine gestdrt und fertige Viruspartikel werden kaum gefunden. Die molekularen Grund-
lagen dieser pathologischen Veranderungen sind noch nicht vollstdndig verstanden,
jedoch scheint klar, dass ein Schllsselereignis fur die Entstehung einer Viruspersistenz
die Integration der HPV-DNA in das Wirtsgenom ist [Ubersichtsarbeit: 38]. Obwohl die
Integration der Virus-DNA prinzipiell an einer beliebigen Stelle des Wirtsgenoms erfol-
gen kann, scheinen bestimmte ,fragile Stellen® zu existieren an denen dies bevorzugt
erfolgt. Mdglicherweise tragen hierdurch verursachte Anderungen im Expressions-
muster von direkt betroffenen oder benachbarten Wirtsgenen zur onkogenen Trans-
formation bei. Nahezu sicher ist jedoch, dass diese Integration zu einer Deregulation
der Expression der viralen Onkogene E6 und E7 flhrt. Dies geht Ublicherweise einher
mit einer Stérung der Expression von E1, E2 und E4, die antiproliferative Eigenschaf-
ten besitzen. Des Weiteren kommt es bei der Integration der Virus-DNA regelméaBig zu
einem Verlust von Sequenzen am 3’-Ende der frihen viralen Transkripte, welche die
Produktion viraler mRNA fir E6 und E7 unterdriicken kénnen, was ebenfalls die Dere-
gulation der Onkogenexpression begiinstigt [Ubersichtsarbeit: 38].

Das unterschiedliche onkogene Potential der verschiedenen HPV-Typen ist eng mit
spezifischen funktionellen Eigenschaften ihrer Onkogene verbunden. Beispielsweise
begunstigt die Expression von Genen des HPV 16 die Integration fremder DNA in das
Wirtsgenom, was moglicherweise durch eine verstarkte Instabilitdt des Wirtsgenoms
bedingt ist. Die E7-Proteine von Hochrisiko-HPV induzieren zentrosomale Abnormalita-
ten in Zellkulturen und es wurde postuliert, dass Hochrisiko-E7 die Wahrscheinlichkeit
von Replikationsfehlern erhdht. Bei Niedrigrisiko-E7 fanden sich derartige Eigenschaf-
ten bisher nicht. Die Griinde fir die verstarkte genomische Instabilitat sind bisher nicht
vollstéandig verstanden. Die Interaktion von E7 mit pRb, welche einen proliferationsfér-
dernden Effekt hat, ist bei Hochrisiko-HPV effizienter als bei Niedrigrisiko-HPV. Des
Weiteren férdert Hochrisiko-E7 die Degradation von pRb [Ubersichtsarbeit: 38].

E6 entfaltet seine onkogene Wirkung Uber die Bindung an p53 und dessen damit ver-
bundene beschleunigte Degradation. Die Affinitat von E6 zu p53 ist bei Hochrisiko-HPV
deutlich starker als bei Niedrigrisiko-HPV. Die Inaktivierung von p53 stort zellulare
DNA-Reparaturmechanismen und begunstigt onkogene Mutationen im Wirtszell-
Genom. Eine weitere spezifische Eigenschaft der Hochrisiko-E6-Proteine ist ihnre PDZ-
bindende Domé&ne am C-Terminus. Sie sind dadurch in der Lage, an zellulére Zielpro-
teine mit PDZ-Motiven zu binden und deren Degradation zu férdern. Diese Proteine
sind mdoglicherweise an der Regulation von Zellwachstum und interzelluldren Kontak-
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ten beteiligt. Eine Stérung von Zell-Zell-Kontakten kénnte mit dem Verlust der Zellpola-
ritdt im Rahmen der Krebsentstehung zusammenhangen. Eine weitere wichtige Funkti-
on von Hochrisiko-E6 ist die Fahigkeit, die katalytische Untereinheit der Telomerase
hTERT (humane Telomerase Reverse Transkriptase) zu aktivieren, welche Hexamer-
Wiederholungen an die Telomere der Chromosome anfiigt. Dieser Vorgang hemmt
wahrscheinlich die Zellalterung und beglnstigt persistierende Infektionen und die
Krebsentstehung. Die Proteine E6 und E7 kénnen dartber hinaus die BRCA-mediierte
Inhibition des hTERT-Promotors antagonisieren [Ubersichtsarbeit: 38].

Auch andere Faktoren beeinflussen die Vorgange zur Entstehung HPV-assoziierter
neoplastischer Lasionen. Hierzu zéhlen beispielsweise Glukokortikoide und Progeste-
ron, welche die virale Onkogen-Expression beeinflussen. Obwohl eine aberrante Ex-
pression der Hochrisiko-Onkogene eine maligne Transformation der Zielzellen klar
beglinstigt, scheint dies alleine nicht ausreichend zu sein. Zuséatzliche genetische Ver-
anderungen mussen mit der Zeit akkumulieren. Diese kdnnen prinzipiell zufallig auftre-
ten, jedoch scheint das Vorhandensein von karzinogenen Tabak-Metaboliten, z.B. im
Zervikalsekret, ihre Entstehung zu begiinstigen [Ubersichtsarbeit: 38].

Die oben skizzierten Kenntnisse Uber die HPV-assoziierte Onkogenese beruhen gréB-
tenteils auf Untersuchungen an Probenmaterial von Zervixlasionen. Es scheint jedoch
einleuchtend, dass &hnliche Mechanismen auch bei der Entstehung intraepithelialer
Neoplasien und Karzinome des auBeren Anogenitalbereiches eine Rolle spielen kénn-
ten. Die in der vorliegenden Arbeit vorgestellten Ergebnisse unterstitzen teilweise die-
se Annahme, z.B. aufgrund des Uberwiegenden Anteils von Hochrisiko-HPV in den
untersuchten Proben. Bei der Entstehung von Vulvakarzinomen scheinen jedoch HPV-
unabhangige Faktoren eine bedeutendere Rolle als bei Zervixldsionen zu spielen, da in
Vulvakarzinomen nur in ca. der Hélfte der Proben HPV nachgewiesen werden konnte.
Dieser Wert liegt deutlich unter den publizierten Infektionsraten von Zervixkarzinomen
[Ubersichtsarbeit: 96].

4.3 Effekt einer HPV-Immunprophylaxe auf die Epidemiologie
der untersuchten Lasionen

Die Behandlung von Vulvaldsionen ist haufig verstimmelnd und traumatisierend fur die
Patientinnen, und hochgradige, multifokale Lasionen haben ein hohes Rezidivrisiko
[49,65,66,134,174]. Daher wirde eine Pravention dieser Lasionen die multiplen Thera-
piesitzungen, verstimmelnden Operationen und die Traumatisierung der Patientinnen
vermindern. Erfolgreiche prophylaktische HPV-Impfungen kdnnten einen betrachtlichen
Beitrag zur Beherrschung HPV-assoziierter menschlicher Krebserkrankungen leisten.
Die beiden aus VLPs hergestellten prophylaktischen HPV-Impfstoffe (Cervarix® und
Gardasil®) haben in den bisherigen Studien einen hervorragenden Schutz vor Infektio-
nen mit HPV 16 oder 18, und vor den durch diese Virustypen induzierten zervikalen
Praneoplasien vermittelt [155,161-167,170,203]. Der quadrivalente Impfstoff Gardasil®
verhinderte auch zu 100% anogenitale Warzen und durch HPV 16 oder 18 verursachte
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hochgradige VIN- und ValN-Lasionen [165,203]. Ein ,Replacement” nach Impfung ge-
gen die Typen 16 und 18, d.h. eine Verschiebung des Erregerspektrums hin zu ande-
ren pathogenen HPV-Genotypen, wurde bisher nicht beobachtet. Im Langzeitverlauf
von ca. 5.800 Frauen der FUTURE-II-Zulassungsstudie von Gardasil® in Nordeuropa
(Nordic Cancer Registry Programme) wird diese Frage, sowie die Effektivitat und der
Verlauf der Antikdrpertiter, weiter untersucht.

Ergebnisse zur Wirksamkeit und Sicherheit der Impfstoffe liegen derzeit aus den Zu-
lassungsstudien fir Madchen und Frauen im Alter von 15 bis 26 Jahren vor. Des Wei-
teren wurden hohe Serokonversionsraten und Antikérpertiter bei Jugendlichen (10-15
Jahre) erzielt, was erfolgreiche Immunisierungen in dieser Altersgruppe méglich er-
scheinen l&sst [204]. Dies ist von besonderer Wichtigkeit, da mit der Aufnahme der
sexuellen Aktivitat eine rasche Durchseuchung mit HPV stattfindet [17], weswegen flr
eine maximal effektive Prophylaxe die Impfung vor der Kohabitarche (ab 12 Jahren;
[205]) vorliegen muss. Es wird jedoch eine nicht unerhebliche Anzahl junger Madchen
und Frauen geben, die auch nach Aufnahme der sexuellen Aktivitdt noch von einer
Impfung profitieren kénnten. Als Grinde sind zu nennen, dass die Altersspanne der
Aufnahme der sexuellen Aktivitat mehrere Jahre umfasst, dass es auch Madchen gibt,
die mit 17 Jahren noch nicht sexuell aktiv sind (27%), dass nicht jedes sexuell aktive
Madchen infiziert wird, dass bei 65% der sexuell aktiven Jugendlichen in Deutschland
die sexuelle Aktivitat auf 1-2 Partner beschrankt bleibt, und dass einige sexuell aktive
Madchen einen zumindest teilweise geschitzten Kontakt hatten [156,205]. Zudem
scheinen Schutzeffekte gegenlber einer HPV-Infektion fir Frauen mit vorangegange-
ner oder persistierender Infektion mit mindestens einem der HPV-Impfgenotypen mdg-
lich [164].

Unter Berlicksichtigung der Tatsache, dass 87% aller Madchen bis zum 17. Lebensjahr
einen Frauenarzt aufgesucht haben [205], besteht in Deutschland eine realistische
Chance, hohe Durchimpfungsraten, insbesondere bei praadoleszenten Madchen, zu
erzielen. Bezlglich des Zervixkarzinoms wurde von der standigen Impfkommission
(STIKO) am Robert Koch Institut geschétzt, dass etwa 98 Madchen geimpft werden
mussten, um einen Fall zu verhindern. Unter Berlcksichtigung einer méglichen Durch-
impfungsrate von 70%, wirde etwa jedes 140. Madchen einer Geburtskohorte von der
Impfung profitieren [156]. In einer amerikanischen Studie wurde eine Reduktion des
Lebenszeiterkrankungsrisikos von 49% fir CIN 2/3 und 61% flir das Zervixkarzinom
errechnet [206]. Ob durch eine Impfung von Jungen, die asymptomatisch infiziert sein
kénnen, eine Ubertragung wirksam verhindert und Infektketten unterbrochen werden
kénnen, ist derzeit Gegenstand weiterer Forschungen. Erste Schatzungen gehen von
einer zusatzlichen Moglichkeit der Reduktion der Félle von Zervixkarzinomen um 2,2%
aus [207,208]. Die Impfung mit dem quadrivalenten Impfstoff wird inzwischen von der
STIKO fir Madchen im Alter zwischen 12 und 17 Jahren empfohlen [156]. In Deutsch-
land, wo die Impfung inzwischen Kassenleistung ist, ist bereits ein Jahrgang der Ziel-
gruppe durchgeimpft.
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Die in den erhéltlichen Impfstoffen abgedeckten Hochrisiko-Typen 16 und 18 sind in
der vorliegenden Studie in 73% aller hochgradigen anogenitalen intraepithelialen Ne-
oplasien (VIN: 74%; ValN: 56%; AIN: 75%) nachgewiesen worden (Abb. 16). Bei Vul-
vakarzinomen betrug dieser Anteil insgesamt nur 37%, bei Patientinnen unter 56 Jah-
ren jedoch 50%. Diese Anteile sind vergleichbar mit intraepithelialen Neoplasien der
Zervix (HSIL: ca. 50%-79%) jedoch niedriger als beim Zervixkarzinom (ca. 70%)
[13,158-160]. Die in dem quadrivalenten Impfstoff enthaltenen Niedrigrisiko-Typen 6
und 11 waren nur in 2 intraepithelialen Neoplasien enthalten (HPV 6), was weniger als
2% der Proben entspricht (Abb. 16). Anhand der hier prasentierten Ergebnisse kann
somit geschatzt werden, dass umfassende und erfolgreiche HPV-Impfkampagnen,
einen erheblichen Beitrag zur Reduktion der Inzidenz und Mortalitdt HPV-assoziierter
anogenitaler (Pra-)Neoplasien leisten kénnten. Ungefahr drei Viertel der intraepithelia-
len Krebsvorstufen im unteren Genitaltrakt (kumulierte Inzidenz > 3 : 100.000; siehe
1.2.2) und ungefahr die Halfte der Vulvakarzinome bei Frauen unter 56 Jahren (Inzi-
denz in dieser Altersgruppe ca. 0,6 : 100.000; [104]) kénnten verhindert werden. Diese
Schatzung ist in guter Ubereinstimmung mit kiirzlich publizierten Daten zum Schutz vor
hochgradigen VIN- bzw. ValN-Lasionen durch Gardasil®. Dieser Impfstoff verhinderte
bei Frauen im Alter von 16 bis 26 Jahren, nach einem Beobachtungszeitraum von
durchschnittlich 3 Jahren, 49% aller hochgradigen VIN bzw. ValN [203]. Somit kénnte
dem Anstieg des Anteils HPV-assoziierter anogenitaler Neoplasien und Karzinome,
insbesondere bei jungen Frauen, durch eine Impfung effektiv entgegengetreten wer-
den. Es ist jedoch zu betonen, dass konsequente Krebsfriiherkennungsprogramme in
absehbarer Zeit nicht vernachlassigt oder abgeschafft werden dirfen. Einerseits sind
wir von einer flachendeckenden Durchimpfungsrate noch weit entfernt. Andererseits
werden nur ca. 70% der Zervixkarzinome durch die in den Impfstoffen enthaltenen
HPV-Typen 16 und 18 verursacht [209]. Obwohl eine Kreuzimmunitat gegen andere
Virustypen fir beide Impfstoffe nachgewiesen wurde [162], werden noch nicht alle on-
kogenen HPV-Typen erfasst. Zur besseren Prophylaxe vulvarer Lasionen wére ein
maoglicher Ansatzpunkt fir Weiterentwicklungen der Impfstoffe insbesondere der relativ
hohe Anteil von HPV 33 in den intraepithelialen Neoplasien (14%). Bezogen auf das
Vulvakarzinom ist jedoch zu bedenken, dass ca. die Halfte dieser Lasionen unabhan-
gig von HPV aufzutreten und somit einer Impfprophylaxe nicht zugénglich zu sein
scheint.
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Abkirzungsverzeichnis

A.d.
Abb.
AIN
BLAST
ca.
CIN
CIS
d.h.
DNA
et al.
FIGO

HIV
HPV
HSIL

KI
LSIL

OR
ORF
PCR
PCR-DS
rpm
SD
Tab.
u.a.
ValN
VIN
VLP
z.B.

destilliertes Wasser (lat. aqua destillata)
Abbildung

anale intraepitheliale Neoplasie

Basic Local Alignment Search Tool
ungefahr (lat. circa)

zervikale intraepitheliale Neoplasie
Carcinoma in situ

das heif3t

Desoxyribonukleinsgure

und andere (lat. et alii)

Internationaler Verband fur Gynakologie und Geburtshilfe (franz.
Federation Internationale de Gynekologie et d'Obstetrique)

humanes Immundefizienz-Virus
humanes Papillomvirus

hochgradige squamdse intraepitheliale Lasion (engl. high-grade
squamous intraepithelial lesion)

Konfidenzintervall

niedriggradige squamdse intraepitheliale Lasion (engl. low-grade
squamous intraepithelial lesion)

StichprobengréBe

Chancenverhaltnis (engl. odds-ratio)

Offener Leserahmen (engl. open reading frame)
Polymerasekettenreaktion (engl. polymerase chain reaction)
PCR-Direktsequenzierung

Umdrehungen pro Minute (engl. rounds per minute)
Standardabweichung (engl. standard deviation)
Tabelle

unter anderem

vaginale intraepitheliale Neoplasie

vulvére intraepitheliale Neoplasie

Virus-ahnlicher Partikel (engl. virus-like particle)

zum Beispiel
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Zusammenfassung

Humane Papillomviren (HPV) sind die am haufigsten sexuell Gbertragenen Viren welt-
weit. 70%-80% aller sexuell aktiven Menschen machen in inrem Leben eine HPV Infek-
tion durch. Meistens verlaufen diese Infektionen asymptomatisch oder fihren zu harm-
losen Erkrankungen, wie beispielsweise anogenitalen Warzen oder leichtgradigen Ver-
anderungen des Zervixepithels, welche Ublicherweise folgenlos ausheilen. Insbesonde-
re bei Infektionen mit sogenannten Hochrisiko-Typen kann es jedoch zu einer Vi-
ruspersistenz und nachfolgend zu einer onkogenen Transformation der Zielzellen
kommen. Die pathogenetische Schliisselrolle von HPV ist fiir das Zervixkarzinom gesi-
chert und ungefahr 70% dieser Lasionen enthalten DNA der Hochrisiko-HPV 16 oder
18. FUr andere anogenitale intraepitheliale Neoplasien und Karzinome ist die Datenla-
ge zur Rolle von HPV weitaus spérlicher. Das Vulvakarzinom ist nach dem Zervixkarzi-
nom die zweithaufigste anogenitale Krebserkrankung der Frau. In Deutschland erkran-
ken jahrlich Uber 1.600 Frauen und 650 sterben an Vulvakarzinomen. In den letzten
Jahrzehnten hat die Inzidenz von hochgradigen anogenitalen intraepithelialen Neopla-
sien und von Vulvakarzinomen, insbesondere bei jungen Frauen, stark zugenommen.
Hierbei dirfte die HPV-Infektion eine entscheidende Rolle spielen. Derzeit stehen ein
quadrivalenter (gegen HPV 6, 11, 16 und 18) und ein bivalenter (gegen HPV 16 und
18) prophylaktischer HPV-Impfstoff zur Verfigung. Diese kénnten die Inzidenz zervika-
ler und vulvarer neoplastischer Lasionen in Zukunft deutlich reduzieren. Das Ziel der
vorliegenden Arbeit war es, die HPV-Infektionsrate und -Typenverteilung in extrazervi-
kalen anogenitalen intraepithelialen Neoplasien und Vulvakarzinomen zu untersuchen.
Besonderes Augenmerk lag auf der Bestimmung des Anteils von Hochrisiko-Typen und
auf einer Abschéatzung des epidemiologischen Effektes der Impfstoffe.

144 Proben histologisch gesicherter Neoplasien des unteren Genitaltrakts von 122
Patientinnen wurden in der vorliegenden Studie untersucht. Die HPV-Detektion und
Typisierung erfolgte mittels eines PCR-Direktsequenzierungsprotokolls. Es wurden
nach Alter und Histologie geschichtete Stichprobenanalysen durchgeftihrt.

Patientinnen mit Vulvakarzinomen waren signifikant alter als Patientinnen mit
intraepithelialen Neoplasien, jedoch rund 15 Jahre jinger als noch in den neunziger
Jahren. Eine HPV-Infektion war bei den intraepithelialen Neoplasien zehnmal
wahrscheinlicher als bei Vulvakarzinomen. Patientinnen mit HPV-positiven
Vulvakarzinomen waren signifikant jinger als diejenigen mit HPV-negativen Tumoren
und bei Vulvakarzinom-Patientinnen jinger als 56 Jahre war eine HPV-Infektion
funfmal wahrscheinlicher als bei &lteren. Der Anteil von Hochrisiko-Typen lag bei 88%-
94%. HPV 16 wurde am haufigsten nachgewiesen, gefolgt von HPV 33. Die durch die
Impfstoffe abgedeckten Hochrisiko-Typen 16 oder 18 waren in 56%-75% der
intraepithelialen Neoplasien nachweisbar. Sie fanden sich in 50% aller Vulvakarzinome
jungerer Patientinnen, wohingegen bei alteren Patientinnen der Anteil nur 27% betrug.

Diese Ergebnisse untermauern Angaben Uber die steigende Haufigkeit anogenitaler
neoplastischer Lasionen bei jingeren Frauen und sprechen flr einen Zusammenhang
mit der HPV-Infektion. Eine Durchimpfung vor der Kohabitarche kénnte ungeféhr drei
Viertel der intraepithelialen Krebsvorstufen im unteren Genitaltrakt und die Halfte der
Vulvakarzinome bei Frauen unter 56 Jahren verhindern. Konsequente Krebsfriiherken-
nungsprogramme bleiben jedoch auf absehbare Zeit unverzichtbar, da einerseits nicht
alle onkogenen HPV-Typen durch die Impfungen erfasst werden und andererseits un-
gefahr die Halfte der Vulvakarzinome unabhangig von HPV aufzutreten scheint.
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Anhang

Ergebnistabellen

Tab. 4: Einzelergebnisse der HPV-Detektion und -Typisierung

Die untersuchten Proben sind in der Tabelle nach Lasionstypen und Alter sortiert. Die nachge-
wiesenen HPV-Typen sind ebenfalls aufgefiihrt (bei Doppelinfektionen sind beide HPV-Typen
nebeneinander eingetragen). Ebenso sind Falle, in denen keine HPV-DNA nachgewiesen wer-
den konnte, sowie solche mit multizentrischen Lasionen, entsprechend gekennzeichnet.

Alter Lésion HPV-Typ multizentrisch
19 VIN 2/3 18
21 VIN 2/3 16
22 VIN 2/3 negativ
22 VIN 2/3 887
25 VIN 2/3 negativ
25 VIN 2/3 16 33 +
26 VIN 2/3 16
27 VIN 2/3 16
28 VIN 2/3 16
28 VIN 2/3 33 +
29 VIN 2/3 16
30 VIN 2/3 16
31 VIN 2/3 16 +
32 VIN 2/3 16
32 VIN 2/3 42
33 VIN 2/3 16
33 VIN 2/3 16
34 VIN 2/3 negativ +
34 VIN 2/3 16
35 VIN 2/3 16 42 +
35 VIN 2/3 33
36 VIN 2/3 16
36 VIN 2/3 16
36 VIN 2/3 16
37 VIN 2/3 16 58
37 VIN 2/3 16
37 VIN 2/3 16 +
38 VIN 2/3 16 +
38 VIN 2/3 16
38 VIN 2/3 16
38 VIN 2/3 18
39 VIN 2/3 16 +
39 VIN 2/3 33
40 VIN 2/3 16 33

Alter Lasion HPV-Typ multizentrisch
40 VIN 2/3 16 +
40 VIN 2/3 33
41 VIN 2/3 16 45
41 VIN 2/3 16
41 VIN 2/3 16
41 VIN 2/3 61
42 VIN 2/3 16 33
42 VIN 2/3 16
42 VIN 2/3 16
43 VIN 2/3 16 31
43 VIN 2/3 16 33
43 VIN 2/3 16 +
43 VIN 2/3 33
44 VIN 2/3 16 +
45 VIN 2/3 negativ
45 VIN 2/3 16
46 VIN 2/3 16
47 VIN 2/3 16
47 VIN 2/3 16
47 VIN 2/3 16
48 VIN 2/3 16
49 VIN 2/3 16 33
49 VIN 2/3 16
49 VIN 2/3 16 +
50 VIN 2/3 negativ +
50 VIN 2/3 16
51 VIN 2/3 16 45
51 VIN 2/3 16 +
51 VIN 2/3 33
52 VIN 2/3 negativ
52 VIN 2/3 16
53 VIN 2/3 6 +
53 VIN 2/3 33
53 VIN 2/3 67 +
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Alter Lésion HPV-Typ multizentrisch
54 VIN 2/3 16 +
54 VIN 2/3 16
54 VIN 2/3 16
54 VIN 2/3 16
55 VIN 2/3 negativ
57 VIN 2/3 negativ
61 VIN 2/3 16
61 VIN 2/3 16 +
63 VIN 2/3 16
64 VIN 2/3 16 +
65 VIN 2/3 negativ
65 VIN 2/3 16
66 VIN 2/3 negativ
67 VIN 2/3 16
67 VIN 2/3 33
68 VIN 2/3 16
70 VIN 2/3 16
73 VIN 2/3 16
77 VIN 2/3 18
81 VIN 2/3 16
25 ValN 2/3 16 +
28 ValN 2/3 33 +
28 ValN 2/3 66
31 ValN 2/3 16 +
35 ValN 2/3 16 42 +
39 ValN 2/3 16 +
50 ValN 2/3 negativ +
53 ValN 2/3 56 +
64 ValN 2/3 16 +
18 AIN 2/3 negativ
25 AIN 2/3 16 +
28 AIN 2/3 33 +
31 AIN 2/3 16 +
37 AIN 2/3 16 +
38 AIN 2/3 negativ
39 AIN 2/3 16 +
39 AIN 2/3 16 +
40 AIN 2/3 16 +

56
Alter Lasion HPV-Typ multizentrisch

40 AIN 2/3 16 +
43 AIN 2/3 6 +
44 AIN 2/3 16 +
49 AIN 2/3 16 33 +
51 AIN 2/3 16 +
53 AIN 2/3 67 +
54 AIN 2/3 16 +
55 AIN 2/3 16

61 AIN 2/3 16 +
63 AIN 2/3 16

76 AIN 2/3 16

31 Vulvakarzinom 42

34 Vulvakarzinom 16 +
40  Vulvakarzinom 33 +
40  Vulvakarzinom negativ

41 Vulvakarzinom negativ

46  Vulvakarzinom 16

46  Vulvakarzinom 16

47 Vulvakarzinom 18

48  Vulvakarzinom negativ

52  Vulvakarzinom 16

53  Vulvakarzinom 16

55  Vulvakarzinom negativ

57  Vulvakarzinom negativ

58  Vulvakarzinom 16

61  Vulvakarzinom negativ

62  Vulvakarzinom 16

63  Vulvakarzinom negativ

63  Vulvakarzinom negativ

65  Vulvakarzinom negativ

68  Vulvakarzinom negativ

70  Vulvakarzinom 16

72 Vulvakarzinom negativ

73  Vulvakarzinom negativ

75  Vulvakarzinom 16

77  Vulvakarzinom negativ

77  Vulvakarzinom negativ

79  Vulvakarzinom negativ
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Tab. 5: Zusammenfassende tabellarische Ubersicht der ermittelten Altersverteilung bzw.
Fallzahlen, zerlegt entsprechend der im Ergebnisteil bearbeiteten Fragestellungen.

VIN 2/3 ValN AIN 2/3  Vulvakarzinom

Zahl der Proben insgesamt 88 9 20 27
davon HPV-positive 78 8 18 12

Mittleres Alter bei Diagnhosestellung [Jahre+SD]

Gesamte Stichprobe 45+13 39+14 44114 58+14*
HPV-positive 44413 38114 46113 51+13"
HPV-negative 47+16 50 28+14 63+13
Infektion mit nur einem HPV-Typ 68 7 17 12
Hochrisiko-Typ 63 6 15 11
Niedrigrisiko-Typ 3 0 1 1
Multiple HPV-Infektion 10 1 1 0

Nachweis von

Hochrisiko-HPV-Typ(en) 73 7 16 11
HPV 16 62 5 15 9
HPV 33 13 1 2 1
HPV 18 3 0 0 1
HPV 31 1 0 0 0
Niedrigrisiko-HPV-Typ 4 1 1 1
seltenem HPV-Typ oder mit unbekanntem Risiko 2 1 1 0
Multizentrische Erkrankung 18 8 15 1

* Patientinnen mit Vulvakarzinom sind signifikant alter als solche mit intraepithelialen Neoplasien.
* Patientinnen mit HPV-positiven Vulvakarzinomen sind signifikant jinger als solche mit HPV-negativen.
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