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1. EINLEITUNG

Nach dem Mammakarzinom ist das Zervixkarzinom weltweit die zweithaufigste
Todesursache bei Frauen (Klug und Blettner, 2003; Bosch et al., 2002; Fischer et al.,
2001; Nobbenhuis et al., 1999; zur Hausen, 1996). Der Infektion mit humanen
Papillomaviren wird eine Hauptursache in der Entstehung von zervikalen Neoplasien
zugeschrieben. Das HPV wurde in nahezu 100% der invasiven Zervixkarzinome
nachgewiesen (van der Graaf et al., 2002; Herrero et al., 2000; Walboomers et al.,
1999). Nach Einfuhrung von Krebsvorsorgeuntersuchungen in vielen Landern ist die
Inzidenz des Zervixkarzinoms zurtiickgegangen. Trotzdem erkranken nach
Schatzungen allein in Deutschland etwa 6.000 Frauen jahrlich neu am
Zervixkarzinom, und ungefahr 2400 Frauen versterben jahrlich an diesem bésartigen
Tumor (Schneider et al., 2002; Deutsche Krebsgesellschaft E.V., Deutsche
Krebshilfe E.V., 2001). Weltweit sind es circa 500.000 Neuerkrankungen und
350.000 Todesfalle pro Jahr, die dem Zervixkarzinom zuzuschreiben sind (Schneider
et al., 2001). Diese Zahlen verdeutlichen den enormen Stellenwert von
Friherkennungsmal3nahmen, damit eine rechtzeitige Diagnose und Behandlung von

malignen Veranderungen der Cervix uteri ermoglicht werden kann.

1.1. Zervixkarzinom und seine Vorstufen

1.1.1. Kanzerogenese

Nichtinvasive, so genannte prakanzerdse Vorstufen des Zervixkarzinoms, gehen
dem invasiven Stadium voraus. Als typischer Entstehungsort fir Praneoplasien der
Cervix uteri wird die Transformationszone angesehen. Das Oberflachenepithel der
Portio vaginalis cervicis (Portio) besteht aus mehrschichtigem unverhornendem
Plattenepithel. Der Zervikalkanal dagegen wird von Zylinderepithel ausgekleidet.



Anteile der Portio, die aul3erhalb des Muttermundes liegen werden als Ekto- und
Anteile, die innerhalb liegen als Endocervix bezeichnet. Am besten lasst sich der
Grenzbereich dieser beiden Epithelien beurteilen, wenn er im Bereich des aul3eren
Muttermundes, also ektozervikal liegt. Das ist bei Frauen im geschlechtsreifen Alter
der Fall. Bei jungen Madchen und Frauen nach der Menopause ist die Grenze
endozervikal gelegen. An diesem Grenzbereich, der so genannten
Transformationszone, finden unter hormonellem Einfluss standig
Umwandlungsprozesse (Epidermisierung durch Plattenepithel mit vermehrten
Mitosen sowie Zellreifungs- und Differenzierungsvorgadngen) statt (Baltzer, 2001).
Unter diesen Regenerationsvorgangen ist die Transformationszone besonders
vulnerabel fur Infektionen z.B. mit HPV, die zu dysplastischen Zellveranderungen
fuhren konnen (Fischer et al., 2001). Humanen Papillomaviren wird der
entscheidende Faktor bei der Entstehung des Zervixkarzinoms und seiner Vorstufen
zugeschrieben (Schneider et al., 2002; lkenberg, 2002(a)(b); Ikenberg, 2001(a)).
Besteht eine Infektion mit HPV im unteren Genitaltrakt Gber mehrere Jahre, kann
sich eine Krebsvorstufe (Dysplasie, intraepitheliale Neoplasie) entwickeln. Diese
prakanzerésen Verdnderungen beinhalten Zell- und Zellkernveranderungen mit
Zellstrukturveranderungen, Ausreifungsstérungen des Epithels und Stérung der
Zellschichtung (Boyle et al., 2000). Humane Papillomaviren infizieren ausschlief3lich
Keratinozyten. Das morphologische Kennzeichen in der zytologischen bzw. in der
histologischen Diagnostik einer HPV- Infektion sind Koilozyten, das sind Epithelzellen
mit einer perinukledren klaren Zone und einer erhéhten Dichte des umgebenden
Plasmasaums. Sie dienen als Unterscheidungskriterium zwischen einer CIN |- Lasion
und einer nicht- HPV- Lasion (Roteli-Martins et al.,, 2001). Das morphologische
Substrat genetischer Veranderungen, die im Zusammenhang der HPV-assoziierten
Kanzerogenese an der Cervix uteri vorkommen, sind zervikale Dysplasien. Als
wichtiger molekularer Schritt wird dabei die Integration der Virus- DNA in das Genom
der Wirtszelle angesehen. Die Virus— DNA- Integration wird als Startpunkt der
zervikalen Kanzerogenese aufgefasst (Richart et al., 1998). Diese Vermutung wurde
1999 von Klaes et al. bestatigt. Proben von HPV- 16 und 18 zeigten, dass normales
Zervixgewebe und CIN |- Lasionen keine Viren- Integrate enthielten. Dagegen
wurden bei 5% der CIN II- Lasionen und 16% der CIN IlI- Lasionen Integrate
nachgewiesen. Das invasive Karzinom hatte mit 88% die hochste Anzahl an

nachgewiesenen Integraten.



1.1.2. Zervikale intraepitheliale Neoplasie (CIN)

Der Begriff der cervikalen intraepithelialen Neoplasie (CIN) wurde 1967 von Richart
eingefiihrt. Er definiert die histopathologischen Verdnderungen am Zervixepithel.
Dabei entspricht die leichte Dysplasie einer CIN |- Lasion und die maRig schwere
Dysplasie einer CIN II- L&sion. Die schwere Dysplasie und das Carcinoma in situ
werden als CIN lll- Lasion zusammengefasst. Bei der schweren Dysplasie und beim
Carcinoma in situ liegt ein vollstandiger Schichtungsverlust des Epithels vor. Alle
Epithelzellagen weisen Mitosen auf (Baltzer, 2001). Aus jeder dieser zervikalen
intraepithelialen Neoplasien kann direkt oder aber Uber mehrere Vorstufen ein
invasives Wachstum erfolgen (Fischer et al., 2001). Das maligne Potential steigt aber
mit Zunahme der strukturellen Veranderung (Baltzer, 2001). Der Hauptrisikofaktor in
der Entwicklung und Progression von CIN- Lasionen wird humanen Papillomaviren
zugeschrieben. Das biologische Verhalten zervikaler Préakanzerosen ist nicht
eindeutig vorhersehbar, wie einige Langzeitstudien belegen (Schneider et al., 2000).
Nichtinvasive Zervixneoplasien kénnen regredieren, persistieren oder progredieren.
Nach einer Metaanalyse von Ostér 1993 wird angenommen, dass eine CIN | nur zu
1% zum invasiven Karzinom fortschreitet, eine CIN Il kaum Uber 5% und sogar eine
CIN 1l nur zu héchstens 20% nach einem Intervall von durchschnittlich 15 Jahren.
Dagegen regredieren Uber einen entsprechend langen Beobachtungszeitraum 57%
der CIN I- Lasionen, 43% der CIN Il- und 32% der CIN lll- Lasionen spontan. Bis zu
70% der leichtgradigen Dysplasien oder CIN | regredieren innerhalb der folgenden 5
Jahre (DGGG Empfehlung, 2001). Eine andere Klassifikation (Bethesda System,
1993), die in den USA sehr verbreitet ist, unterscheidet zwischen low grade
squamous intraepithelial lesion (LSIL) und high grade squamous intraepithelial lesion
(HSIL). Dabei entspricht LSIL einer CIN | und/oder einem Hinweis auf HPV- Infektion,
HSIL einer CIN Il oder Ill. Zuséatzlich gibt es eine Gruppe atypischer squamdser
Zellen unbestimmter Bedeutung (ASCUS).
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1.1.3. Zervixkarzinom

Beim Zervixkarzinom unterscheidet man zwei gréf3ere histologische Gruppen: Das
Plattenepithel- und das Adenokarzinom. In einer Ubersicht von Schwartz et Weiss
von 1986 entfielen von 8647 Fallen von invasiven Zervixkarzinomen 77% auf
Plattenepithelkarzinome, 11% auf Adenokarzinome, 2, 5% auf adenosquamose
Karzinome und die ubrigen Karzinome auf unspezifizierte epitheliale Tumoren. Die
Wachstumsgeschwindigkeit des Carcinoma in situ (Ca in situ) betrdgt beim
Plattenepithel im Durchschnitt 18 Jahre und beim Drisenepithel 12 Jahre (Plaxe et
Saltzsein, 1999). Vom Zervixkarzinom sind in den meisten Fallen Frauen zwischen
dem 40. und 50. Lebensjahr betroffen.

1.2. Humane Papillomaviren

1.2.1. Historische Aspekte

1884 entwarf Chamberland einen Filter, dessen Poren grold genug waren, Viren
hindurchzulassen, aber Bakterien zurtckhielten (Porter, 1997). 1933 wurden
Papillomaviren erstmals von einer bestimmten Kaninchenart, so genannten
““cottontail rabbits™ isoliert (Jastreboff et Cymet, 2002; Shope, 1933). 1935
entdeckte man, dass Papillome, durch das humane Papillomavirus hervorgerufen,
das Potential besitzen, in malige Prozesse tUberzugehen (Rous and Beard, 1935).
1949 wurden eine Reihe von Papillomaviruspartikeln aus Hautwarzen erstmals mit
dem Elektronenmikroskop beobachtet. Epithelzellen, die von humanen
Papillomaviren infiziert waren, wurden 1956 beschrieben und als Koilozyten
bezeichnet (Koss et Durfee, 1956). Die genetische Struktur der Papillomaviren wurde
1963 von Crawford and Crawford entschlisselt. Die Unmoglichkeit der kulturellen
Anzucht von Papillomaviren fuhrte in den folgenden Jahren zu keiner fortschrittlichen
Neuentdeckung (Burk, 1999). Jablonska et al. sprachen nach neueren

Untersuchungen 1972 von einem Zusammenhang von Papillomaviren und
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Tumorgenese. In den 80 er Jahren gelang dann mit der Isolation von neuen HPV-
Typen (HPV 6 und 11) von Genitalwarzen und (HPV 16 und 18) Zervixkarzinomen
ein neuer Durchbruch (Boshart et al., 1984; Durst et al., 1983; Gissmann and zur
Hausen, 1982; Gissmann et al., 1980). Es dauerte aber dann noch mal ungeféahr 10
Jahre, bis der kausale Zusammenhang zwischen humanen Papillomaviren und
Zervixkarzinomentstehung weitgehend lberall akzeptiert wurde. 1995 wurden dann
die HPV- Typen 16 und 18 von der Weltgesundheitsorganisation als kanzerogen flr
den Menschen (group |) klassifiziert (IARC, 1995).

1.2.2. Typen und Subtypen

Es sind Uber 80 verschiedene HPV- Typen bekannt sowie zahlreiche HPV- DNA
Fragmente, die wahrscheinlich als neue HPV- Typen eingeteilt werden (Iftner und
Holz, 2002; Myers et al., 1997). Die humanen Papillomaviren stellen eine sehr
heterogene Gruppe von Erregern dar. Serologische Verfahren zur Typisierung waren
bisher nicht moglich, daher werden die HPV- Typen aufgrund ihrer DNA-
Sequenzheterogenitat in unterschiedliche Genotypen unterschieden (von Knebel
Doeberitz, 1992). Bei den einzelnen HPV- Typen handelt es sich um Genotypen, bei
denen sich die einzelnen Typen in der L1-, E6- und in der URR- Gen- Sequenz um
mindestens 10% von jedem anderen bekannten HPV- Typ unterscheiden muissen
(Tyring, 2000; de Villiers, 1997). HPV- Subtypen der einzelnen HPV- Typen
unterscheiden sich in der L1- Gen- Sequenz um 2-10% voneinander, bei HPV-
Varianten unterscheidet sich die DNA- Basensequenz um weniger als 2% (Tyring,
2000; Wieland und Pfister, 1996).
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1.2.3. Viruspartikel und Genomaufbau

HPV gehotren zur Familie der Papovaviren. Die Partikel der HPV sind kleine Capside
ohne umgebende Membranhdulle. Ihr Durchmesser betragt 45-55 nm und die Partikel
haben ein Molekulargewicht von etwa 5 x 106 Dalton. Die Capside bestehen aus 72
Capsomeren, die von den viralen Strukturproteinen L1 und L2 gebildet werden. Das
virale Genom ist im Inneren der Capside untergebracht. HPV besitzen ein zirkulares,
doppelstrangiges DNA- Genom, das aus ungefahr 8.000 Basenpaaren besteht. Das
zirkulare Genom wird in zwei Regionen eingeteilt. Eine Region codiert fur die frih
synthetisierten Strukturproteine und eine Region codiert fir die spat synthetisierten
Strukturproteine (von Knebel Doeberitz, 2001). Zwischen diesen beiden Regionen
befindet sich die upstream regulatory Region (URR). Jedes Genom codiert fir acht
Virusproteine. Der frihe Genombereich codiert fur die Proteine E1-E7 (E = early
region), die in die DNA-Replikation, die Transkriptionskontrolle und in die zellulare
Transformation eingebunden sind. Der spate Genombereich codiert fir die beiden
Strukturproteine L1 und L2 (L = late region) (Tyring, 2000; Howley et al., 1990) Die
vom spaten Genombereich gebildeten Strukturproteine L1 und L2 werden erst in
ausdifferenzierten Keratinozyten gebildet (Berumen et al.,, 1994). Das
Hauptcapsidprotein L1 wird wesentlich starker produziert als das in nur geringen
Mengen synthetisierte L2- Protein (Howley et al., 1990). Die upstream regulatory
Region codiert nicht fur Proteine, sondern enthalt Elemente, die in die DNA-
Replikation und Transkription eingebunden sind (Tyring, 2000).

Transformation

Abbildung 1 Genomkarte von HPV-16
Die Abbildung zeigt die genomische
Organisation von HPV-16. Zu sehen
sind die DNA-Bereiche der transfor-
mations- und replikationsrelevanten Kapsid
frihen (early, E) und spéten (late, L)
Gene, sowie der nichtkodierenden
Region (upstream regulatory region,
URR).

(Scheffner et al., 1994)
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1.2.4. Einteilung

Von den udber 80 bisher identifizierten HPV- Typen infizieren mindestens 30
ausschlie3lich die Haut oder Schleimhaut im Anogenitaltrakt. Die genitalen HPV-
Arten koénnen nach ihrem transformierendem Potential in 2 Gruppen eingeteilt
werden: Gering (LR = low risk) - und Hochrisiko (HR = high risk) - HPV. LR HPV-
Typen (z.B. 6, 11, 42, 43, 44) werden so gut wie nie bei Krebserkrankungen
nachgewiesen. LR- HPV sind die Hauptverursacher von genitalen Warzen. HR HPV-
Typen (z.B. 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68) sind bei
99, 7% aller Zervixkarzinome gefunden worden (Iftner und Holz, 2002; Walboomers
et al., 1999). 80% der Krebsfalle sind mit den 4 haufigsten HR HPV- Typen 16, 18,
31 und 45 assoziiert (Schneider und Gissmann, 2002). Eine andere Einteilung richtet
sich nach dem bevorzugtem Tropismus zur Haut (dermale/kutane Typen z.B. HPV-
Typen 1, 2, 4, die vor allem das verhornende Plattenepithel infizieren) oder zur
Schleimhaut (mukosale Typen z.B. HPV- Typen 6, 16, 18, die insbesondere die nicht
verhornenden Epithelien der Schleimhaute, bevorzugt im Genitaltrakt infizieren)
(Schneider und Gissmann, 2002).

1.2.5. Infektion

Genitale HPV- Erkrankungen sind weltweit verbreitet. Es ist die haufigste sexuell
Ubertragbare virale Erkrankung. Bei Frauen, die jinger als 30 Jahre alt sind betragt
die Infektionsrate mit HPV 10-25%, bei Uber 30-jahrigen Frauen 5-8% (Iftner und
Holz, 2002). Bei Frauen, die alter als 30 Jahre alt sind nimmt die Pravalenz der
nachweisbaren HPV- Infektion ab. Der H&aufigkeitsgipfel fur diagnostizierbare HPV-
Infektionen liegt im Alter zwischen 20 und 25 Jahren. Die kumulative Inzidenz bei
jungen Frauen betrégt bis zu 50% in Abh&ngigkeit vom Sexualverhalten. HPV 16 ist
hierbei der am haufigsten nachgewiesene Typ (Woodman et al., 2001). Nach etwa
12 Monaten ist bei 80% der infizierten Frauen HPV molekularbiologisch nicht mehr
nachweisbar. Nur bei 20% der Infizierten ist eine Persistenz oder Progredienz
nachweisbar. Eine schwergradige Krebsvorstufe kann sich entwickeln (Schneider et
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al., 2001). Das Risiko ist bei einer Infektion mit HPV- 16 am grof3ten mit einem
Maximum 6-12 Monate nach dem ersten HPV- 16 Nachweis (Woodman et al., 2001).
Eine Progression von durchschnittlich 15 Jahren wird bei 3-6% der HR- HPV-
Infektionen beobachtet (Schneider et al., 2002). Eine HPV- Infektion kann latent,
subklinisch oder klinisch verlaufen. Latente Infektionen, die weder zytologische
Veranderungen noch Klinische Zeichen aufweisen, koénnen nur durch
molekularbiologische Methoden nachgewiesen werden. Bei subklinischen Infektionen
kbnnen pathologische Verdnderungen nur durch die Kolposkopie oder die
mikroskopische Untersuchung erkannt werden, eine makroskopische Diagnose ist
nicht maglich. Klinische Infektionen sind dagegen makroskopisch sichtbar, und die
Patientinnen kbnnen Symptome aufweisen (Tyring, 2000). Wie andere DNA- Viren
muss das humane Papillomavirus den Wirtszellapparat fur die Virus- DNA- Repli-
kation nutzen. HPV infiziert die Basalzellen des Epithels und teilt sich in den hdoheren
mehr differenzierten Schichten des Epithels. Studien, in denen eine HPV- Infektion
mittels in- situ- Hybridisierung nachgewiesen wurde, gehen davon aus, dass die
Viruszellreplikation innerhalb des Zellnukleolus stattfindet (Tyring, 2000).

Entwicklungsgeschichte
der HPV-Infektion der
20%" CIN——>CA Cervix uteri.

3-6%
(Schneider et al., 2002)

HPV-Infektion
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1.2.6. Progressionsmarker

Das Ziel von Fraherkennungsmafinahmen sollte vor allem das rechtzeitige Erkennen
von CIN- Lasionen sein, die zu hohergradigen Stadien progredieren. In den letzten
Jahren wurde daher Wert gelegt auf die Identifikation von Faktoren, die ein
Progressionsrisiko anzeigen konnen. Als mogliche Progressionsmarker fur ein
Voranschreiten von einer zervikalen Dysplasie in ein invasives Zervixkarzinom
werden ein wiederholter Nachweis von so genannten onkogenen HR HPV- DNA (van
der Graaf et al., 2002; Nobbenhuis et al., 1999; Clavel et al., 1999; Koutsky et al.,
1992), die Integration von HR HPV- DNA in die Wirtszell- DNA (Klaes et al., 1999),
eine erhohte Viruslast von HR HPV vor allem von HPV- 16 (Josefsson et al., 2000),
das Vorkommen von Varianten von HR HPV vor allem von HPV- 16 in bestimmten
ethnischen Gruppen (Castaneda et al, 2001) und das Auftreten von
Onkogenenvarianten bzw. eine bestimmte Préadisposition bei HPV- Infizierten. Die
klinische Wertigkeit dieser Marker ist bis jetzt aber nicht eindeutig erwiesen. In friihen
Praneoplasien wird das virale Genom als unabhangiges episomales Molekl
repliziert. In den Karzinomzellen liegt das virale Genom in der Regel in
Chromosomen der Wirtszelle integriert vor. Dies fiuhrt wahrscheinlich durch
unterschiedliche Mechanismen zu einer verstarkten Expression viraler Onkogene
(von Knebel Doeberitz, 2001).

1.2.7. Risiko- bzw. Kofaktoren

Nur wenige der mit HPV Infizierten erkranken an Geb&armutterhalskrebs. Das lasst
den Schluss zu, dass neben HPV noch andere endogene und exogene Kofaktoren
fur die Entstehung eines invasiven Karzinoms verantwortlich sind. Besonders wichtig
stellt sich in diesem Zusammenhang die Infektion mit HR HPV dar ( Schlecht et al.,
2001; Konno et al., 1998). Zusatzlich scheinen vor allem genetische Faktoren (HLA-
Status und Veranderungen in den Tumorsuppressorgenen) als endogene Kofaktoren
eine besondere Rolle zu spielen, denn sie erlauben dem Immunsystem nicht, die

Infektion mit HPV zu beenden (zur Hausen and de Villiers, 1994). Auch einer
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Immunsuppression, wie bei einer HIV- Infektion oder bei Transplantations-
Patientinnen, sprechen unterschiedliche Autoren eine gro3e Bedeutung zu
(Ikenberg, 2001(b); Porreco et al., 1975). HIV- seropositive Frauen sind nach einigen
Studien fur dysplastische Veranderungen an der Zervix sowie fur Zervixkarzinome
besonders anfallig. Sinkende CD4- positive T- Lymphozytenzellzahlen werden daftr
verantwortlich gemacht (Davis et al, 2001). Nach einer Studie von Karlsson et al.
(1995) wird die Anzahl der Sexualpartner wahrend des Lebens als wichtigster
unabh&ngiger Risikofaktor angesehen. Es wird auch angenommen, dass das junge
Alter zum Zeitpunkt der HPV- Infektion des Zervixepithels einen Risikofaktor darstellt
(Kahn et al., 2002; Bosch et al., 2002; zur Hausen, 1996). Weitere nicht unerhebliche
exogene Kofaktoren sind wahrscheinlich das Rauchen, zusatzliche infektiose
Agentien (vor allem die Infektion mit Chlamydien) und eine Estrogen- Exposition
(Ikenberg, 2001(b); Walboomers et al., 1999; Roteli-Martins et al., 1998). In einer
Abhandlung von Schneider et al. (2002) wird zu den exogenen Kofaktoren noch die
Anzahl der Geburten hinzugefugt. Allerdings ist die Datenlage hier teilweise sehr
widersprichlich und bedarf in Zukunft noch genauerer Untersuchungen.

1.3. Diagnostik

1.3.1. Morphologische Nachweismethoden

Da den humanen Papillomaviren eine Hauptursache in der Entstehung von
zervikalen Dysplasien zugeschrieben wird, kommt in der Diagnostik dem HPV-
Nachweis besondere Bedeutung zu. Eine Reihe von Erkrankungen sind bereits
makroskopisch als HPV- Infektion zu diagnostizieren (z.B. Condylomata acuminata,
flache Papillome, bowenoide Papulose). Bei einem Groliteil der HPV- assoziierten
Infektionen ist die Infektion klinisch unauffallig. Ab dem 20.Lebensjahr ist bei Frauen
einmal jahrlich ein zytologischer Abstrich von der Cervix uteri im Rahmen der
gesetzlichen Krebsvorsorge vorgesehen. Hier lassen sich morphologische
Zellveranderungen des Zervixepithels nachweisen und werden nach Papanicolaou

(Pap I-V) klassifiziert (Papanicolaou, 1949). Bei zytologisch auffalligen Befunden
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kontrolliert man die Befunde und/oder fuhrt die Patientin einer Kolposkopie zu, die in
der gesetzlichen Krebsfriherkennung in Deutschland leider nicht vorgesehen ist. Mit
Hilfe der Kolposkopie gelingt es Diskrepanzen zwischen makroskopischem und
zytologischem Befund genauer abzuklaren, die Lasion zu lokalisieren, ihre
Ausdehnung zu erfassen und damit einen geeigneten Biopsieort festzulegen
(Baltzer, 2001). Das Betupfen der Portio mit 3% Essigsaure und die Schiller'sche
Jodprobe stellen in diesem Rahmen wichtige Zusatzmethoden dar. Bei suspekten
kolposkopischen und/oder zytologischen Befunden sollte eine histologische
Abklarung erfolgen (Baltzer, 2001). Einige Nachteile morphologischer
Untersuchungen bezuglich der Diagnostik von HPV- Infektionen sowie von zervikalen
Dysplasien und Zervixkarzinomen sind einerseits die nicht sehr hohe Sensitivitat der
Einmaluntersuchung, die in der Literatur zwischen 20 und 95% betragt (eine
Sensitivitat von 93% wird erst bei einer Abstrichserie von 4 Abstrichen erreicht) sowie
die Tatsache, dass bei positiven morphologischen Ergebnissen keine Differenzierung
zwischen low- und high- risk HPV Typen mdglich ist (Kreienberg, 2001). Zusatzlich
wird von einer geringen Reproduzierbarkeit der Untersuchungsergebnisse berichtet
(Schneider et al., 2000). Die nicht sehr hohe Sensitivitat der Einmaluntersuchung
(Rate an falsch negativen Befunden zu hoch) wird in zweidritteln der Félle einer
falschen Entnahmetechnik zugeschrieben und in einem Drittel der Falle einer
falschen Untersucherbeurteilung (Baltzer, 2001). Als Alternative stellt sich die
flissige Zytologie dar (liquid based cytology). lhr wird im Gegensatz zum
konventionellen Pap- Abstrich eine hohere Sensitivitat bei &ahnlicher Spezifitat
zugesprochen (Payne et al., 2000).

1.3.2. HPV- DNA- Nachweis

Mit dem Nachweis von viraler DNA kann eine HPV- Infektion gesichert und
gleichzeitig typisiert werden. Die klassischen Methoden fir den Virusnachweis wie
Elektronenmikroskopie, Zellkultur und einige immunologische Methoden sind zum
HPV- Nachweis nicht geeignet. In der Diagnostik werden heutzutage hauptsachlich
die Polymerase- Ketten- Reaktion (PCR) und die direkte Hybridisierung mit dem
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Hybrid Capture Assay (HCA) genutzt (lkenberg, 2002(b); DGGG Empfehlungen,
2001). Im Gegensatz zu anderen Methoden der HPV- DNA- Diagnostik wie z.B. in-
situ Hybridisierung (ISH), Southern Blot (SB) oder Filter in- situ Hybridisierung (FISH)
haben sie eine erhéhte Sensitivitat (PCR und HCA) und sind technisch relativ leicht
durchfuhrbar (HCA). Bei der PCR- Methode haben sich zwei unterschiedliche
Primersets etabliert: GP5+/6+ und MY09/11 (Schneider et al.,, 2001). Der Hybrid
Capture Assay hat bisher als einziger Test eine Zulassung der amerikanischen
Gesundheitsbehorde FDA fur den Routineeinsatz (lkenberg, 2002(b)). Der Hybrid
Capture Assay unterscheidet bis zum heutigen Zeitpunkt 13 HR- von funf LR- Typen
(Schneider et al., 2002; Castle et al., 2002). Bei der Anwendung molekular-
biologischer Techniken wie PCR oder direkt Hybridisierung werden wegen der sehr
hohen Sensitivitdt zuséatzlich eine grol3e Anzahl asymptomatischer Infektionen
erfasst (Schneider, 2001). Denn das maligne Geschehen ist das ganz seltene Ereig-

nis einer sehr haufigen Infektion.
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2. FRAGESTELLUNG

2.1. Hypothesen

In vielen molekularbiologischen und epidemiologischen Studien wird der kausale
Zusammenhang zwischen einer Infektion mit bestimmten Hoch- Risiko- HPV- Typen
und der Entstehung eines Zervixkarzinoms dargestellt (Bosch et al., 2002). Dieses
Verstandnis einer virusinduzierten Karzinogenese fiihrt zu der Uberlegung, ob eine
Implementation eines HPV- Nachweises zusétzlich zum zytologischen Abstrich in die
Routinekrebsvorsorge eingefihrt werden sollte (Klug und Blettner, 2003). Die
zytologische Abstrichuntersuchung (Pap- Test), die im Rahmen der Krebsvorsorge
routinemafig durchgefihrt wird, hat zu einer deutlichen Abnahme der
Zervixkarzinomhaufigkeit gefihrt. Gleichzeitig ist die Zahl der prakanzerésen
Vorstufen nicht unerheblich angestiegen (Deutsche Krebsgesellschaft E.V.,
Deutsche Krebshilfe E.V., 2001). Mit dem Pap- Test alleine kann jedoch kein HPV-
Nachweis durchgefihrt werden. Es kann weder eine Typisierung vorgenommen
werden noch kann zwischen einer latenten und aktiven HPV- Infektion differenziert
werden (Neumann et al.,) Die Firma Virofem propagiert, dass mit ihrem Viroactiv®
Test eine aktive, produktive HPV-Infektion in histologischen und zytologischen
Praparaten nachgewiesen werden kann (Ikenberg, 2002(a); Habedank et al.,)
Virofem beschreibt, dass der Viroactiv® Test auf monoklonalen Antikdrpern basiert,
die das Kapsidprotein L1 der humanen Papillomaviren erkennen (Sapp et al., 1994).
Weiterhin fuhren sie aus, dass dieses Virusprotein gebildet wird, wenn die virale
Reproduktion abgeschlossen ist und reife Viren entstehen. Sie setzen voraus, dass
in dieser aktiven Phase sich die Viren im Gewebe ausbreiten, die Viruslast sich
erhoht und dadurch die Gefahr der Entartung entsteht. Die Firma Virofem postuliert,
dass der Viroactiv® Test ein Frihwarnsystem darstellt, der das HPV- Hullprotein L1
erkennt, bevor die infizierte Zelle entarten und Krebs bilden kann. Zudem kann der
Viroactiv® Test bei suspekten Befunden nach Pap- Test durch einen HPV-Nachweis
und eine HPV- Typisierung wichtige Hinweise fir die weitere Behandlung liefern
(Streeck und Hilfrich, 2000)
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2.2. Studienziel

Ziel dieser retrospektiven Studie ist der Vergleich von drei verschiedenen HPV-
Diagnosemaglichkeiten, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten am gleichen Préparat
durchgefiihrt werden. Die Ergebnisse des zytologischen Abstrichs sollen mit dem
Hybrid Capture Test und dem Viroactiv® Test verglichen werden. Die von der Firma
Virofem zum Viroactiv® Test gemachten Aussagen werden Uberprift und den
anderen Testergebnissen gegenubergestellt. Ferner soll der Zusammenhang von
Patientinnen mit auffalligem Pap- Test (Pap- Abstrichergebnis > [IW) und einem
vermehrten HPV- Nachweis analysiert werden. Es soll auch der Zusammenhang
zwischen einem zytologischen Abstrichbefund und einem HPV- Nachweis untersucht
werden. Zusatzlich soll diese Studie weitere Informationen tber die Verbreitung von

HPV liefern und Bezlige zu anderen Faktoren wie dem Patientenalter herstellen.
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3. PATIENTEN, MATERIAL UND METHODEN

3.1. Patientenkollektiv

3.1.1. Auswabhlkriterien fir die Patientensuche

Das Patientenkollektiv setzt sich aus 115 Patientinnen der Dysplasiesprechstunde
der Frauenklinik der Universitat Dusseldorf zusammen. Diese Patientinnen wurden
zuvor von einem niedergelassenen Gynakologen routinemé&Rig behandelt und mit
auffalligen zytologischen Vorbefunden tberwiesen. Bei ihnen wurden im Rahmen der
gynakologischen Untersuchung zytologische Abstriche von der Cervix uteri
entnommen, mit einer zytologischen Befundnummer gekennzeichnet, nach
Papanicolaou gefarbt und mit dem Hybrid Capture Assay eine HPV Nachweis-
untersuchung durchgefiihrt. Die Abstriche wurden im zytologischen Labor der
Frauenklinik der Heinrich- Heine- Universitat Dusseldorf, nach zytologischen
Befundnummern sortiert, archiviert. Alle Patientendaten und Untersuchungs-
ergebnisse wurden in Akten gesammelt und in der Dysplasiesprechstunde der
Frauenklinik der Heinrich- Heine- Universitat aufbewahrt. Es wurden nur Patientinnen
in diese retrospektive Studie aufgenommen, bei denen Ergebnisse von zum gleichen
Zeitpunkt durchgefuhrten zytologischen Abstrichpraparaten mit morphologischer
Bewertung und eine HPV- Nachweisuntersuchung vorlagen.

3.1.2. Patientendaten

Die Patientinnen waren in DUsseldorf und der naheren Umgebung wohnhaft. Ihr Alter
lag zwischen 17 und 77 Jahren (Durchschnittsalter 35,36 Jahre). 39 der 115
Patientinnen waren zum Zeitpunkt der Erstvorstellung in der Dysplasiesprechstunde



HIV- seropositiv. Teilweise wurde bei ihnen schon auswarts eine Therapie wie z.B.
eine Laserkonisation aufgrund von Zervixepithelveranderungen durchgefihrt. Die
einzelnen Untersuchungszeitrdume betrugen von einer einmaligen Untersuchung bis
zu 9 Jahren. Die fur diese Arbeit verwendeten Abstichuntersuchungen wurden von
1986 bis 1999 entnommen (hauptséchlich von 1996 bis 1999).

3.2. Zytologische Abstriche

3.2.1. Abstrichgewinnung

Von der Cervix uteri wurden mit verschiedenen Entnahmeinstrumenten wie
Wattetrager oder Burstchen ekto- und endozervikale Zellen entnommen, auf einem
Objekttrager ausgestrichen und sofort mit eine Mischung aus 50% Athanol (96%)
und 50% Diethylether fixiert. Beide Substanzen wurden von der Firma Merck
(Darmstadt) bezogen. Die Abstrichentnahme und Fixierung auf einem Objekttrager
wurde in der Dysplasiesprechstunde der Frauenklinik der Heinrich- Heine- Universitat
Dusseldorf von Herrn Priv.-Doz. Dr. med. V. Kuppers durchgefihrt.

3.2.2. Papanicolaou Farbung

Nach Fixierung der zytologischen Abstriche wurde die Kernfarbung mit Hamatoxylin
und die Plasmafarbung mit einer Kombination aus Orange G6 und
Polychromfarbstoff durchgefihrt. Die Farbstoffe wurden von der Firma Merck
(Darmstadt) bezogen. Die Kernfarbung ermdéglicht die Beurteilung der Kernstrukturen
(GrolRe, Form und Chromatingehalt). Die Beurteilung der Zellmorphologie erfolgte mit
dem Lichtmikroskop. Die Farbung der zytologischen Abstrichpraparate erfolgte im
zytologischen Labor der Frauenklinik der Heinrich- Heine- Universitat Dusseldorf.
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3.2.3. Minchner Klassifikation

Die Einteilung der zytologischen Befunde wurde anhand der Minchner Nomenklatur

Il fur die gynékologische Zytodiagnostik (Hilgarth, 2001)) durchgefihrt:

- Gruppe | negativ

- Gruppe I negativ, Entziindung

- Gruppe Il W negativ, fraglich

- Gruppe Il Verdachtig

- Gruppe lll D leicht - mafige Dysplasie

- Gruppe IV A schwere Dysplasie, Carcinoma in situ (Cis)

- Gruppe IV B Carzinoma in situ (Cis), invasives Karzinom nicht
auszuschliel3en

- Gruppe V invasives Karzinom

Die Einteilung der 115 zytologischen Abstrichpraparate wurde vom zytologischen
Labor der Frauenklinik der Heinrich- Heine- Universitat Disseldorf vorgenommen.
Die 115 Abstrichpraparate der Patientinnen werden folgendermalien klassifiziert:

- Gruppe | 29 Patientinnen
- Gruppe 39 Patientinnen
- Gruppe W 9 Patientinnen
- Gruppe Il 0 Patientinnen
- Gruppe lll D 21 Patientinnen
- Gruppe IVA 15 Patientinnen
- GruppelVB 1 Patientin

- Gruppe V 1 Patientin



3.2.4. Hybrid Capture Assay

Fur die Anwendung im Routinebereich zum Nachweis von HPV DNA hat sich ein
Sandwich- Hybridisierungsverfahren durchgesetzt, der Hybrid Capture Assay (HCA).
Dies ist das Ergebnis einer umfangreichen Analyse, die im Auftrag des englischen
National Health Service durchgeftihrt wurde. Der HCA (Digne Hybrid Capture System
Digene Diagnostics, Inc. Gaithersburg, MD USA) ist ein einfacher nicht radioaktiver
Immuntest, welcher RNA Proben zum Nachweis von Einzelstrang Ziel- DNA nutzt
und 18 verschiedene anogenitale HPV Typen identifiziert (Hall et al., 1996). Der Test
unterscheidet 5 LR HPV Typen (6,11,42,43 und 44) und 13 HR HPV Typen
(16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58 und 59). Es kdonnen mit diesem Testsystem
lediglich  Hochrisikotypen (positiv ja/nein) oder Niedrigrisikotypen separat
nachgewiesen werden, eine Genotypisierung der unterschiedlichen HPV- Typen ist
nicht moglich. Nach alkalischer Denaturierung mit verdiinnter NaOH- Lésung zur
DNA Freilegung und ihrer Aufspaltung in Einzelstrange wurden die Zellproben in
einem Hybridisierungsrohrchen mit HPV RNA Sonden (RNA Sonden von 5 LR HPV
Typen und RNA Sonden von 13 HR HPV Typen) zusammengebracht. Bei Vorhan-
densein von Ziel- DNA wurden RNA- DNA- Hybride gebildet. AnschlieRend fand
durch polyklonierte Antikdrper, die spezifisch mit RNA- DNA Hybriden reagierten,
eine Bindung von RNA- DNA Hybriden auf der Oberflache eines Captureréhrchens
statt. Die nicht reagierende Probe wurde nicht auf der Rohrchenoberflache gebunden
und abgewaschen. Daraufhin zugesetzte monoklonale AntikGrper waren mit einer
spezifischen alkalischen Phosphatase konjugiert und lagerten sich an die gebun-
denen Hybride an. Nach Chemilumineszenz- Substratzugabe, das spezifisch von der
alkalischen Phosphatase des Konjugats gespalten wurde, wurden Lichtblitze
freigesetzt. Diese Lichtblitze wurden von einem Luminometer (Firma Berthold, Bad
Wildbad) als “"relative light units™ (RLU’s) gemessen. RLU- Werte, die groRer oder
gleich dem ermittelten Grenzwert waren, zeigten, dass im Patientenmaterial HPV
DNA vorhanden war. RLU- Werte unterhalb des Grenzwertes gaben an, dass keine
Infektion mit den in der Sondenmischung vorhandenen HPV- Typen vorlagen oder
die HPV- Konzentrationen unterhalb der Nachweisgrenze dieses Testes lagen. Die
Menge des emittierten Lichts war direkt proportional zu dem Gehalt an Virus DNA in
der untersuchten Probe. Der Test lieferte somit einen Hinweis Uber die
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Viruskonzentration im Untersuchungsmaterial, ohne jedoch eine genaue quantitative
Aussage gemacht zu haben. Die Untersuchung auf eine HPV Infektion erfolgte im
onkologisch- immunologischen Labor der Frauenklinik der Heinrich- Heine-
Universitat Dusseldorf. Der Hybrid Capture Assay hat als bisher einziger HPV-
Nachweistest eine Zulassung fur den Routineeinsatz von der amerikanischen
Gesundheitsbehorde FDA erhalten.

3.3. Auflistung der Vorbefunde

Die Patientendaten, die aus den Akten zusammengetragen worden sind, wurden in
spezielle Listen Ubertragen. Diese Listen enthielten den Namen der Patientin, ihren
Wohnort, ihr Alter, ihren behandelnden niedergelassenen Gynakologen, ihren HIV-
Status (seropositiv bzw. seronegativ), ihre zytologische Befundnummer (bei
Mehrfachbefunden nach GrofRe und Jahresangabe sortiert), ihr zytologisches
Befunddatum (Abstrichentnahme), ihre zytologische Befundeinteilung nach der
Munchner Klassifikation, ihr HCA- Ergebnis fur LR HPV und HR HPV getrennt
aufgefluhrt, ihren Kolposkopiebefund (falls durchgeftihrt), ihren histologischen Befund
(falls Biopsien entnommen wurden), Angaben Gber Geburten (spontan oder Sectio)
und Aborte, Angaben Uber zuséatzliche Infektionen und Beschwerden wie z.B. eine

Pilzinfektion oder Pruitus vulvae.
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3.4. Versuchsdurchfiuhrung

3.4.1. Versuchsmaterial

Viroaktiv® HPV Screening Pur VASP (panreaktiv aul3er HPV 1, 40 und 63), ein
monoklonaler Maus- Antikérper, wurde von der Firma Virofem Diagnostica GmbH
(Wiesbaden) bezogen. Peroxidase Mouse PK4002 1gG Vectastain ABC Kit (zur
Herstellung des Kaninchenserums, des biotinylierten Sekundér- Antikérpers und des
Avidin- Biotin-Komplexes) wurde von der Firma Vector Laboratories (Burlingame, CA
94010) bezogen. DAB Chromogen Peroxidase Substrat wurde von der Firma Scy
Tek (Utah 84321, USA) bezogen. Mayers Hamalaunlésung wurde von der Firma
Merck (Darmstadt) bezogen. Aquamount Gurr wurde von der Firma BDH Laboratory
Supplies (Poole, England) bezogen. Die einzelnen Substanzen zur Herstellung des
PBS Puffers, des Zitratpuffers und der 2N NaOH wurden von der Firma Merck
(Darmstadt) bezogen.

3.4.2. Vorbereiten der Puffer und der feuchten Kammer

Zitratpuffer-Herstellung:

10,59 Citronensaure- Monohydrat und 500ml Aqua dest. wurden gut gemischt. Zur
genauen ph- Wert- Einstellung auf 6,0 wurden 2N NaOH (80g auf 1l Aqua dest.)
tropfchenweise langsam dazugegeben. Dann wurde der Puffer 1:10 verdinnt. PBS
Puffer-Herstellung: 80g NaCL, 5,71g Na2HPO4 + 2H20 und 2g KH2PO4 ad 1000ml
Aqua dest.. Zur genauen ph- Wert- Einstellung auf 7,4 wurden 2N NaOH tropfchen-

weise langsam dazugegeben. Dann wurde der Puffer 1:10 verdinnt.

Feuchte Kammer:

In einer verschlieRbaren Plastikschale wurde der Boden mit Wasser bedeckt. Die

Ablageflache fur die Objekttrager kam mit dem Wasser nicht in Kontakt.
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3.4.3. Vorbereitung der Proben

Damit die Abstrichzytologien erneut bearbeitet werden konnten, mussten als erster
Schritt die Deckglaser der Objekttrager entfernt werden. Dazu wurden die nach
Papanicolaou gefarbten Abstrichpraparate mindestens eine Woche in eine Klvette
mit Xylollésung eingestellt.

3.4.4. Rehydrierung und Antigenbindungsstellen- Demaskierung in der Mikrowelle

Die Abstrichpraparate und eine Positivkontrolle, welche ab hier mitgefiihrt wurde,
wurden uber eine absteigende Alkoholreihe rehydriert. Dazu erfolgte eine Einstellung
der Objekttrager von je 5 min. in 99%, 80%, 70% Alkohol und PBS- Puffer in einer
Klvette. AnschlieRend wurden die Praparate vollstandig mit Zitratpuffer bedeckt und
fur 1 mal 6 min. und 2 mal 5 min. bei voller Leistung in der Mikrowelle gekocht. Dabei
wurde darauf geachtet, dass die Praparate immer mit Zitratpuffer bedeckt waren.
Danach wurden die Praparate in Zitratpuffer fur mindestens 30 min. bei
Raumtemperatur abkunhlt.

3.4.5. Blockierung der endogenen Peroxidase

Zur Blockierung der endogenen Peroxidase wurden auf die Objekttrager 2 Tropfen
(100ul) 3% H202 getropft und die Praparate daraufhin 15 min. bei Raumtemperatur

in der feuchten Kammer inkubiert.
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3.4.6. Immunhistochemische Farbung

Der immunhistochemische Antigennachweis des viralen Kapsidproteins L1 der
humanen Papillomaviren in zytologischen Abstrichen erfolgte mittels der Avidin-
Biotin- Complex- Methode. Das vom HPV Screening- Antikorper VASP
nachgewiesene Kapsidprotein L1 wird in den sich differenzierenden Epithelzellen
ausschlief3lich in der Spéatphase einer produktiven Infektion synthetisiert und zur
Bildung infektioser Viren bendtigt. Da Papillomaviren sich im Zellkern der Wirtszelle
vermehren, werden bei der immunhistochemischen Farbung durch die Test-
Antikdrper nur die Zellkerne der infizierten Wirtszellen markiert (Streeck et Hilfrich,
2000). Zur Herstellung der Gebrauchslésung wurden 3 Tropfen Kaninchenserum
(Vectastain ABC- Peroxidase Kit) mit 10ml PBS Puffer gut vermischt. 4 Tropfen
(200pl) der hergestellten Verdinnung wurden auf jeden Objekttrager aufgetragen
und 30 min. bei 37°C inkubiert. Dann wurde das Uberschissige Serum abgeklopft.
Die Praparate wurden nicht im PBS Puffer gewaschen! Der Primér- Antikorper, der
monoklonale Maus- Antikorper (Viroaktiv HPV Screening Pur), wurde dann auf die
Objekttrager aufgetragen, so dass alle Abstrichzellen bedeckt waren, und tGber Nacht
bei 4°C inkubiert. Anschlieend wurde der biotinylierte Sekundar- AK (Vectastain
ABC- Peroxidase Kit) in Kit abhéngiger Verdinnung (1 Tropfen Reagenz blau, 3
Tropfen Reagenz gelb und 10 ml PBS Puffer wurden vermischt) mit 2 Tropfen
(100ul) auf den Objekttrager aufgebracht und 30 min. bei 37°C inkubiert. Danach
wurde der Avidin- Biotin- Komplex (Vectastain ABC- Peroxidase Kit) durch Mischung
von 2 Tropfen Reagenz A, 2 Tropfen Reagenz B und 10 ml PBS Puffer hergestellt
und 30 min. bei Raumtemperatur stehen gelassen. Der Komplex wurde dann mit 2
Tropfen (100ul) auf die Préparate aufgebracht und 30 min. bei 37°C inkubiert.
Wahrend der Inkubationszeit wurde die DAB Chromogen Peroxidase Substratlosung
(Farbung) folgendermalfien frisch hergestellt:

50ul DAB Chromogen und 1ml Substrat wurden vermischt. Bei der Herstellung war
hdchste Vorsicht geboten (Handschuhe mussten getragen werden, da die Substanz
kanzerogen ist!). Die Objekttrager wurden dann mit 2 Tropfen (100ul) Substratiésung
benetzt und 6 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Die Gegenfarbung erfolgte darauf
in Hamalaun fur 5 sec.. Die Praparate wurden zum Blauen in eine Klvette mit

Leitungswasser eingestellt. Das Wasser wurde so lange gewechselt bis keine
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Farbwolken von den Praparaten mehr abgingen. Danach wurden die Praparate in
sauberem Leitungswasser 10 min. stehengelassen. Die gefarbten Praparate wurden
mit dem wassrigen Eindeckmedium Aquamount eingedeckt. Die Praparate wurden
nach jedem Schritt (aul3er nach dem Auftragen von Kaninchenserum) 5 min. in PBS
Puffer gewaschen. Abschliel3end wurden die Praparate lichtmikroskopisch nach der

Kernfarbung ausgewertet.

3.4.7. Auswertung der Kernfarbung

Die Auswertung der Kernfarbung erfolgte nach folgenden Kriterien:

Farbte sich der Kern an, wurde der Test als positiv gewertet. Erfolgte keine
Anfarbung des Zellkerns, wurde der Test als negativ gewertet. Die Beurteilung der
Ergebnisse wurde von dem zytologischen Labor der Frauenklinik der Heinrich-
Heine- Universitat dberpruft. Bei fraglichen Befundergebnissen wurden die
Abstrichbefunde zusatzlich von Prof. H. Griesser des Pathologischen Instituts der

Bayrischen Julius- Maximilians Universitat Wirzburg ausgewertet.
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3.5. Statistische Auswertung

3.5.1. Statistische Methoden und Datenanalyse

Die Datenanalyse erfolgte zundchst deskriptiv. Qualitative Daten und
Merkmalsauspragungen wurden als Haufigkeiten entweder absolut oder zur
besseren Anschauung als Prozentwerte dargestellt. Folgende statistische Tests
wurden fur quantitativ stetige Merkmale durchgefuhrt:

Die statistische Signifikanz von Untersuchungsergebnissen wurde anhand von
zweidimensionalen Kreuztabellen Uberprift. Eine Aussage wurde als signifikant
bewertet, wenn das Signifikanzniveau o kleiner als 0,05 (p < 0,05) war. Haufigkeiten
und diskrete Parameter mit mehreren Merkmalsauspragungen wurden in
Abhangigkeit der Anzahl ihres Auftretens mit Hilfe des Fisher- Exact- Tests (n < 5) fur
Vierfelder- Tafeln oder des Chi- Square- Tests (n > 5) ohne Adjustierung fir multiples
Testen durchgefiuhrt. Die statistische Auswertung des Datenmaterials im Hinblick auf
Abhangigkeiten und Verteilungsunterschiede erfolgte mit Hilfe des
Computerprogrammes SAS 6.12 fur Unix (Sachs, 1978). Die Auswertung der
statistischen Daten wurde mit Unterstiitzung des Instituts fur Statistik in der Medizin
der Heinrich- Heine- Universitat unter Leitung von Prof. Mau durchgefuhrt.
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3.5.2. Sensitivitat, Spezifitat, positiver und negativer Voraussagewert

Diagnose tatséchliche Situation:
lautet: krank (positiv) gesund (negativ)
krank (positiv) richtige Entscheidung A |falsch positiv
Fehler 1.Art
gesund (negativ) falsch negativ C |richtige
Fehler 2.Art Entscheidung

Es gelten folgende Definitionen:

Fehler 1.Art ein Gesunder kann als krank eingestuft werden
(falsch positiv)

Fehler 2.Art ein Kranker kann als gesund eingestuft werden
(falsch negativ)

Sensitivitat ist die Anzahl richtig positiver Tests/
Anzahl aller positiven Félle
= A/(A+C) = 1-Fehler 2.Art

Spezifitat ist die Anzahl richtig negativer Tests/

Anzahl aller negativer Falle

= D/(B+D) = 1-Fehler 1.Art

Anzahl richtig positiver Tests/Anzahl aller
positiven Tests

= A/(A+B)

Anzahl richtig negativer Tests/Anzahl aller
negativer Tests

= D/(C+D)

positiver Vorhersagewert

negativer Vorhersagetest

Fur alle Tests gilt:

Eine Aussage wurde als signifikant bewertet, wenn das Signifikanzniveau o kleiner
als 0,05 war (p < 0,05) (Hilgers et al., 2003; Harms, 1998).



3.5.3. Fehlerquellen

Jede Untersuchung ist abhangig von der Qualitat des Untersuchers und der
angewandten Untersuchungsmethode. Das Ziel dieser Studie war der Vergleich drei
unterschiedlicher Diagnoseverfahren zur Erkennung von pramalignen bzw. malignen
Verdnderungen an der Cervix uteri. Ein neuer HPV- Erkennungstest (Viroactiv®
Test) sollte dabei auf seine Aussagekraft hin UGberprift werden. Die HPV-
Testergebnisse des Viroactiv® Tests wurden mit den Untersuchungsergebnissen
des Hybrid Capture Assays und der zytologischen Analyse verglichen. Die
zytologische  Untersuchung galt in dieser Studie als Ausgangsunter-
suchungsverfahren. Der Nachweis von pramalignen und malignen Zellveran-
derungen der Portiooberflache sowie des Zervixkanals ist die seit 40 Jahren
etablierte Methode der Zytologie. Sie besitzt eine hohe Spezifitat und gilt daher als
die Standard- Screening- Methode flr die Diagnostik von zervikalen Veranderungen.
Die Sensitivitat dieser Untersuchungsmethode geriet in den letzten Jahren
zunehmend in die Kritik. Es wurde eine zu hohe Rate an falsch negativen Ergebnis-
sen beméngelt. Diese Rate an falsch negativen Ergebnissen der Zytologie kann aber
durch regelméanRige Testwiederholungen erheblich reduziert werden.
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4. ERGEBNISSE

4.1. Altersprofil

4.1.1. Altersstruktur der Patientinnen

In der vorliegenden Arbeit wurden Patientinnen im Alter von 17 bis 77 Jahren

untersucht.

Das Durchschnittsalter aller 115 Patientinnen betrug zum Zeitpunkt ihrer Erstvorstel-
lung in der Dysplasiesprechstunde insgesamt 35,36 Jahre. Das jeweilige durch-
schnittliche Alter der einzelnen Patientengruppen und die Patientinnenanzahl in den
drei gebildeten Alterszeitspannen (17 bis 25 Jahre, 26 bis 35 Jahre und 36 bis 77
Jahre) ist aus der folgenden Tabelle (Tabelle I) zu enthnehmen:

Untersuchungs- Durchschnitts- 17-25 26-35 36-77
gruppen (in jlgﬁ:en) Jahre Jahre Jahre
Pap I+l (n=68) 36,99 8 30 30
Pap IIW (n=9) 31.34 3 3 3
Pap 1ID (n=21) 33,24 5 10 6
Pap IVA+IVB (n=16) 31,38 2 11 3
Pap V (n=1) 74,00 0 0 1

Tabelle I: Altersdaten der Patientinnen
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Patientinnen der Altersgruppe 26-35 Jahre waren mit 46,96% (n=54) am haufigsten
vertreten. In der Altersgruppe der 36-77 jahrigen waren 37,39% (n=43) der Patientin-
nen vertreten. 62,61% (n=72) der Patientinnen waren unter 36 Jahre und 15,65%
(n=18) der Frauen waren unten 26 Jahre alt. Frauen, die zytologisch einen Pap |
bzw. einen Pap II- Befund aufwiesen, waren im Durchschnitt 37 Jahre alt. Das
Durchschnittsalter der Frauen mit einem Pap [IW- Befund lag bei 31 Jahren, bei
Frauen mit einem IIID- Befund bei 33 Jahren, bei Frauen mit einem IVA- oder IVB-
Befund bei 31 Jahren und die eine Patientin mit einem Pap V- Befund war 74 Jahre
alt.

Zur Veranschaulichung der Altersdaten der Patientinnen in Bezug auf die zytologi-
sche Befundverteilung wurde ein Altersprofil in Form eines Saulendiagramms
(Abbildung I) erstellt.

Altersgruppen: [—17-25 M26-35 FI36-77

T

30 ’
= 25
[}
c
S 201
c
Q
T 151
a,
< 107
N
C
< 5+

0

1 2 3
Zytobefundgruppen

Abbildung I: Vergleich von Altersstruktur und Zytobefund im Gesamtkollektiv

In der Abbildung | sind unter 1 die Pap- Befunde | und Il zusammengefasst. Diese
Patientinnengruppe ist als ““zytologisch gesund " definiert. 2 entspricht in der
Abbildung dem Pap- Befund IIW. Unter 3 sind die Pap- Befunde IIID, IVA, IVB und V
zusammengefasst. Die Befunde reichen von einer Dysplasie bis hin zum invasiven

Karzinom. Patientinnen mit unauffalligem Pap- Abstrich (Pap | und Il) waren in dieser
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Studie gleichmé&Rig mit je 44,12% (n=30) auf die Altersgruppe der 26-35jahrigen und
der 36-77jahrigen verteilt. Patientinnen mit einem fraglich auffalligen Befund (lIW),
die aber in dieser Arbeit zu den nicht dysplastischen Veranderungen gezahlt wurden,
waren gleichmallig mit je 33,33% (n=7) auf alle 3 Altersklassen verteilt. Bei den
Patientinnen mit einem Pap- Befund ab IlID waren die 26-35jahrigen mit 55,26%
(n=21) am starksten vertreten. Die 36-77jahrigen waren mit 26,32% (n=10) und die
17-25jahrigen mit 18,42% (n=7) vertreten. Die Berechnung mit dem Fisher Exact
Test ergab fir a < 5% einen nicht signifikanten p-Wert von 0,199 ohne Adjustierung
fur multiples Testen. Das durchschnittliche Alter der Frauen mit verschiedenen Pap-
Befunden unterschied sich nicht signifikant voneinander.

4.2. Ergebnisse des Hybrid Capture Assays

Test: O positiv M negativ

100

0
(@)

(o))
o

N
(@]

Anzahl [Patientinnen]

N
o

LR HPV mittels HCA HR HPV mittels HCA

Abbildung II: Darstellung der Hybrid Capture Assay- Befunde fur Low Risk und
High Risk- HPV fur das Gesamtkollektiv

Durch den Hybrid Capture Assay konnte in dieser Studie nachgewiesen werden,
dass 15,65% (n=18) der 115 Patientinnen mit Low Risk HPV (LR HPV) und 40,87%
(n=47) der 115 Patientinnen mit High Risk HPV (HR HPV) zum
Untersuchungszeitpunkt infiziert waren. Als HPV positiv wurden in den folgenden
Analysen die Patientinnen angesehen, bei denen mindestens einer der beiden HPV-
Tests (LR/HR) durch den Hybrid Capture Assay positiv ausfiel.
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Test : O positiv M negativ

100
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60

40

Anzahl [Patientinnen]

20+

HIV

Abbildung Ill: HIV-Status fir das Gesamtkollektiv

33,9% (n=39) der 115 Patientinnen waren zur Zeit der Untersuchung HIV seropositiv

und 66,1% (n=76) der Patientinnen waren HIV seronegativ.

Altersgruppen :[J17-25 M26-35 FKI36-77
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HPV negativ HPV positiv
HCA - Befunde

Abbildung IV: Vergleich von Altersverteilung und HPV- Test Befundung durch
den Hybrid Capture Assay im Gesamtkollektiv

Der Patientenanteil der 26-35jahrigen war mit 60,38% (n=32) bei den HPV positiven
Patientinnen am hdchsten, gefolgt von 20,75% (n=11) der 36-77jahrigen. Die 17-
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25jahrigen machten mit 18,87% (n=10) den geringsten Anteil der HPV positiven Pati-
entinnen aus. Bei 62 von 115 Patientinnen fiel der HPV- Test negativ aus. Der grof3te
Anteil der negativen Testergebnisse war in der Gruppe der 36-77jahrigen mit 51,61%
(n=32) zu finden. Bei den 26-35jahrigen waren 35,48% (n=22) der Patientinnen Test
negativ. In der Altersgruppe der 17-25jahrigen waren mit 12,9% (n=8) die geringste
Anzahl an Test negativen Ergebnissen zu finden. Die Wahrscheinlichkeitsberech-
nung mit dem Chi- Square Test ergab fir o < 5% einen signifikanten p- Wert von

0,003 ohne Adjustierung fur multiples Testen.

HCAHPV : Onegativ W positiv

30+

251

20+

15

10

Anzahl [Patientinnen]

| I IIW‘IIID‘ I VA I VB \
Zytobefunde

Abbildung V: Darstellung der HPV- Test Befundung durch den Hybrid Capture
Assay im Vergleich zur zytologischen Befundverteilung

62,54% der durch den Hybrid Capture Assay getesteten Patientinnen waren in dieser
Arbeit HPV negativ. Die HPV Befundergebnisse verteilten sich wie folgt auf die
einzelnen Pap- Abstrich Einteilungen:

93,10% (n=27) der Patientinnen mit einem Pap |- Befund waren HPV negativ. Bei
den Patientinnen mit einem Pap lI- Befund war immer noch der grol3te Anteil mit

71,79% (n=28) HPV negativ. Die Patientinnen mit einem Pap IIW Befund hatten nur
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noch in 33,33% (n=3) einen negatives HPV Testergebnis. Nur noch19,05% (n=4) der
Patientinnen mit einem Pap 111D waren HPV negativ. Die Patientinnen mit einem Pap
IVA, IVB, und V waren alle HPV positiv. Die Wahrscheinlichkeitsberechnung mit dem
Fisher Exact Test ergab fiir o < 5% einen signifikanten p- Wert von 1,11x10™* ohne

Adjustierung fur multiples Testen.

HCA LR HPV : Onegativ M positiv
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Abbildung VI: Darstellung der Low Risk HPV Hybrid Capture Assay-
Befundverteilung im Vergleich zur zytologischen Befundverteilung

In Abbildung VI ist die Verteilung der LR HPV- Befunde in Bezug auf den
zytologischen Befund graphisch dargestellt. 83,34% (n=15) der positiven HPV-
Befunde sind auf die zytologischen Befunde I, II, IW und IIID verteilt. Es gibt zwei
Peaks bei den Zytobefunden Il mit 33,33% (n=6) und [IID mit 44,44% (n=8). Die
Wahrscheinlichkeitsberechnung mit dem Fisher Exact Test ergab fir o < 5% einen

signifikanten p-Wert von 0,029 ohne Adjustierung fur multiples Testen.
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HCA HR HPV : Onegativ positiv
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Abbildung VII: Darstellung der High Risk HPV Hybrid Capture Assay-
Befundverteilung im Vergleich zur zytologischen Befundverteilung

In Abbildung VII ist die Verteilung der HR HPV- Befunde in Bezug auf den
zytologischen Befund dargestellt. 68,09% (n=32) der positiven HPV- Befunde sind
auf die zytologischen Befunde IIID, IVA, IVB und V verteilt. Ein Peak ist bei den
Zytobefunden [IID und IVA mit 63,83% (n=30). Die Wahrscheinlichkeitsberechnung
mit dem Fisher Exact Test ergab fir a < 5% einen signifikanten p-Wert von 5,66

10*® ohne Adjustierung fiir multiples Testen.
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HIV :Oseronegativ W seropositiv
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Abbildung VIII: Vergleich des HIV- Status und der zytologischen Befundung im
Gesamtkollektiv

33,91% (n=39) der in dieser Arbeit untersuchten Patientinnen wurden HIV seropositiv
getestet. Die HIV seropositiven Patientinnen waren mit 41,18% (n=28) in der Gruppe
der Pap I- und Pap II- Befundeten am starksten vertreten. Nur 11,11 (n=1) der
Patientinnen mit einem IIW Pap Befund waren HIV seropositiv. 26,32 (n=10) der
Patientinnen mit einem Pap Befund ab I[IID waren HIV seropositiv. Die
Wahrscheinlichkeitsberechnung mit dem Chi- Square Test ergab fur a < 5% einen

nicht signifikanten p- Wert von 0,097 ohne Adjustierung flr multiples Testen.
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HIV seronegativ /
HCA LR HPV
negativ 59,1 %

HIV seronegativ /
HCA LR HPYV positiv
7,0 %

HIV seropositiv /
HCA LR HPV

HIV seropositiv / negativ 25,2 %

HCA LR HPV positiv
8,7 %

Abbildung IX : Vergleich des HIV-Status und der Low Risk HPV Befundung
durch den Hybrid Capture Assay

59,13% der untersuchten Patientinnen waren HIV seronegativ und hatten einen
negativen LR HPV Hybrid Capture Test. Bei 8,7% der Patientinnen, die HIV
seropositiv waren, fiel der LR HPV Hybrid Capture Assay auch positiv aus. Bei
25,22% der Frauen mit einem seropositiven HIV Test war das Ergebnis des LR HPV
Hybrid Capture Assays negativ. 6,96% der Patientinnen, die HIV seronegativ
gestestet waren, fiel der LR HPV Hybrid Capture Assay positiv aus. Die
Wahrscheinlichkeitsberechnung mit dem Chi- Square Test ergab fur a < 5% einen

signifikanten p- Wert von 0,035 ohne Adjustierung fur multiples Testen.
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HIV seronegativ /
HCA HR HPV positiv
27,0%

HIV seronegativ /
HCA HR HPV negativ
39,1 %

HIV seropositiv/ HCA
HR HPV negativ 20,0
%

HIV seropositiv / HCA
HR HPV positiv
13,9 %

Abbildung X : Vergleich des HIV-Status und der High Risk HPV Befundung
durch den Hybrid Capture Assay

Bei 39,13% der Patientinnen, die HIV seronegativ getestet waren, fiel der HR HPV
Hybrid Capture Assay negativ aus. Dagegen fiel der HR HPV Hybrid Capture Assay
bei 26,96% der HIV seronegativ getesteten Patientinnen positiv aus. 13,91% der
Patientinnen wurden HIV seropositiv getestet und hatten ein positives HR HPV
Hybrid Capture Assay- Ergebnis. 20% der HIV seropositiven Patientinnen hatten
einen negativen HR HPV Hybrid Capture Assay. Die Wahrscheinlichkeitsberechnung
mit dem Chi- Square Test ergab fir a < 5% einen nicht signifikanten p- Wert von

0,981 ohne Adjustierung fur multiples Testen.
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HCA HPV negativ HCA HPV positiv /

/ HIV seropositiv HIV seropositiv
16,5 % 17,4 %

HCA HPYV positiv / HCA HPV negativ
HIV seronegativ / HIV seronegativ
28,7 % 37,4 %

Abbildung XI: Vergleich des HIV- Status und der HPV Befundung durch den
Hybrid Capture Test im Gesamtkollektiv

43 der seronegativen HIV- Patientinnen wiesen einen negativen HPV Hybrid Capture
Test auf. Bei 20 Patientinnen fielen beide Testergebnisse positiv aus. 33
Patientinnen hatten einen positiven HPV Hybrid Capture Test und ein seronegatives
HIV Testergebnis. 19 Patientinnen hatten ein negatives HPV Hybrid Capture
Testergebnis und einen seropositiven HIV Test. Die Wahrscheinlichkeitsberechnung
mit dem Chi- Square Test ergab fir o < 5% einen nicht signifikanten p- Wert von

0,423 ohne Adjustierung fur multiples Testen.

4.3 Ergebnisse des Viroactiv® Tests

Die Ergebnisse des Viroactiv® Tests auf das Patientinnenalter bezogen sind in dem

folgenden Saulendiagramm (Abbildung XII) veranschaulicht:
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Altersgruppen : [017-25 M26-35 [436-77
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Viroactiv® Test

Abbildung XII: Vergleich der Altersstruktur und des Viroactiv® Tests im

Gesamtkollektiv

79,13% (n=91) der Patientinnen wiesen einen negativen Viroactiv® Test auf. Davon
waren 43,96% (n=40) in der Altersklasse der 26-35jahrigen vertreten. 39,56% (n=36)
der Patientinnen waren in der Altersklasse der 36-77jahrigen zu finden, und nur
16,48% (n=15) der 17-25jahrigen hatten einen negativen Viroactiv® Test. Bei den
Viroactiv® HPV positiv Getesteten war der Uberwiegende Anteil der Patientinnen mit
58,33% (n=14) in der Gruppe der 26-35jahrigen vertreten. Dann folgte der Anteil der
36- 77jahrigen mit 29,17% (n=7) und zuletzt der Anteil der 17-25jahrigen mit 12,5%
(n=3). Die Wahrscheinlichkeitsberechnung mit dem Chi- Square Test ergab fur o <
5% einen nicht signifikanten p- Wert von 0,454 ohne Adjustierung fur multiples
Testen.

Die Verteilung der immunhistochemischen (Viroactiv®) HPV getesteten Patientinnen
auf die einzelnen zytologischen Befunde ist in dem nachsten S&ulendiagramm
(Abbildung XIlI) aufgefihrt:
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Abbildung Xlll: Vergleich von Viroactiv® Test und Zytobefundkonstellation im

Gesamtkollektiv

Die Patientinnen mit einem Pap | Befund waren zu 93,10% (n=27) Viroactiv® HPV
negativ. Bei den Patientinnen mit einem Pap Il Befund waren 89,74% (n=35) HPV
negativ. Patientinnen, die einen Pap IIW Befund aufwiesen, waren in 88,89% (n=8)
der Falle HPV negativ. Beim Pap 1lID wiesen 42,86% (n=9) der Patientinnen einen
negativen HPV- Test auf, beim Pap IVA 42,86% (n=10) und beim Pap IVB und V
100% (n=1). Der Hauptanteil der HPV Positiven fand sich bei den Patientinnen mit
einem Pap IlID und einem Pap IVA Befund. 57,14% (n=12) der Patientinnen mit
einem IlID Pap- Abstrich waren HPV positiv. Bei den Patientinnen mit einem IVA
Befund waren es 33,33% (n=5). Die Wahrscheinlichkeitsberechnung mit dem Fisher

Exact Test ergab fir o < 5% einen signifikanten p- Wert von 2,49%10“ ohne

Adjustierung fur multiples Testen.

Als né&chstes wird der Vergleich der HPV Testergebnisse durch den Hybrid Capture
Assay (als Gesamtergebnis und fur LR HPV und HR HPV getrennt) und den

Viroactiv®Test in drei Kuchendiagrammen dargestellt:
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HCA LR HPV HCA LR HPV

negativ / positiv / Viroactiv®
Viroactiv® negativ negativ. 7,8 %
71,3 %
HCA LR HPV
HCA LR HPV negativ /
positiv / Viroactiv® Viroactiv® postiv
postiv 7,8 % 13,0 %

Abbildung XIV: Darstellung der Low Risk HPV Hybrid Capture Assay-
Befundverteilung im Vergleich zum Viroactiv® Testergebnis fur das Gesamt-
kollektiv

Beim Vergleich von den LR HPV Untersuchungsergebnissen durch den Hybrid
Capture Assay und den HPV- Ergebnissen des Viroactiv® Tests fielen in 9 Féllen
(7,8%) beide Tests positiv aus. In 82 Fallen (71,3%) fielen beide Tests negativ aus.
In 9 (7,8%) Fallen war das Ergebnis fur LR HPV Hybrid Capture Assay positiv
wéhrend der Viroactiv® Test HPV negativ war. 15 (13%) mal fiel der Viroactiv® Test
positiv aus wohingegen der LR HPV Hybrid Capture Assay negativ war. Die
Wahrscheinlichkeitsberechnung mit dem Fisher Exact Test ergab fir o < 5% einen

signifikanten p- Wert von 2,56%10° ohne Adjustierung fiir multiples Testen.
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HCA HR HPV
negativ / HCA HR HPV
Viroactiv® negativ ; positiv / Viroactiv®

54,8 % negativ. 24,3 %
HCA HR HPV
HCA HR HPV negativ /
positiv / Viroactiv® Viroactiv® postiv
postiv. 16,5 % 4,3 %

Abbildung XV: Darstellung der High Risk HPV Hybrid Capture Assay-
Befundverteilung im Vergleich zum Viroactiv® Testergebnis fur das Gesamt-
kollektiv

Beim Vergleich von HR HPV-Infektion mittels des Hybrid Capture Assays und HPV-
Infektiositat mittels des Viroactiv® Tests waren bei 19 (16,5%) Patientinnen beide
Tests positiv. Bei 63 (54,8%) Patientinnen fielen beide Tests negativ aus. 28 (24,3%)
Patientinnen hatten einen negativen Viroactiv® Test und einen positiven HR HPV
Hybrid Capture Assay. 5 (4,3%) Patientinnen hatten einen positiven Viroactiv® Test
und ein negatives HR HPV Ergebnis. Die Wahrscheinlichkeitsberechnung mit dem
Chi- Square Test ergab fir a < 5% einen signifikanten p-Wert von 0,001 ohne

Adjustierung fur multiples Testen.
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Die HPV Gesamtzahl wurde folgendermal3en festgelegt:
Fiel einer der durch den Hybrid Capture Assay ermittelten Tests (HR HPV oder LR
HPV) positiv aus, wurde der Test insgesamt als positiv gewertet. Dieses Gesamter-

gebnis wurde dann mit den Ergebnissen des Viroactiv® Tests verglichen:

HCA HPV negativ HCA HPV positiv /
/ Viroactiv® R Viroactiv® negativ
negativ. 50,4 % 28,7 %

HCA HPV positiv /
Viroactiv® postiv
17,4 %

HCA HPV negativ
/ Viroactiv® postiv
3,5%

Abbildung XVI: Darstellung der HPV Hybrid Capture Assay- Befundverteilung

im Vergleich zum Viroactiv ® Testergebnis fur das Gesamtkollektiv

In 33 Fallen war das Ergebnis des Viroactiv® Tests negativ und das Gesamtergebnis
des Hybrid Capture Assays positiv. In 58 Féllen waren beide Testergebnisse negativ
und in 20 Féllen beide positiv. In 4 Fallen war das Ergebnis des Viroactiv® Tests
positiv und das Hybrid Capture Assay Ergebnis negativ. Die Wahrscheinlichkeitsbe-
rechnung mit dem Chi- Square Test ergab fir a < 5% einen signifikanten p- Wert

von 0,001 ohne Adjustierung fur multiples Testen.
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Viroactiv® negativ /
HIV seronegativ
51,3 %

Viroactiv® postiv /
HIV seronegativ
14,8 %

Viroactiv® postiv / Viroactiv® negativ /
HIV seropostiv 6,1 HIV seropostiv
% 27,8 %

Abbildung XVII: Vergleich des HIV- Status und der HPV Befundung durch den

Viroactiv® Test im Gesamtkollektiv

32 (27,8%) Patientinnen wiesen einen seropositiven HIV Test auf hatten aber einen
negativen Viroactiv® Test. 7 (6,1%) Patientinnen waren in beiden Tests (HIV / HPV)
positiv und 59 (51,3%) Patientinnen waren in beiden Tests negativ. Der Viroactiv®
Test fiel bei 17 (14,8%) Patientinnen positiv aus wahrend der HIV Test seronegativ
war. Die Wahrscheinlichkeitsberechnung mit dem Chi- Square Test ergab fur o < 5%

einen nicht signifikanten p- Wert von 0,581 ohne Adjustierung fur multiples Testen.
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Die Abbildungen XVIII , XIXa und XIXb zeigen immunhistochemisch gefarbte Zervix-
zytologien (Viroactiv® Test ).

Abbildung XVIII: 31 Jahre alte Patientin mit rezidivierendem PAP 111D
(leichte Dyskaryose) ohne Nachweis episomaler
HPV-DNA im Zellkern ( — ).
(POX, Vergr.: 25-fach)
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Abbildung XlXa:

Abbildung XIXb:

30 Jahre alte Patientin mit rezidivierendem PAP IIID (mittel-
schwere Dyskaryose) mit Nachweis episomaler HPV-DNA
im Zellkern.

(POX, Vergr.: 25-fach)

™

’
30 Jahre alte Patientin mit rezidivierendem PAP IIID (mittel-
schwere Dyskaryose) mit Nachweis episomaler HPV-DNA
im Zellkern.

(POX, Vergr.: 40-fach)

52



4.4. Statistik

4.4.1. Sensitivitdt und Spezifitat

Sensitivitat Spezifitat
Viroactiv® Test 45% 91%
LR HPV Hybrid Capture Test 29% 91%
HR HPV Hybrid Capture Test 84% 81%
Gesamt Hybrid Capture Test 89% 75%

Tabelle II: Sensitivitat und Spezifitat

In Tabelle Il sind die Spezifitdt und die Sensitivitat (fur den Viroactiv® Test und den
Hybrid Capture Assay, der in LR HPV, HR HPV und Gesamtergebnis HPV aufgeteilt
ist) dargestellt. Die Sensitivitats- und die Spezifitatsberechnung der einzelnen Tests
wurde auf die zytologischen Untersuchung, die in dieser Studie als
Ausgangsuntersuchungsverfahren diente, bezogen. Der Viroactiv® Test wies eine
Sensitivitat von 45% und eine Spezifitdt von 91% auf. Beim LR HPV Hybrid Capture
Assay stellte sich eine Sensitivitat von 29% und eine Spezifitat von 91% dar. Der HR
HPV Hybrid Capture Assay hatte in dieser Untersuchung eine Sensitivitat von 84%
und eine Spezifitat von 81%. Der Gesamt Hybrid Capture Assay, der als positiv
definiert wurde, wenn nur einer der Untertests (LR HPV bzw. HR HPV) positiv war,
hatte eine Sensitivitat von 89% und eine Spezifitat von 75%.
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4.4.2. Positiver und negativer pradiktiver Wert

EVALUATIONS OF DIAGNOSTIC TESTS
[DEPENDENCE OF PREDICTIVE VALUE ON ASSUMED PREVALENCE
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Abbildung XVIII : Positiver pradiktiver Wert
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EVALUATIONS OF DIAGNOSTIC TESTS
DEPENDENCE OF PREDICTIVE VALUE ON ASSUMED PREVALENCE
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Abbildung XIX : Negativer pradiktiver Wert



Die Abbildungen XVIII und XIX veranschaulichen graphisch die Ergebnisse der
pradiktiven Wertermittlung fir den Viroactiv® Test und den Hybrid Capture Assay,
dessen Ergebnisse wieder fur LR HPV, HR HPV und Gesamt HPV aufgefuhrt sind.
So stellten sich z.B. bei einer Pravalenz von 0,2 (20%) und 0,8 (80%) fur den
Viroactiv® Test folgende Werte dar:

Bei einer Pravalenz von 0,2 war der ppW 0,56 (56%) und der npW 0,87 (87%). Bei
einer Pravalenz von 0,8 war der ppW 0,95 (95%) und der npW 0,29 (29%). FUr den
Gesamt HPV Hybrid Capture Test ergaben sich bei einer Pravalenz von 0,2 ein ppW
von 0,47 und ein npW von 0,96. Bei einer Pravalenz von 0,8 war der ppW 0,93 und
der npW 0,63. Fur den LR HPV Hybrid Capture Test war bei einer Pravalenz von 0,2
der ppW 0,45 und der npW 0,84. Bei einer Pravalenz von 0,8 war der ppW 0,93 und
der npW 0,24. Die Werte fur den HR HPV Hybrid Capture Test waren bei einer
Pravalenz von 0,2 fur den ppW 0,53 und fir den npW 0,95. Bei einer Pravalenz von
0,8 war der ppW 0,95 und der npW 0,56.

Diese Daten lassen sich mit folgenden Formeln berechnen:

W= se*Pr
PRYV= se*PR+(1-sp)*(1-Pr)

sp*(1-Pr)+(1-se)*Pr

In Abbildung XVIII verlauft Kurve a) mit den positiven préadiktiven Werten fur den
Viroactiv® Test am hochsten. Es folgt Kurve b) mit den Werten fur den HR HPV
Hybrid Capture Assay. Kurve c¢) mit den Werten fur den Gesamt HPV Hybrid Capture
Assay verlauft niedriger und am niedrigsten verlauft Kurve d) mit den Werten fir den
LR HPV Hybrid Capture Assay.

In Abbildung XIX verlauft Kurve a) mit den negativen pradiktiven Werten fur den
Gesamt HPV Hybrid Capture Assay am hochsten. Kurve b), die die negativen
pradiktiven Werte des HR HPV Hybrid Capture Assays darstellt verlauft niedriger.
Die Werte fur den Viroactiv® Test sind auf einer flacheren Kurve c) aufgetragen, und

Kurve d), mit den Werten fir den LR HPV Hybrid Capture Assay, ist am niedrigsten.
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4.4.3. Logistische Regressionsmodelle

LR HPV
Parameter |Standard |Pr> Odds Confidence Limits
Estimate Error Ratio
Chi-Square Lower Upper
Intercpt 2,8557 0,5034 0,0001
HIV -1,346 0,5794 0,0202 3,846 1,266 12,658
Viroactiv® |-1,9204 0,5921 0,0012 6,802 (2,179 22.727

Tabelle lll: Logistisches Regressionsmodell fur das Zielkriterium Low Risk HPV

Das logistische Regressionsmodell mit dem Zielkriterium LR HPV und den abhangi-
gen Variablen HIV- Infektiositat und Viroactiv® Test lasst sich wie folgt beschreiben
(Tabelle 11):

Die Chance, dass eine Infektion mit LR HPV vorliegt ist 3,85 (Cl 95% [1,27; 12,66])
fach hoher, wenn die Patientin HIV positiv ist. Die Chance, dass eine Infektion mit LR
HPV vorliegt ist 6,8 (Cl 95% [2,18; 22,73]) fach, wenn der Viroactiv® Test positiv

ausfallt.
HR HPV
Parameter Standard |Pr > Odo_ls Confidence Limits
Estimate Error Chi-Square |Ratio Lower Upper
Intercpt 1,8097 0,9654 0,0608
Alter 0,8332 0,3938 0,0344 2,301 |1,083 5,159
Viroactiv® |-1,6572 0,3050 0,0001 5,235 (2,985 10
Zytobefund |-1,4888 0,7158 0,0375 4,424 11,118 19,23

Tabelle IV: Logistisches Regressionsmodell fur das Zielkriterium High Risk

HPV
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Fur das Zielkriterium HR HPV und die abhangigen Variablen Alter, Zytobefund und

Viroactiv® Test lasst sich folgendes aus Tabelle IV entnehmen:

Die Chance, dass eine Infektion mit HR HPV vorliegt ist 2,301 (Cl 95% [1,083;
5,159]) fach hoher, wenn die Patientin sich in einer hoheren Altersgruppe (drei
Gruppeneinteilung in dieser Studie) befindet, ist 5,24 (Cl 95% [2,985; 10]) fach
hoher, wenn der Viroactiv® Test positiv ausfallt und ist 4,42 (Cl 95% [1,12; 19,23])

fach hoher je schlechter der Zytobefund ausféllt.

HPV

Parameter |Standard |Pr> Odds Confidence Limits

Estimate Error Ratio

Chi-Square Lower Upper

Intercpt 1,4645 0,9431 0,1205
Alter 0,8107 0,3793 0,0325 2,25 1,087 4,886
Viroactiv® |-1,6722 0,3212 0,0001 0,222 1,090 21,277
Zytobefund |-1,5061 0,7416 0,0423 0,188 |2,967 10,638

Tabelle V: Logistisches Regressionsmodell fur das Zielkriterium HPV

Tabelle V zeigt fur das Zielkriterium HPV gesamt und die Einflussvariablen Alter,

Viroactiv® Test und Zytobefund folgende Aussagen auf:

Die Chance, dass eine Infektion mit HPV vorliegt ist 2,25 (Cl 95% [1,087; 4,886])
fach hoher, wenn die Patientin einer héheren Altersgruppe angehort, ist 4,505 (ClI
95% [1,09; 21,28]) fach hoher, wenn die Patientin einen positiven Viroactiv® Test
aufweist, ist 5,319 (Cl 95% [2,97; 10,638]) fach hoher, wenn die Patientin einer
hoheren Zytobefundgruppe angehort.
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Viroactiv®
Parameter |Standard |Pr> Odds Confidence Limits
Estimate Error Ratio
Chi-Square Lower Upper
Intercpt 2,7336 0,4875 0,0001
LR HPV -1,3645 0,6003 0,0230 7,2464 |2,5445 24,3902
HR HPV -1,9820 0,5644 0,0004 3,9063 |1,2048 12,9870

Tabelle VI. Logistisches Regressionsmodell fur das Zielkriterium Viroactiv®
Test

Tabelle VI veranschaulicht fur die Zielvariable Viroactiv® Test und die abhangigen
Variablen LR HPV und HR HPV folgende Ergebnisse :

Die Chance, dass der Viroactiv® Test positiv ausfallt ist 7,246 (Cl 95% [2,544;
24,390]) fach hoher, wenn bei der Testung auf LR HPV-Infektiositat der Hybrid
Capture Assay positiv ausféllt. Zudem geht aus den Daten hervor, dass die Chance,
dass der immunhistochemische Test positiv ausfallt 3,906 (Cl 95% [1,205; 12,987])
fach hoher ist, wenn die Testung auf HR HPV positiv ausfallt.
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5. DISKUSSION

5.1. Einfuhrung

5.1.1. Hintergrund der Untersuchungen

In vielen Studien wurde bereits dargelegt, dass HR Humane Papillomaviren eine
entscheidende Rolle bei der Entstehung zervikaler Dysplasien und des
Zervixkarzinoms spielen (Ferreccio et al., 2003; lkenberg, 2002, Walboomers et al.,
1999). Das fruhzeitige Erkennen und Therapieren zervikaler Krebsvorstufen im
Rahmen von gynakologischen Vorsorgeuntersuchungen kann die Entstehung des
Zervixkarzinoms verhindern. Bei der Krebsvorsorgeuntersuchung ist es besonders
wichtig, jene zervikalen Krebsvorstufen rechtzeitig zu erkennen, die sich
weiterentwickeln, also zu hohergradigen Stadien progredieren. Daher konzentrieren
sich die Untersuchungen der letzten Jahre vor allem auf die Suche nach Faktoren,
die ein Progressionsrisiko anzeigen konnen. Die Schlusselrolle in der Entwicklung
und Progression von zervikalen Dysplasien wird humanen Papillomaviren
zugeschrieben. Grol3angelegte Studien von Schiffman et al. (2000), Clavel et al.
(2001) und Schneider et al. (2000) postulieren, dass eine HPV-Testung sensitiver zur
Erkennung von hochgradigen zervikalen Lasionen sei als die ubliche
Routinezytologie. Sie rdumen aber auch ein, dass die geringere Spezifitdt im
Gegensatz zur Zytologie die HPV-Testung als priméres Screeningverfahren
fragwurdig erscheinen lasst. Doch nur ein sehr geringer Anteil an HPV-Infektionen
fuhrt zum Karzinom. Von Knebel Doeberitz schreibt in seiner Untersuchung 1992 (b),
dass das virale Genom beim Zervixkarzinom in der Regel in Wirtszellchromosomen
integriert vorliegt, wahrend es in frihen Praneoplasien als unabhéngiges episomales
Molekdl repliziert wird. Das normalerweise zirkular vorliegende HPV bricht dabei
bevorzugt im E1/E2 Bereich auf und lagert sich in die chromosomale DNA der
infizierten Zelle ein (Richart et al., 1998). Mit dem von der Firma Virofem entwickelten

monoklonalen Antikérper (Viroactiv® Test) werden nur episomal vorliegende L1
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Virusproteine nachgewiesen. Diese liegen in einem aktiven, infektiosen Stadium vor

und sind in der Zytologie an routinemafig erstellten Praparaten darstellbar.

5.1.2. Untersuchungsmethodik

Das Hauptziel dieser Arbeit ist in Form einer retrospektiven Studie die Untersuchung
eines neuen immunhistochemischen HPV Nachweisverfahrens (Viroactiv® Test).
Dazu soll der neue Nachweistest mit einem anderen etablierten HPV DNA
Nachweistest ( Hybrid Capture Assay) und mit der morphologischen Beurteilung von
Zellabstrichpraparaten (Papanicolaou Test) verglichen werden.

Der Pap Test dient in dieser Studie als Ausgangsuntersuchungsverfahren. Er gehort
seit 1971 zum Fruherkennungsprogramm der gesetzlichen Krebsvorsorge und wird
von jedem Gynéakologen fiur Frauen ab dem 20. Lebensjahr jahrlich angeboten und
durchgefuhrt. Das Routine- Vorsorgeprogramm basiert auf der Inspektion und der
zytologischen Abstrichuntersuchung (Pap Test), wobei im Einzelfall eine
Gewebeprobeentnahme (Histologie) zur Diagnosesicherung fuhrt (Kuppers und
Schndrch, 1997). Dieser standardmaf3ig durchgefiuihrten zytologischen Abstrichunter-
suchung vom Gebarmutterhals verdankt man eine deutliche Abnahme der Neu-
erkrankungs- und Sterberate am Zervixkarzinom (ACOG, 2003; Schneider et al.,
2001; Richart et al., 1998). Eddy bewertet (1990) die Zervixzytologie in vielerlei
Hinsicht als ein gutes Screeningtestverfahren. Die oft kritisierte Rate an falsch
negativen Ergebnissen der Zytologie kann durch regelmafiige Testwiederholungen
erheblich reduziert werden (Sensitivitat von 93% wird bei einer Abstrichserie von 4
Abstrichuntersuchungen erreicht) (Kreienberg, 2001). Da der Entwicklungszeitraum
von einer pramalignen Lasion zu einem Zervixkarzinom viele Jahre bedarf, ist durch
wiederholte Testuntersuchungen die Mdglichkeit grof3, die Rate an falsch negativen
Ergebnissen deutlich zu senken und eine krankhafte Veranderung der Cervix uteri
frihzeitig festzustellen (ACOG, 2003).

Als neues HPV Nachweisverfahren wird der Viroactiv® Test von der Firma Virofem
aus Wiesbaden untersucht. Als Vergleichsverfahren zum HPV Nachweis wird der
Hybrid- Capture- Test durchgefuhrt. Fur eine HPV- Testung im Routineeinsatz
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erscheint im Moment der Hybrid- Capture- Test (HCA) gut geeignet. Der HCA weist
13 HR und 5 LR HPV- Typen nach (Wright et al., 1998). Beim HCA besteht eine
grof3e Robustheit gegenuber Variationen bei der Probeentnahme und Lagerung, die
Sensitivitat ist fur alle nachzuweisenden HPV- Typen gleich und der Cut- off- Wert
wird so eingestellt, dass sehr geringe Infektionen fraglicher Wertigkeit nicht erfasst
werden. Als nachteilig erscheinen beim HC- Verfahren die mogliche Kreuzreaktion
zwischen den HR humanen Papillomaviren und den LR Proben bei hoher Kopienzahl
und das Fehlen einiger HPV- Typen im HR Probengemisch. Der Hybrid Capture
Assay ist allerdings der einzige Test, der von der amerikanischen Gesundheits-
behorde FDA die Zulassung fur den Routineeinsatz bekommen hat (Schneider et al.,
2002).

5.2. Darstellung und Bewertung der Ergebnisse

5.2.1. Altersprofil

Das durchschnittliche Alter der 115 Patientinnen betrdgt 35 Jahre. Wobei sich
46,96% der Patientinnen in einem Alter zwischen 26 und 35 Jahren befinden.
60,38% der durch den HCA HPV positiv getesteten Patientinnen sind zwischen 26
und 35 Jahre alt. Es ist bekannt, dass gerade in dieser Altersgruppe die hdchste
Pravalenz fur HPV Nachweise besteht (Ho et al., 1998). So sind auch bei unseren
Untersuchungen von allen HCA HPV getesteten Patientinnen mehr als die Halfte
zwischen 26 und 35 Jahre alt. Die in dieser Arbeit vorgefundene Altersstruktur in den
einzelnen Patientengruppen entspricht anderen Untersuchungen zum HPV- DANN-
Nachweis mit unterschiedlichen Fragestellungen (Schneider et al., 2000; Manos et

al., 1999).
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5.2.2. HPV- Nachweis mittels Hybrid Capture Assay

Bei 46,09% der untersuchten Frauen in dieser Arbeit ist HPV nachzuweisen. Dabei
wird in 15,65 % der 115 Falle LR HPV und in 40,87% der 115 Patientinnen HR HPV
nachgewiesen (Mischinfektionen werden berucksichtigt). Carvalho et al. (2003) gibt
in seiner Untersuchung mit &hnlichem Versuchsaufbau nur einem gréf3eren
Patientenkollektiv (n=1055) eine Gesamt HPV- Durchseuchung von 48,3% darunter
eine LR HPV Nachweisrate von 11,8% und eine HR HPV Nachweisrate von 52,7%
an. Diese Daten stimmen recht gut mit unseren Untersuchungsbefunden Uberein.
Dagegen beschreibt Schneider et al. (2000) ein nicht selektiertes, zahlenmaRig fast
41fach so grolRes Routinekollektiv (n=4671), in dem der Nachweis von HR HPV bei
7,8% liegt. In ahnlicher Grof3enordnung bewegen sich die Angaben von Ratnam et
al. (2000), der bei Routineuntersuchungen in einem altersgemischten
Patientenkollektiv (n=2098) eine Durchseuchung mit HR humanen Papillomaviren in
10,8% der Félle nachweisen kann. In einer Studie von Petry et al. (2003) ist der
Anteil der HR HPV positiven Patientinnen mit 6,4% etwas niedriger als bei
Schneider. Diese geringe Pravalenz lasst sich dadurch erkléaren, dass Petry et al.
(2003) nur Frauen ab 30 Jahren in seine Untersuchungen aufgenommen hat, und die
Anzahl der HPV- Infektionen ab 30 Jahren deutlich abnimmt (Burk et al., 1996).
Weitere Ursachen fur die deutliche Differenz der Untersuchungsergebnisse kénnten
im selektierten Patientengut der Dysplasiesprechstunde der Disseldorfer
Universitatsfrauenklinik im Gegensatz zu Kollektiven aus Routineuntersuchungen zu
finden sein. Denn auch bei Studien anderer selektierter Kollektive zeigten sich
deutlich héhere Pravalenzen von HR HPV. Manos et al. (1999) gibt eine Pravalenz
von fast 40% fur HR HPV an. In der Studie von Solomon et al. (2001) wird sogar eine
HR HPV Durchseuchung von fast 51% beschrieben. Das Patientinnenkollektiv
unserer Studie setzt sich aus vom niedergelassenen Gynédkologen Uberwiesenen
Patientinnen mit auffalligen zytologischen Befunden zur weiteren Abklarung und
gegebenenfalls Therapie zusammen. Die Nachsorge wird in den meisten Fallen
wieder vom uberweisenden Gynakologen ibernommen. Eine andere Ursache fir die
voneinander  abweichenden Untersuchungsergebnisse kobnnte  in der
Nichtibereinstimmung der HPV- Nachweissysteme liegen (PCR- basiertes
Verfahren, Hybrid Capture Test).
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Signifikante Werte zeigen sich auch bei der Betrachtung der Altersverteilung der
Patientinnen in Bezug auf die HPV Test Befundung. Fast zweidrittel der HCA HPV
positiven Patientinnen ist zwischen 26 und 35 Jahre alt. Knapp unter 80% liegt der
Anteil der 115 Patientinnen, die in der Altersgruppe der 17-35 jahrigen mit einem
positiven HCA HPV Befund vertreten sind. Negative HCA HPV Testergebnisse sind
in mehr als der Halfte der Falle in der alteren Patientengruppe zu finden. Diese
Daten decken sich nicht mit den Untersuchungsergebnissen von Melsheimer et al.
(2003), der bei einem selektierten Risikokollektiv ein Durchschnittsalter von HPV
infizierten Patientinnen von 36,5 Jahren angibt. Der hohere Altersdurchschnitt in
Melsheimers Untersuchung kénnte mit den bei allen untersuchten Frauen
vorliegenden Zervixepithelveranderungen in Zusammenhang stehen, die erst bei
Frauen um die 35 Jahre gehauft auftreten. In unserem Kollektiv hat die Halfte der
Frauen einen unauffalligen Zervixabstrich (Pap | und Il). Diese Diskrepanzen
erklaren sich dadurch, dass in der vorliegenden Untersuchung und bei Melsheimer
das Durschnittsalter der untersuchten Frauen im Gegensatz zu Literaturangaben, in
denen sich die meisten HPV positiven Patientinnen eher zahlenmalig recht stark in
den jungeren Altersklassen finden (Richart et al., 1998; Ho et al., 1998), recht hoch
ist. Clavel et al. (1998) gibt in seiner Studie mit 1028 unselektierten Frauen ein HPV-
Nachweispeak in der dritten Altersdekade an.

Sehr ahnliche Altersdaten im Vergleich zu unserer Studie finden sich allerdings in
einer Untersuchung von Witt et al. (2003), bei der 71,8% der HPV positiven
Patientinnen aus einem 280 Frauen umfassenden Routinekollektiv zwischen 20 und
39 Jahren sind.

Differenziert man den HCA HPV- Nachweis in unserem Kollektiv hach Ergebnissen
von auffalligen und unauffalligen Zytologien (Pap I+l +1IW/ Pap >1IW) stellen sich in
dieser Untersuchung folgende Ergebnisse dar: Der Hauptanteil der positiven HCA
HPV Befunde findet sich signifikant mit 57,6% bei Patientinnen, die eine auffallige
Abstrichuntersuchung aufweisen (111D, IVA, IVB und V). Vergleichbare Daten liefert
auch die Untersuchung von Petry et al. (2003), die auch die Zytologie als
Ausgangsuntersuchung und den HCA als HPV- Nachweisverfahren heranzieht.
57,1% der Patientinnen mit auffallig verdnderten Abstrichuntersuchungen haben
auch in dieser grol3 angelegten Untersuchung (n=8083) positive HCA HPV Befunde.
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Signifikant stellen sich die Untersuchungsergebnisse auch bei der Aufsplittung in LR
und HR HPV Befundverteilung dar. Die HCA positiven LR Befunde sind zum grof3ten
Teil bei Patientinnen mit unauffalligen bis geringgradig veranderten zytologischen
Befunden zu finden. Dagegen sind die HCA positiven HR Befunde hauptsachlich bei
schweren Dysplasien vertreten. Diese Ergebnisse werden von Angaben in der
Literatur gestutzt, in denen die Kernaussage ist, dass HPV positive Frauen haufiger
zytologisch auffallige Befunde aufweisen als Frauen mit negativem Virusnachweis.
Wir schlieBen daraus, dass mit HPV infiziertes Zervixgewebe zu dysplastischen
Veranderungen neigt und bei Hinzutreten weiterer Risikofaktoren maligne entarten

kann.

5.2.3. HPV- Nachweis mittels Viroactiv® Test

Fast 80% der Patientinnen mit einem positiven Viroactiv® HPV Befund haben
gleichzeitig einen unauffalligen oder geringgradig veranderten zytologischen Befund.
Beim Vergleich von HCA und Viroactiv® HPV Befundung stellt sich eine signifikante
Ubereinstimmung von HCA LR HPV Befundung und Viroactiv HPV Befundung dar.
Ubereinstimmend negative HPV Befunde werden in 71,3% der Falle aufgezeigt.
Ubereinstimmend positive HPV Ergebnisse stellen sich in 7,8% der Falle dar. In
20,8% der Falle gibt es keine tbereinstimmenden HPV Befunde.

Beim Vergleich von HCA HR - und Viroactiv HPV Befunden stellt sich nur in 50,4%
der Falle eine ubereinstimmend negative Befundung dar. Ubereinstimmend positiv
HPV befundet werden 16,5% der Patientinnen. Bei 24,3% der Patientinnen wird
durch den HCA HPV nachgewiesen, wéhrend der Viroactiv Test keinen HPV
Nachweis erbringt. Diese Ergebnisse stimmen mit Untersuchungen von Melsheimer
et al. (2003) Uberein. Melsheimer untersucht innerhalb eines Jahres 74 Patientinnen
mit zytologisch und histologisch gesicherten Zervixdysplasien. Das Ziel seiner Studie
ist die Untersuchung, ob die Expression des L1 Hillproteins des humanen
Papillomavirus vom HPV Typ oder dem Schweregrad einer zervikalen Veranderung
beeinflusst wird. Zum HPV L1- DNA Nachweis verwendet er die PCR (MY 09/11) und
zum L1 Hullproteinnachweis nutzt er monoklonale Antikdrper (T31 und T16). Er
erhalt folgende Ergebnisse: Bei der HPV Typisierung mittels HPV DNA Analyse
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(PCR) wird HPV 16 fast doppelt so haufig in schwergradig- als in leichtgradig veran-
derten Epithelzellen nachgewiesen. Die Pravalenz von HR HPV ist signifikant hoher
in schwergradig- (HSIL) als in leichtgradig veranderten (LSIL) Epithelzellen. Diese
Ergebnisse werden auch von Manos et al. (1999) in ahnlicher Weise beschrieben.
Die immuncytochemische Farbung mit den monoklonalen Antikdrpern T31 und T16
zeigt eine zahlenmaliig héhere positive Farbung in den leichtgradig veranderten La-
sionen als in den schweren Lasionen. Diese Ergebnisse verdeutlichen eine statis-
tisch signifikante Reduktion des L1 Hullproteinnachweises in HPV 16 DNA- positiven
und HR HPV DNA- positiven hochgradig veranderten Epithelzellasionen. Diese Aus-
sage wird von einer Untersuchung von Klaes et al. (1999) unterstitzt, in der in fast
90% der invasiven Karzinome Papillomavirusonkogentranskripte in ihr Zellgenom in-
tegriert haben. Normale Zervixepithelien oder CIN | weisen dagegen keine Integrate
auf. In unserer Studie wird zum HPV DNA Nachweis der Hybrid Capture Test ver-
wendet. Als Ausgangsuntersuchung dient der zytologische Abstrich. Ein mdglicher
Erklarungsansatz fur die verminderte HPV L1 Hullpoteinexpression mag die Integra-
tion von HPV Onkogenen in das Wirtszellgenom mit Zerstérung oder Verlust des L1
Hullproteins sein. Diese Daten veranschaulichen, dass immunhistochemische
Untersuchungen mit monoklonalen Antikérpern, die gegen die L1 Hillproteine der
humanen Papillomaviren gerichtet sind, einen ganz anderen Nachweis erbringen als
HPV DNA Suchtests. Auch diese Aussage ist in der Studie von Melsheimer et al.
durch folgende Daten belegt: bei schwergradig veranderten Zellasionen besteht eine
deutliche Differenz zwischen L1 Hiullproteinenerkennung und L1 DNA- Erkennung
von 59,52%. Die Differenz beider Testverfahren wird bei geringgradien Zellver-
anderungen auf 15,63% reduziert. Das lasst in Ubereinstimmung mit unseren Daten
den Schluss zu, dass die Untersuchungsergebnisse dieser unterschiedlichen
Testverfahren nicht miteinander verglichen werden kdnnen, da sie eine ganz andere
Aussage haben. Beim HCA wird DNA des humanen Papillomavirus nachgewiesen,
die auf jeden Fall bei einer Infektion mit dem Virus nachgewiesen wird. Bei dem
immunhistochemischen Suchtest wird ein Hullprotein des Virus nachgewiesen, dass
sich wahrscheinlich nur bei einer aktiven Infektion, die Ublicherweise noch keine
hochgradigen Zelldysplasien aufweist, findet.

Zum Auffinden von hochgradigen Lasionen, bei denen das Virusgenom bereits in das
Wirtszellgenom integriert ist, ist der immunhistochemische Nachweis vermutlich nicht
geeignet
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5.2.4. HIV- Status

In unserer Untersuchung sind knapp 34% der Patientinnen HIV positiv. Bei allen
unseren durchgefihrten Untersuchungen zeigen sich keine signifikanten
Verteilungen im HIV seropositiven Patientenkollektiv. So findet sich in unseren
Untersuchungen im Gegensatz zu Angaben aus der Literatur (Davis et al., 2001) ein
hoherer Anteil HIV seropositiver Patientinnen in zytologisch unauffalligen (Pap I+11)
getesteten Patientinnen. Dieser Befund kdnnte fir eine moglicherweise noch nicht
stark eingeschréankte zellulare Abwehrreaktion sprechen. Es ware auch mdglich,
dass bei diesen Frauen der Einsatz einer antiretroviralen Therapie zu einer wenig
eingeschrankten Abwehrreaktion gefuhrt hat. Zusatzlich ist die unauffallige Zytologie
ein Hinweis auf das Nichtzutreffen haufig vergesellschafteter Risiken aus Prostitution
oder Promiskuitat- eventuell handelt es sich sogar um eine Untergruppe, die zur
Verhutung einer Infektionsubertragung nur kondomgeschitzten oder gar keinen
Geschlechtsverkehr hat. Diese Hypothesen mussten durch weitere Untersuchungen
vergleichbarer Untergruppen Uberpruft werden. Ein Drittel unserer Patientinnen
(n=39) ist zum Untersuchungszeitpunkt HIV seropositiv. Davon sind 51,28% HCA
HPV- positiv, d.h. im Vergleich zu den oben genannten "Routinekollektiven™ ist der
Anteil HPV- positiver Frauen um das 5-6 fache deutlich erhdoht. Das Ergebnis
entspricht den Literaturangaben tber Zusammenhange zwischen HPV Nachweis und
HIV Status.
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5.2.5. Sensitivitat, Spezifitat, positiver und negativer pradiktiver Wert

Fur den Hybrid Capture Test betragt die Sensitivitdt in dieser Studie 89%, die
Spezifitat liegt bei 75% und der negative Vorhersagewert bei 96,4%. Vergleichbare
Daten gibt auch Morin et al. (2001) in ihrer Studie fir ein 360 Patientinnen
umfassendes Risikokollektiv an. Sie berichtet fir den Hybrid Capture Test von einer
Sensitivitat von 89,5%, von einer Spezifitdt von 73,9% und von einem negativen

Vorhersagewert von 99,2%.

In unserer Studie zeigt sich der Hybrid Capture Test als deutlich sensitiver mit 89%
im Vergleich zum Viroactiv Test mit 45%. Wobei, wie schon oben ausgefihrt, die
beiden Testsysteme unterschiedliche Befunde nachweisen und daher nicht direkt
miteinander verglichen werden kodnnen. Generell erscheint der Vergleich
unterschiedlicher Studien recht schwierig, da unterschiedliche HPV DNA-
Nachweisverfahren, unterschiedliche Klassifikationssysteme flr neoplastische
Lasionen, unterschiedliche Patientenkollektivgrof3en, unterschiedliche Selektionskri-
terien fur die Patientenkollektive fur die einzelnen Studien angewendet werden. Dies
ist bei der Interpretation der unterschiedlichen Daten zu beriicksichtigen.

5.3. Klinische Schlussfolgerung

Die von der Firma Virofem entwickelten Antikorper, die hier in Form des Viroactiv®
Tests untersucht werden, richten sich gegen die L1 Hullproteine humaner
Papillomaviren. Diese Hiullproteine, die nur bei aktiven und somit Ubertragbaren
Infektionen exprimiert werden, lassen sich wie unsere Untersuchungsergebnisse
zeigen bei zunehmenden zervikalen Zellveranderungen signifikant weniger haufig
nachweisen als bei geringen Zellasionen. Eine Integration von Virusgenen in das
Wirtsgenom konnte einen Verlust oder eine Zerstorung des L1 Hullproteins
begrinden. Ebenso kbénnte ein gestorter Entwicklungsprozel3 des L1 Poteins in einer
hohergradig entdifferenzierten Zelldysplasie begrindet sein. Melsheimer et al. (2003)
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wirft in seinen Untersuchungen als zusatzliche Frage auf, ob mdglicherweise die
Virushillproteine als Hauptangriffsort der zellularen Immunabwehr dienen und mit
einem Verlust dieser Virusantigene eine reduzierte Immunantwort das Resulat ist.
Diese Vermutungen bedurfen allerdings weiterer und genauerer Untersuchungen. Zu
unserer Studie lasst sich sagen, dass Viroactiv® als monoklonaler Antikdrper
maoglicherweise eine Rolle zur Erkennung einer aktiven Infektion mit humanen
Papillomaviren darstellt. Allerdings erscheint der Einsatz fur hohergradige Dysplasien
und Karzinome, die mit der Integration der viralen DNA in das zellulare Wirtsgenom
einhergehen, eher ungeeignet. Es ist moglich, dass mit dem Viroactiv® Test eine
Vorhersage uber den weiteren Verlauf einer zervikalen Dysplasie zu machen ist. Es
sollte daher in grol3 angelegten Follow- up- Studien die Signifikanz und der Wert flr
den klinischen Alltag eines positiven AntikGrpernachweises untersucht werden.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

In vielen Studien wurde gezeigt, dass es einen kausalen Zusammenhang zwischen
dem Nachweis von HPV und dem biologischen Verhalten zervikaler Krebsvorstufen
gibt. Nur ein geringer Teil dieser zervikalen Praneoplasien progrediert zum
Zervixkarzinom. Es ist die Aufgabe von Vorsorgeuntersuchungen diese Falle zu
erkennen und rechtzeitig zu therapieren. Zusatzlich zur jahrlichen
Abstrichuntersuchung wird eine Infektionstestung fur HPV diskutiert, fur die der HCA
als bisher einziges HPV Nachweisverfahren die Zulassung von der amerikanischen
Gesundheitsbehdrde bekommen hat.

Gegenstand dieser retrospektiven Studie war die Analyse des Zusammenhangs
zwischen HPV- Status, durch zwei unterschiedliche Testverfahren ermittelt, und der
morphologischen Zellbeurteilung. Von 115 Frauen wurden die Ergebnisse des HCA,
des Viroactiv® Tests und die zytologischen Abstrichpraparate, nach Papanicolaou
gefarbt, miteinander verglichen. Virusnegativ getestete Frauen hatten Uberwiegend
zytologisch unauffallige Befunde, wahrend HPV positiv getestete Frauen signifikant
haufiger verdachtige zytologische Ergebnisse aufwiesen. Wir stellten fest, dass ein
direkter Vergleich der zwei unterschiedlichen HPV Nachweisverfahren nicht moglich
ist. Der Viroactiv® Test richtet sich gegen die L1 Hullproteine humaner
Papillomaviren, die nur bei aktiven Infektionen exprimiert werden. Diese Hullproteine
lassen sich, wie unsere Untersuchungsergebnisse gezeigt haben, bei hohergradigen
zervikalen Zellveranderungen signifikant weniger haufig nachweisen, als bei
geringgradigen Zellasionen. Mit dem HCA wird DNA des HPV nachgewiesen, ohne
zu differenzieren, ob eine episomale Infektion vorliegt oder ob eine HPV- DNA-
Integration im Wirtsgenom stattgefunden hat. Es ist moglich, dass mit dem
Viroactiv® Test ein selektiver Nachweis einer aktiven Infektion mit HPV nachweisbar
ist und somit eine Aussage Uber den weiteren Verlauf einer zervikalen Dysplasie
gemacht werden kann. Welche Relevanz ein positiver Viroactiv® Test fiur den
klinischen Alltag hat sollte in grol3 angelegten Follow- up- Studien untersucht werden.
Die vorliegenden Daten lassen allerdings nicht erkennen, dass der Viroactiv® Test

als Progressionsmarker eingesetzt werden kann.
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Immunhistochemischer Nachweis einer virulenten HPV-Infektion im
Exfoliativabstrich versus HPV-Nachweis mittels Hybrid Capture Assay.

Eine vergleichende klinische Untersuchung

Vorgelegt von Svenja Miller-Thurmann

In vielen Studien wurde gezeigt, daR es einen kausalen Zusammenhang zwischen
dem Nachweis von humanen Papilomaviren (HPV) und dem biologischen Verhalten
zervikaler Krebsvorstufen gibt. Es ist die Aufgabe von Vorsorgeuntersuchungen
Praneoplasien zu erkennen und rechtzeitig zu therapieren. Zuséatzlich zur jahrlichen
Abstrichuntersuchung wird eine Infektionstestung fur HPV diskutiert, fur die der
Hybrid Capture Assay (HCA) als bisher einziges HPV Nachweisverfahren die
Zulassung von der amerikanischen Gesundheitsbehérde bekommen hat.

Gegenstand dieser retrospektiven Studie war die Analyse des Zusammenhangs
zwischen HPV- Status, durch zwei unterschiedliche Testverfahren ermittelt, und der
morphologischen Zellbeurteilung. Von 115 Frauen wurden die Ergebnisse des HCA,
des Viroactiv® Tests und die zytologischen Abstrichpraparate, nach Papanicolaou
gefarbt, miteinander verglichen. Wir stellten fest, daR ein direkter Vergleich der zwei
unterschiedlichen HPV Nachweisverfahren nicht méglich ist. Der Viroactiv® Test
richtet sich gegen die L1 Hullproteine humaner Papillomaviren, die nur bei aktiven
Infektionen exprimiert werden. Diese Hullproteine lassen sich, wie unsere
Untersuchungsergebnisse  gezeigt haben, bei hohergradigen zervikalen
Zellveranderungen signifikant weniger haufig nachweisen, als bei geringgradigen
Zellasionen. Mit dem HCA wird Desoxyribonukleinsdure (DNA) des HPV
nachgewiesen, ohne zu differenzieren, ob eine episomale Infektion vorliegt oder ob
eine HPV- DNA- Integration im Wirtsgenom stattgefunden hat. Welche Relevanz ein
positiver Viroactiv® Test fur den klinischen Alltag hat sollte in groRBangelegten
Follow- up- Studien untersucht werden. Die vorliegenden Daten lassen allerdings
nicht erkennen, dal der Viroactiv® Test als Progressionsmarker eingesetzt werden

kann.
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