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ZUSAMMENFASSUNG

Hintergrund: Im Bereich des unteren Genitaltrakts ist die Transformation von Epithelzellen
zu invasiven Lasionen, im Gegensatz zur Krebsentstehung im Zervikalbereich, bisher nur
unzureichend verstanden. Es bestehen HPV-assoziierte, als auch HPV-unabhangige
Mechanismen. Viele Patientinnen leiden an multizentrischen Lasionen und Rezidive sind
haufig. Eine steigende Inzidenz von Lé&sionen des unteren Genitaltrakis ist in den letzten
Jahrzehnten insbesondere bei jlingeren Frauen beobachtet worden.

Zielsetzung: Es erfolgte die Analyse solitdrer und multizentrischer Lasionen des unteren
Genitaltrakts bezliglich klinischer Charakteristika sowie molekularer Marker, mit besonderem
Augenmerk auf Eigenschaften und mdgliche Ursachen metachroner und multizentrischer
Befunde.

Material und Methoden: 126 Patientinnen zweier groBer kolposkopischer Einrichtungen mit
Pathologien im Bereich des unteren Genitaltrakts wurden eingeschlossen. 196
Gewebeproben, davon 131 vulvare, 15 vaginale, 23 anale und 24 zervikale L&asionen,
wurden hinsichtlich Histologie, HPV-Status und immunhistochemischer p16-Farbung als
Marker einer HPV-Infektion untersucht.

Ergebnisse: Es wurden im untersuchten Gesamtkollektiv zwei Patientinnengruppen
identifiziert: Kollektiv | = Frauen mit solitiren L&sionen des unteren Genitaltrakts (44
Patientinnen) und Kollektiv Il = Frauen mit multizentrischen und/oder metachronen L&sionen
(82 Patientinnen mit 148 Lasionen). Das mittlere Alter der Frauen mit solitiren Lasionen
betrug 50,8 Jahre, das der Frauen mit multizentrischen bzw. metachronen Befunden 40,8
Jahre. 59,5 % (25 von 42) der Gewebeproben des ersten Kollektivs waren HPV positiv,
demgegentber 92,8 % (129 von 139) der Proben im zweiten Kollektiv, davon 114 Proben
(82 %) high risk-positiv. Der Anteil der p16-positiven Proben unterschied sich nicht
wesentlich zwischen den Kollektiven. Es bestand jedoch eine enge Korrelation zwischen
p16- und HPV-Status (positiver pradiktiver Wert 96,7 %).

Fazit: Es konnte gezeigt werden, dass zwei Patientinnengruppen mit Lasionen des unteren
Genitaltrakts existieren, von denen eine ein hdheres Risiko fir rezidivierende HPV-induzierte
Lasionen aufweist. Gleichzeitig wurde das Potential von p16INK4a als erganzendes
Werkzeug zur Diagnostik HPV-assoziierter intraepithelialer wie invasiver Lasionen im
Bereich der Vulva unterstrichen.
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1 1 EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Lasionen der Vulva

1.1.1 Vulvare intraepitheliale Neoplasie: VIN

Die VIN ist eine haufige Prakanzerose des Vulvakarzinoms [1, 2]. Neueste Daten zeigen,
dass in den letzten 30 Jahren die Inzidenz der VIN um 400 % zugenommen hat [3, 4]. Sie
liegt heute bei ca. 7/100.000 Frauen. Gleichzeitig ist das Durchschnittsalter der Frauen mit
einer VIN gesunken [1, 5, 6]. Als Grund fir diese Entwicklung wird eine steigende
Infektionsrate mit Humanen Papillomaviren (HPV), eine der Hauptursachen der VIN bei
jungeren Patientinnen, sowie eine verbesserte Diagnosestellung angegeben [1]. Die HPV-
induzierte VIN tritt heute meist vor dem 50. Lebensjahr auf [5-7].

1986 wurde von der ,International Society for the Study of Vulvar Disease® (ISSVD) eine
Klassifikation der VIN festgelegt. Demzufolge werden leichte, maBige und schwere
Dysplasien (VIN 1-3) unterschieden. Die Einteilung erfolgt nach dem AusmaB, in dem das
normale Plattenepithel durch dysplastische Zellen ersetzt ist. Beschrénken sich Letztere auf
das untere Epitheldrittel, spricht man von einer VIN 1, ist auch das mittlere Drittel betroffen
handelt es sich um eine VIN 2 (Abb. 1.1-3) Haufig zeigen sich diese beiden Stadien im
Randbereich einer VIN 3, sind aber auch isoliert anzutreffen [1].

’ s T 3 H 2 ’ A 5
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Abb. 1.1: VIN 1 histologisch; VIN 1 = Abb. 1.2: VIN 2 histologisch; VIN 2 =

vulvére intraepitheliale Neoplasie Grad 1 vulvare intraepitheliale Neoplasie Grad 2
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Abb. 1.3: VIN 2 makroskopisch; VIN 2 =
vulvére intraepitheliale Neoplasie Grad 2

In der Bezeichnung VIN 3 (Abb. 1.4-6), die eine Ausdehnung der L&sion Uber die gesamten
Epithelschichten beinhaltet, sind die alten Termini ,Ca in situ®, ,Morbus Bowen®, ,bowenoide
Papulose“ sowie die ,Erythoplasie Queyrat® subsumiert. Weitere Bestandteile der
Klassifikation der ISSVD sind die intraepitheliale Form des Morbus Paget an der Vulva, die
sonst eher an der Mamma anzutreffen ist, und das Melanoma in situ. Die Kategorie VIN 3
weist darUber hinaus eine weitere Differenzierung in die klassische und differenzierte Form

auf, die mit der Assoziation der jeweiligen Lasion zu Humanen Papillomaviren

zusammenhangt.

Abb. 1.4: VIN 3 histologisch; VIN 3 =
vulvére intraepitheliale Neoplasie Grad 3
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Abb. 1.5: VIN3 makroskopisch; VIN 3 = Abb. 1.6: VIN3 makroskopisch; VIN 3 =
vulvére intraepitheliale Neoplasie Grad 3 vulvére intraepitheliale Neoplasie Grad 3

2004 erfolgte eine Modifikation der dargestellten Klassifikation der ISSVD von 1986: Der
Terminus VIN soll sich demzufolge nur noch auf die ehemaligen Entitaten VIN 2 und 3, also
die hochgradigen intraepithelialen Lasionen beziehen, wohingegen die Bezeichnung VIN 1
aufgegeben wird, da sie klinisch ohne Krankheitswert ist [8]. In der WHO-Klassifikation der
Zervix-assoziierten Tumorvorstufen wird dagegen der Begriff der zervikalen intraepithelialen
Neoplasie Grad 1 (CIN 1) beibehalten und bezeichnet die akute produktive HPV-Infektion,
welche mit Koilozyten, Akanthose, Para- und Hyperkeratose einhergeht und sowohl von high
und low risk-HPV-Typen (s.u.) verursacht werden kann [9, 10].

1.1.1 a) Klassische VIN 3, HPV-induziert

Bei der klassischen VIN werden zwei Subtypen abgegrenzt, der basaloide und der
kondylomatése Typ. Beide sind gewdhnlich mit einer HPV-Infektion verbunden [7].
Kennzeichnend fir den basaloiden Typ ist u.a. ein verbreitertes Epithel mit relativ glatter
Oberflache. Hingegen besitzt der kondylomatése Typ eine unregelméaBige, papillomatése
Oberflache mit ausgepragter Hyper- und Parakeratose, bei gleichsam verdicktem Epithel.
Gemeinsam ist beiden Subtypen die atypische Ausreifung des Epithels. Neben den
Reinformen finden sich Uberlappungen und Mischtypen [1, 7, 11, 12].

Ein GroBteil der VIN 3-Félle ist HPV-induziert, wobei hauptsachlich der HPV-Typ 16 aus den
Lasionen isoliert werden kann [7, 13-15]. Die betroffenen Patientinnen sind im Vergleich zu
denjenigen mit einer HPV-negativen Lasion im Durchschnitt jinger [6, 16-18].
HPV-assoziierte Lasionen des unteren Genitaltraktes treten haufig multifokal oder
multizentrisch auf. Dabei kénnen mehrere Stellen der Vulva oder der Analregion (=
multifokal), aber auch das Vaginal- und Zervikalepithel betroffen sein (= multizentrisch). Das
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Spektrum der beobachteten simultanen Lé&sionen reicht vom benignen Condyloma
acuminatum Uber intraepitheliale Neoplasien bis hin zum invasiven Karzinom. Dies macht
eine eingehende Untersuchung des gesamten unteren Genitaltrakts einschlieBlich der Zervix
und der Analregion erforderlich, um synchron vorliegende Dysplasien oder invasive
Prozesse nicht zu Ubersehen. Weiterhin ist die regelmaBige Nachsorge der Frauen
unabdingbar, um metachrone Lasionen bzw. Rezidive - ein haufiges Ereignis bei der HPV
induzierten VIN - frihzeitig zu erkennen [6, 7, 14, 16, 19].

Einen wichtigen Risikofaktor in der Pathogenese der klassischen VIN stellt der Nikotinabusus
dar [7, 12, 20], aber auch haufig wechselnde Geschlechtspartner, HIV oder eine
Immunsuppression anderer Genese bedeuten ein erhdhtes Risiko [21, 22].

Der Anteil der HPV 16-positiven Lasionen ist gréBer bei hdhergradigen VIN-L&sionen [23],
vergleichbar zur Verteilung in CIN-L&sionen.

1.1.1 b) Differenzierte VIN (Simplextyp), HPV-unabhangig

Der differenzierte Typ der VIN ist Gblicherweise nicht mit einer HPV-Infektion verbunden [17,
23, 24]. Diese Form der VIN entsteht hdufig auf dem Boden anderer Epitheldefekte der Vulva
wie Lichen sclerosus et atrophicus und Plattenepithelhyperplasien. Auch fallt bei einem Teil
der Lasionen die immunhistochemische Farbung fir Protein p53 (Tumorsuppressorprotein)
positiv aus, entsprechende Farbungen der klassischen VIN-Falle erbrachten dagegen ein
negatives Ergebnis [6, 12, 18, 24]. Im Unterschied zur klassischen Variante der VIN 3 sind
die Epithelzellen hochgradig differenziert, ausgepragte Atypien bleiben auf die basalen
Zellschichten beschrankt (,basale Atypie). Daher besteht leicht die Mdglichkeit, eine
derartige Lasion zu Ubersehen oder irrtimlicherweise eine Plattenepithelhyperplasie zu
diagnostizieren. P53 stellt mdglicherweise einen geeigneten Biomarker zur besseren
Differenzierung dar [1, 12, 18, 19]. Ein Problem in der Diagnostik von differenzierten VIN-
Lasionen stellt die Abgrenzung zum invasiven Plattenepithelkarzinom dar, vor allem im
Frihstadium, da sich die Zellmuster stark ahnein [1, 12, 17, 24].

Der Anteil der HPV-negativen, differenzierten VIN 3 an der Gesamtzahl der VIN 3-Félle ist
gering [7, 12, 13], wohingegen man sie haufig im Zusammenhang mit invasiven Karzinomen
finden kann. Der Simplextyp gilt daher auch als der wahrscheinliche Vorldufer von HPV-
negativen invasiven Plattenepithelkarzinomen der Vulva [12, 23, 24]. Das Durchschnittsalter
der Patientinnen mit der HPV-negativen Form der VIN ist deutlich héher als bei der
klassischen VIN [6, 17, 18, 24, 25].
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1.1.1 ¢) VIN: Diagnose, Therapie und Pravention

Klinisches Symptom der VIN ist in vielen Fallen Pruritus, des Weiteren werden tastbare
Erhabenheiten, weiBliche Epithelverdnderungen und Schmerzen angegeben. Ein Teil der
Patientinnen préasentiert sich jedoch auch ohne klinische Symptome, die Diagnose stellt
einen Zufallsbefund dar [6, 26].

Nach der reinen Inspektion ist die Kolposkopie bzw. Vulvoskopie eine geeignete Methode
pathologische Veranderungen der Vulva zu erkennen. Als weitere Hilfsmittel werden im
Rahmen dieser Untersuchung die Applikation von 3%iger Essigsdure und die
Toluidinblauprobe eingesetzt [27-30]. Es folgt bei entsprechendem Verdacht eine Biopsie mit
anschlieBender histologischer Aufarbeitung. Da HPV-positive intraepitheliale Neoplasien der
Vulva einen groBen Anteil ausmachen und gleichzeitig der direkte Virusnachweis relativ viel
Aufwand erfordert, ist ein Ziel dieser Arbeit, die Bedeutung des CDK (cyclin dependent
kinase) -Inhibitors p16™“* (s.u.) fir die Diagnostik HPV-assoziierter Lasionen zu
untersuchen.

Nach Diagnosestellung einer VIN gibt es mehrere Therapieansatze mit unterschiedlicher
Effektivitat: Neben der chirurgischen Exzision und (Skinning-) Vulvektomie, stellen die CO2-
Laservaporisation und -exzision etablierte Verfahren dar. Auch Kombinationen aus
chirurgischer und Laser-Therapie werden durchgefihrt. Neuere Therapieanséatze
reprasentieren lokale Behandlungen mit Immunmodulatoren.

Eine groBe Studie von Jones et al. ergab eine hohe Rezidivrate nach chirurgischer Exzision
und/oder CO2-Laservaporisation von ungefahr 50 %. Darlber hinaus zeigte diese Studie ein
hohes Risiko der Entwicklung eines invasiven Vulvakarzinoms fir unbehandelte Frauen tber
30 Jahre [5]. Ahnliches wurde schon in friiheren Untersuchungen von Jones beobachtet [26].
Auch in anderen Studien waren die Rezidivraten zum Teil hoch [6, 31, 32], auf der anderen
Seite konnten Penna et al. fir die Laserexzision und —vaporisation relativ gute Ergebnisse
aufzeigen [33]. Niedrige Rezidivraten fanden sich nach (Skinning) Vulvektomie [32] sowie
nach einer Kombination aus chirurgischer partieller Vulvektomie und anschlieBender
Laserablation [34]. Die Bedeutung einer HPV-Infektion fir die Prognose wird unterschiedlich
bewertet [19, 31, 32], wahrscheinlich ist die Progressionsrate HPV-induzierter Lasionen
geringer.

Ein neuerer Therapieansatz ist die lokale Behandlung mit Imiquimod (Aldara®), einem
Immunmodulator in Salbenform. Imiquimod aktiviert den Toll-like-Rezeptor 7 (TLR-7) und
fhrt zu einer lokalen Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen. Die Erfolge der bislang
durchgefiihrten klinischen Studien sind uneinheitlich [35-37]. Ein deutlicher Vorteil der
Imiquimodbehandlung liegt in der Mdglichkeit, die Integritat der Vulva zu erhalten.

Seit kurzem gibt es die Mdglichkeit der Primarpravention HPV induzierter Erkrankungen: Die
prophylaktische Impfung gegen HPV hat eine ausgezeichnete Effektivitat. Seit Oktober 2006
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befindet sich der HPV-Impfstoff Gardasil® (Entwicklung: Merck & Co.; europaischer Vertrieb:
Sanofi Pasteur MSD) auf dem europédischen Markt, der fir Frauen zwischen 9 und 26
Jahren, sowie fur méannliche Jugendliche zwischen 9 und 15 Jahren zugelassen ist. Der
Impfstoff enthalt Hillprotein der HPV-Typen 6, 11, 16 und 18. Wahrend die Typen 6 und 11
fir ungeféhr 90% der Kondylome des Genitalbereiches verantwortlich sind [38], verursachen
Letztere circa 70 bzw. 40 % der VINs respektive der Vulvakarzinome [15].

Der Zulassung von Gardasil® folgte im Marz 2007 die Empfehlung zur generellen Impfung
gegen humane Papillomaviren fir Madchen zwischen 12 und 17 Jahren durch die Standige
Impfkommission [39]. In Phase-3-Studien zur Effektivitat quadrivalenter Impfstoffe gegen die
HPV-Typen 6, 11, 16 und 18 konnte eine signifikante Reduktion HPV-assoziierter Lasionen
bei jungen Frauen, die im Vorfeld der Impfung negativ fir die entsprechenden Virustypen
waren, gezeigt werden [8, 40-42].

Im September 2007 wurde ein zweiter HPV-Impfstoff, Cervarix® (GlaxoSmithKline), fur
Mé&adchen und Frauen zwischen 10 und 25 Jahren zugelassen. Dieser richtet sich gegen die
HPV-Typen 16 und 18. Die Effektivitat der Impfung war vergleichbar mit derjenigen von
Gardasil® [43-46].

Die HPV-Impfung scheint keine relevanten Nebenwirkungen zu haben [47].

1.1.2 Weitere Erkrankungen der Vulva, Differentialdiagnosen

Wichtige Differentialdiagnosen der VIN sind der intraepitheliale Morbus Paget, das
oberflachlich ausgebreitete Melanoma in situ, Condylomata acuminata, der Lichen sclerosus
et atrophicus, die einfache Hyperkeratose oder die Leukoplakie [1, 12].

Der Morbus Paget prasentiert sich primar als intraepitheliale Neoplasie mit dem Potential der
Progression in ein Paget-Karzinom und weist die typischen groBen, hellen Paget-Zellen auf.
[1]. Das Melanoma in situ der Vulva lasst sich durch immunhistochemische Farbungen fir
S100 und HMB 45 abgrenzen [1, 48].

Im Gegensatz zu diesen beiden Differentialdiagnosen sind Condylomata acuminata der
Vulva, Vagina und Zervix mit einer Inzidenz von ca. 1% der weiblichen Bevdlkerung eine
haufige Erkrankung und gutartig [22]. Sie werden meist durch die low risk-HPV-Typen 6 und
11 hervorgerufen und stehen laut einer chinesischen Untersuchung an erster oder zweiter
Stelle der sexuell Ubertragenen Krankheiten [49]. Morphologisch sind sie durch ein
exophytisches Wachstum mit papillomatdsen und verrukésen Formen gekennzeichnet. Ein
wichtiges histologisches Merkmal der Kondylome sind die durch die HPV-Infektion
hervorgerufenen Koilozyten. Nukledre Atypien liegen generell nicht vor. Eine Ausnahme
hiervon bildet das atypische Kondylom, das in der Regel durch high risk-HPV-Typen
hervorgerufen wird [1, 50].
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Eine relativ seltene, chronisch-progrediente Erkrankung, die bevorzugt Frauen der weiBen
ethnischen Gruppe betrifft, wird durch den Lichen sclerosus et atrophicus reprasentiert. Er
fihrt zu einem atrophischen Schwund der Schamlippen mit starkem Juckreiz (Craurosis
vulvae). Dies entspricht histopathologisch einer Atrophie der Epidermis mit reaktiver
Hyperkeratose sowie einem lymphozytaren Infiltrat der Dermis mit friihzeitiger Zerstérung vor
allem der elastischen Fasern [51]. Das Krankheitsbild reprasentiert eine wichtige
Differentialdiagnose zur VIN. Eine Abgrenzungsmadglichkeit, zumindest zur klassischen VIN,
stellen HPV-Nachweis und p16-Immunhistochemie dar.

1.2 Maligne Tumoren der Vulva

1.2.1 Plattenepithelkarzinome

Ny
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Abb. 1.7: VSCC hlstologlsch VSCC =

vulvar squamous cell carcinoma

Die Inzidenz des invasiven Plattenepithelkarzinoms (Abb. 1.7) liegt bei 1-2/100.000
Frauen/Jahr, womit es ungefahr 3,5-8 % der malignen Tumoren des weiblichen Genitaltrakts
und 95% der Malignome der Vulva ausmacht. Die Inzidenz steigt mit zunehmendem Alter,
der Altersgipfel liegt bei 60-80 Jahren [1, 52]. Weltweit ist die Inzidenzrate in den letzten
Jahren relativ stabil geblieben [1, 53] bzw. hat nur wenig zugenommen (20 %) [3]. Der Anteil
der jungen Frauen mit Plattenepithelkarzinomen der Vulva ist demgegeniber deutlich
gestiegen [54, 55]. Bezogen auf Deutschland ergaben neuere Erhebungen eine Zunahme
der Inzidenz des Vulvakarzinoms in den letzten Jahren [56, 57].

Die Stadieneinteilung des Vulvakarzinoms erfolgt zum einen nach der TNM-Klassifikation (T
= Tumor; N = Nodi/regiondre Lymphknoten; M = Fernmetastasen) der Union Internationale
Contre le Cancer (www.uicc.org), zum anderen nach den FIGO-Stadien der Fédération
Internationale de Gynécologie et d Obstétrique (www.figo.org).
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Es wird heute angenommen, dass sich die invasiven Neoplasien der Vulva, ahnlich wie die
intraepithelialen Neoplasien, grob in zwei verschiedene Formen einteilen lassen.
Unterscheidungskriterium neben der Morphologie ist auch hier die Assoziation zu einer high
risk-HPV-Infektion [11, 23, 58]. Die Datenlage bezlglich der Prognose ist uneinheitlich:
wahrend in der Studie von Monk et al. Frauen mit HPV-negativen Karzinomen schlechtere
Uberlebenszeiten aufwiesen [59], wurde in der Studie von Pinto et al. keine Beeinflussung
der Uberlebenszeit der Patienten durch den HPV-Status festgestellt [60]. Das Vorhandensein
von Lymphknotenmetastasen war dagegen bei mehreren Studien mit einer ungtnstigeren
Prognose verbunden [27, 52, 59-61]. Ein weiterer Prognosefaktor ist der Sicherheitsabstand.
Ein Abstand von = 8 mm erscheint bedeutsam fiir eine héhere loko-regionare Kontrolle [61].
Insgesamt betrachtet liegt die 5-Jahresiiberlebensrate (5-JUR) aller Vulvakarzinome bei 30-
50 %. Die stadienabhangige 5-JUR betrégt bei FIGO | 90 %, bei FIGO Il 60 % und bei FIGO
[l 50 %. Von den Patientinnen mit einem FIGO IV-Tumor leben nach 5 Jahren noch 20 %
[52].

Als allgemeine Risikofaktoren fur die Entwicklung eines Vulvakarzinoms wurden bisher eine
hohe Anzahl an Geschlechtspartnern (damit zusammenhangend ein frihzeitiger erster
Geschlechtsverkehr sowie ein niedriger soziobkonomischer Status), anamnestische
Kondylome, Tabakkonsum und HSV-2-Infektionen genannt [62, 63]. Bei Brinton et al. wurde
jedoch keine Adjustierung bezlglich des HPV-Status durchgeflihrt. Dagegen untersuchten
Madelaine et al. den Zusammenhang von Tabakkonsum respektive HSV-2-Infektionen und
der Entwicklung von invasiven Vulva-Lasionen gesondert fir HPV-negative und HPV-positive
Félle. Fir beide Parameter ergab sich ein ursdchlicher Zusammenhang zur
Karzinomentwicklung unabhangig vom HPV-Status. Es ist nicht auszuschlieBen, dass die
restlichen der oben angeflhrten Faktoren eher das Risiko fir den Erwerb einer HPV-
Infektion beschreiben.

1.2.1 a) Keratinisierendes Plattenepithelikarzinom/Invasives Plattenepithelkarzinom
not otherwise specified (=NOS)

Das keratinisierende Plattenepithelkarzinom der Vulva geht nur in wenigen Fallen mit einer
HPV-Infektion einher [11, 58, 59]. Es ahnelt darin, ebenso wie in der Morphologie, dem
differenzierten Typ der VIN, der als eine direkte Vorstufe des invasiven Karzinoms
angesehen wird [12, 24, 64].

Makroskopisch zeigen ,gewodhnliche® Plattenepithelkarzinome entweder ein endophytisch-
ulzerierendes oder ein exophytisches Wachstum [1]. Mikroskopisch weisen die Zellen einen
hohen Differenzierungsgrad auf. In der Studie von Lee et al. fanden sich im Gegensatz zu
HPV-positiven Plattenepithelkarzinomen Punktmutationen im p53-Gen [65]. In einer spateren
Studie belegten Santos et al. wiederum eine hohe p53-Expression flr einen GroBteil der
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keratinisierenden Plattenepithelkarzinome [18]. Eine Variante der exophytischen Form bildet
das verrukése Karzinom (Riesenkondylom Buschke-Léwenstein) [1, 2]. Diese Form ist zwar
nicht high risk-HPV-positiv, doch besteht eine Assoziation zu den low risk-HPV-Typen 6 und
11 [66]. Als weitere Varianten des keratinisierenden Plattenepithelkarzinoms sind das meist
nicht verhornende riesenzellige (anaplastische) Plattenepithelkarzinom, das spindelzellige
und das akantholytische Plattenepithelkarzinom zu nennen [1].

Das HPV-negative Vulvakarzinom tritt Gblicherweise unifokal auf und auch metachrone
Lasionen werden selten beobachtet [59, 67, 68]. Benachbarte Epithelveranderungen stellen
die Plattenepithelhyperplasie, der Lichen sclerosus sowie die differenzierte VIN dar [11, 24,
67, 69].

Die betroffenenen Frauen sind in der Regel weit fortgeschrittenen Lebensalters, das heiBt 70
Jahre und alter [11, 59, 69-71]. Es kommen jedoch durchaus Félle von jungen Patientinnen
mit hochdifferenzierten Plattenepithelkarzinomen vor [55]. In dieser Altersstufe besitzen
Letztere jedoch keine herausragende Bedeutung [16, 54, 55]. Der Anteil der HPV-negativen
Karzinome an der Gesamtheit der Tumore variiert in den verschiedenen Studien von 40 %-
100 %, wobei vor allem jingere Studien darauf hinweisen, dass er unter 50 % liegt [11, 13,
15, 23, 59, 65, 67, 70-72].

1.2.1 b) HPV-positive Plattenepithelkarzinome

Wie auch bei der klassischen VIN stellt HPV 16 den dominanten Virustyp in diesen Lasionen
dar. Des Weiteren werden Infektionen mit den HPV-Typen 18, 33 und 45 beobachtet [11, 13,
15, 59, 67, 70, 72].

Ebenso wie die HPV-assoziierten intraepithelialen Neoplasien lassen sich die HPV-positiven
Vulvakarzinome in basaloide und kondylomatdse Formen einteilen. lhnen benachbart liegt
haufig eine klassische VIN [11, 54, 67, 69, 70]. Auch kénnen wie bei der klassischen VIN
syn- und metachrone intraepitheliale und invasive L&sionen an anderen Stellen des
Anogenitaltrakts auftreten [16, 59, 67, 68].

Als Differentialdiagnosen des basaloiden Karzinoms kommen das ebenfalls zu den
Plattenepithelkarzinomen zahlende Basalzellkarzinom der Vulva (s.u.), das Merkel-Zell-
Karzinom mit einem viel diffuseren Wachstumsmuster sowie sekundére kleinzellige Tumoren
in Frage [1]. Kondylomatdse Plattenepithelkarzinome wachsen exophytisch und missen von
dem verrukdsen Karzinom (s.o.) abgegrenzt werden.

Patientinnen mit HPV-assoziierten Karzinomen sind in der Regel jlinger als 60 Jahre [11, 55,
59, 67, 69-71] und ahnlich wie bei der klassischen VIN zahlen Rauchen [59, 63, 73] und
Immunsuppression [22] zu den Risikofaktoren. Studienergebnisse in Bezug auf den Anteil,
den HPV-assoziierte Tumoren an den Plattenepithelkarzinomen der Vulva ausmachen, sind
uneinheitlich (s.o.).
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1.2.2 Andere Tumore der Vulva

Andere Malignome sind eher selten an der Vulva anzutreffen. Sie beinhalten unter anderem
das Maligne Melanom, den Morbus Paget der Vulva, das Basalzellkarzinom/Basaliom und
Karzinome der Bartholinschen-Driise. Die ersten beiden sind oben bereits als
Differentialdiagnosen zur VIN beschrieben.

Das Basalzellkarzinom der Vulva macht ungeféahr 5 % der Vulvakarzinome aus und betrifft
vor allem Patientinnen im hdheren Lebensalter [27]. Wé&hrend in einigen Studien eine
Assoziation mit HP-Viren unabh&ngig von der Lokalisation nicht nachgewiesen werden
konnte [74, 75], fanden Shamanin et al. bereits 1996 verschiedene HPV-Typen in
Basalzellkarzinomen sowohl immunsupprimierter als auch immunkompetenter Patienten
[76]. Karzinome der Bartholinschen Driise sind Adenokarzinome und gehdren ebenfalls zu
den seltenen Vulvamalignomen [1, 27].

1.2.3 Therapie der Vulvakarzinome

Kriterien, die das therapeutische Vorgehen beeinflussen, sind auf der einen Seite die
Ausdehnung des Tumors sowie der Lymphknotenbefall, welcher schon bei geringer
Infiltrationstiefe vorliegen kann, auf der anderen Seite das Alter, die Operationsfahigkeit und
die Winsche der Patientin.

Lediglich bei FIGO la (Tumortiefe < 1 mm) ist die lokale Exzision im Gesunden mit einem
Sicherheitsabstand von 1-2 cm ausreichend, da in diesem Stadium das Risiko der
Lymphknotenmetastasierung fast 0 % betragt. Liegen in der Umgebung des Tumors
zeitgleich eine VIN oder andere Dermatosen vor, wird bei alteren Patientinnen eine einfache
Vulvektomie, bei jingeren eine Kombination aus lokaler Exzision weit im Gesunden und
einer konservierenden Behandlung der umgebenden Hautbezirke z.B. mittels CO2-Laser
bevorzugt. Bei FIGO Ib erfolgt zusatzlich zur lokalen Exzision die ipsi- oder bilaterale
inguinofemorale Lymphknotenresektion. Hohere Stadien erfordern eine radikale Vulvektomie
(Resektion der groBen und kleinen Schamlippen sowie beidseitige Entfernung der inguinalen
und femoralen Lymphknoten). Im Falle positiver inguinaler Lymphknoten muss auch die
Entfernung der pelvinen Lymphknoten oder eine Bestrahlung des kleinen Beckens erfolgen.
Je nach Ausdehnung des Tumors werden die unteren Anteile der Vagina oder ein Stuck der
Urethra reseziert.

Eine postoperative Radiatio wird, neben der Indikation im Falle positiver inguinaler
Lymphknoten, bei nicht radikal resezierbaren Tumoren, z.B. FIGO IVA, oder palliativ
eingesetzt, gegebenenfalls in Kombination mit einer Chemotherapie (Cisplatin/5-FU). Eine
alleinige Chemotherapie zeigt nur geringe Ansprechraten von wiederum nur kurzer Dauer

und wird selten eingesetzt [27, 52].
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Ein neueres Verfahren zur praoperativen Diagnostik besteht in der Sentinel-Lymphknoten-
Entfernung, welche z.B. bei Patientinnen mit Mammakarzinom oder beim Malignen Melanom
bereits klinisch angewandt wird. In Bezug auf das Vulvakarzinom lieferte diese Methode
ebenfalls in einigen Studien zuverlassige Informationen Uber das Vorliegen oder Nicht-
Vorliegen einer Metastasierung in die inguinalen Lymphknoten [77-79]. Der Einsatz beim
Vulvakarzinom sollte jedoch bis zum Vorliegen gréBerer Zahlen nur unter
Studienbedingungen erfolgen, da Ubersehene metastatisch befallene Lymphknoten in der
Leiste fir die Frauen immer ein Todesurteil bedeuten und auch ,Pitfalls® der Methode
beschrieben sind [78, 80].

1.3 Humane Papillomaviren (HPV)

1.3.1 HPV-Klassifikation

Die humanen Papillomaviren gehdren zur Familie der Papillomaviridae [63]. Diese beinhaltet
neben den humanpathogenen eine groBe Zahl an tierpathogenen Papillomaviren wie z.B.
das CRPV (cottontail rabbit papillomavirus), das BPV (bovine papillomavirus) oder das
COPV (canine oral papillomavirus) [81]. Die humanpathogenen Arten verursachen eine
Vielzahl von Haut- und Schleimhauttumoren, wobei sich weit Uber 100 HPV-Genotypen
unterscheiden lassen, die in vielen Féllen bestimmten Krankheitsbildern zugeordnet werden
kdénnen (s.u.) [82-84].

Ein neuer Genotyp ist durch ein Genom definiert, welches in mehr als 10 % von der Abfolge
der Nukleotidsequenz im L1-Gen eines jeden bis dahin isolierten Genotyps abweicht. Um
eine Ubersicht Uber die Fiille der verschiedenen Genotypen zu bekommen, nutzt man den
Tropismus der HPV-Typen flr bestimmte epitheliale Gewebe, um sie weiter einzuteilen. Dem
entsprechend grenzt man die Gruppe der (muko-) kutanen HPV-Typen (z.B. HPV 1-2, 10,
26-29, 37, 38, 46, 47, 49, 50, 57) von der anogenitalen Gruppe (z.B. HPV 6, 11, 16, 18,
verschiedene der 30er, 40er, 50er, 60er, 70er) ab. Zur Gruppe der gynakologisch wichtigen
HP-Viren z&hlen inzwischen Gber 40 Typen [84, 85].

1.3.2 HPV-Struktur und Genom-Organisation

In ihrer Struktur &hneln die Papillomaviren den Polyomaviren: Sie enthalten zirkulére
doppelstrangige DNA, besitzen ein ikosaedrisches Kapsid, sind 45-55 nm groB8 und nackt
[83]. Ihr Genom ist jedoch gréBer als das der Polymaviren und setzt sich im Falle der
kutanen Virustypen aus ungefahr 7600 Basenpaaren (bp), im Falle der genitalen Virustypen
aus ungefahr 7900 bp zusammen [85].
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Nach ihrer Funktion im viralen Replikationszyklus werden die HPV-Gene in early and late
unterteilt [85]. Wahrend L1 und L2 fir Proteine kodieren, die zum Aufbau des Kapsids und
damit der Virusstruktur vonnéten sind, ibernehmen die Genprodukte der E-Gene vor allem
regulatorische Funktionen in Bezug auf den Erhalt des Genoms, die DNA-Replikation und
die Aktivierung des Lysezyklus’ [81].

Der restliche, ca. 10% umfassende Bereich des Genoms wird durch die lange Kontrollregion
(,long control region®, ,LCR*) eingenommen. Diese kodiert nicht flr Proteine, sondern enthalt
den Replikationsursprung, Promoter, Transkriptions-Enhancer sowie Poly-A-Sequenzen. Sie
tragt damit wesentlich zur Regulation der viralen Genexpression bei [81, 85].

1.3.3 HPV-induzierte Erkrankungen

Entsprechend der Assoziation mit malignen L&sionen werden die HPV-Subtypen als ,low
risk“ oder ,high risk“ bezeichnet [81, 86]. Eine neuere Definition erfolgte 2005 sowie 2009
durch die International Agency for Research on Cancer (IARC). Diese klassifiziert die HPV-
Typen 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 und 59 als karzinogen, auBerdem HPV 68
als wahrscheinlich karzinogen fiir den Menschen. Eine weitere Gruppe bilden die HPV-
Typen 5, 6, 8, 11 und 66 als moglicherweise karzinogen, wobei HPV 66 zwischen 2005 und
2009 als wahrscheinlich karzinogen eingestuft war [87, 88].

Die plantaren, die vulgaren und die planen, juvenilen Warzen werden tberwiegend durch die
low risk-Typen 1, 2, 3, 4 und 10 verursacht [82]. Die seltene Epidermodysplasia
verruciformis, die beetartig verschiedene Warzenformen zeigt, ist dagegen vor allem mit den
HPV-Typen 5 und 8 assoziiert. Sie kann in 30-60 % der Falle in ein Plattenepithelkarzinom
Ubergehen, bevorzugte Lokalisation bildet die sonnenexponierte Haut. Dem entsprechend
nimmt UV-Licht in der Pathogenese einen wichtigen Stellenwert ein [81, 89, 90].

Die low risk-Typen HPV 6 und 11 sind zum einen im Kopf-/Halsbereich far die
Larynxpapillome, zum anderen fir die Condylomata acuminata der Anogenitalregion (s.0.)
verantwortlich. Ebenso wie die Epidermodysplasia verruciformis weisen Larynxpapillome ein
Entartungsrisiko auf [82, 83]. Auch hier tragen externe Faktoren, namlich die Exposition
gegenliber chemischen Substanzen, zur Karzinomentstehung bei [81].

Wissenschaftlich anerkannt und in vielen Studien untersucht ist die ursachliche Rolle der
high risk-HPV-Typen 16 und 18 in der Pathogenese des Zervixkarzinoms. Gleiches gilt fur
HPV 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 und 66 [66, 84, 86, 91-93], jedoch in geringerem
MaBe. HP-Viren besitzen damit eine groBe Bedeutung als Kanzerogene, da das
Zervixkarzinom den zweithdufigsten Tumor der Frau weltweit darstellt [87], mit geschéatzten
493.000 Neuerkrankungen und 274.000 Todesfallen im Jahr 2002. Die Haupttumorlast liegt
in den Entwicklungsléandern [94]. Als Ko- bzw. Risikofaktoren fir die Entwicklung eines
Zervixkarzinoms bei HPV-infizierten Frauen wurden Tabakkonsum, ein junges Alter bei
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erstem Geschlechtsverkehr, eine hohe Anzahl von Geschlechtspartnern sowie eine hohe
Paritat beschrieben [95-99]. Die meisten genannten Faktoren sind direkt mit HPV-Infektionen
assoziiert und stellen wahrscheinlich keine unabhangigen Risikofaktoren dar (s.o.).

Die Rolle der humanen Papillomaviren in der Pathogenese des Vulvakarzinoms ist bereits
beschrieben worden (s.0.). Darliber hinaus lassen sich laut Studien bei einem GroBteil der
Plattenepithelkarzinome der Anal- bzw. Perianalregion HP-Viren nachweisen, auch hier ist
ein kausaler Zusammenhang zwischen HPV-Infektion und Kanzerogenese wahrscheinlich
[81. 100-102]. Zur Entstehung des Plattenepithelkarzinoms der Vagina gibt es nur wenige
Studien, doch entdeckten z.B. Daling et al. bei 60 % der von ihnen untersuchten
Patientinnen mit einem invasiven Vaginakarzinom in den Gewebeproben HPV-DNA [103].
Auch in Gewebeproben von Peniskarzinomen findet man HP-Viren (Typ 16 und 18) [104].

Im Kopf-Hals-Bereich konnte eine Assoziation zu HPV, insbesondere zum HPV-Typ 16, fur
einen Teil der Tonsillenkarzinome nachgewiesen werden [105-108]. Dabei zeigte sich, dass
man im Kopf-Hals-Bereich verschiedene Entitadten der Plattenepithelkarzinome differenzieren
kann, was Analysen von Wiest et al. bestatigten [109]. Bei bis zu 20% der Kopf-Hals-
Tumoren wird inzwischen eine HPV-Atiologie angenommen [108].

1.3.4 HPV-Pathogenese

In Bezug auf ihren Lebenszyklus nehmen humane Papillomaviren eine Sonderstellung unter
den Viren ein: Grundvoraussetzung einer Infektion ist die Zugangsmadglichkeit zu Haut- oder
Schleimhautzellen, die die Fahigkeit zur Proliferation beibehalten haben, also Zellen der
Basalschicht. Ein solcher Zugang ergibt sich z.B. im Falle von Mikrolasionen der Haut und
Schleimhaut. Hat eine Infektion stattgefunden, wird die virale Genexpression in den
Basalzellen gréBtenteils unterdriickt. Lediglich die sogenannten ,friihen“ (early) Virusgene
werden in begrenztem Ausmaf exprimiert, was eine gesteigerte Proliferation der infizierten
Zellen nach sich zieht. Nach dem Eintritt infizierter Zellen in die Suprabasalschicht beginnt
die Expression der ,spaten“ Virusgene mit Synthese der Strukturproteine. Der Zyklus
schlieBt sich, indem in den oberflachlichen Epidermisschichten vollstdndige Viruspartikel
gebildet und aus der Zelle geschleust werden [84, 86].

Wahrend in gutartigen L&sionen sowie in niedriggradigen Dysplasien HP-Viren in episomaler
Form vorliegen, sind die viralen Genome oder Genomfragmente in einigen fortgeschrittenen
Dysplasien und in einem Teil der HPV-induzierten Karzinome in das Wirtszellgenom
integriert [84, 110-112]. Die Integrationsorte selber sind Uber das ganze Genom verteilt [84,
113, 114]. Es scheint Pradilektionsstellen fir eine Integration zu geben, sogenannte fragile
Stellen im Genom, die auf Grund ihrer Neigung zu Chromosomenbriichen eine Integration
fremder DNA erleichtern [114].
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Die Transformation von Epithelzellen durch karzinogene HPV-Typen wird primar durch die
Onkoproteine E6 und E7 verursacht, vermutlich spielt auch E5 eine Rolle bei der
Transformation [86].

E5 besitzt Bedeutung in der Proliferationsphase der Viren, in dem es in bereits
differenzierten Zellen die Fahigkeit zur erneuten DNA-Synthese unterstitzt [115, 116]. Die
Studie von Genther et al. zeigte jedoch auch, dass die Rolle des E5-Proteins eher
untergeordnet ist [116]. Hinsichtlich der spateren Prozesse der HPV-induzierten
Karzinogenese ist es nicht erforderlich, was durch die Tatsache untermauert wird, dass die
E5 Gensequenz zum Teil bei der Integration des Virusgenoms zerstért wird [117].

E6 und E7 sind in der Lage, unabhdngig voneinander strukturelle und numerische
chromosomale Instabilitdt zu verursachen [118]. Die Fahigkeit der DNA humaner
Papillomaviren zur Transformation humaner Keratinozyten in unsterbliche Zellen, die der
terminalen Differenzierung nicht mehr zuganglich sind, wird sowohl durch die Blockierung
von E6 als auch von E7 aufgehoben [119]. Die 2003 von Yamamoto et al. an embryonalen
Fibroblasten durchgeflinrte Studie bestéatigte ebenfalls, dass die E6- und E7-Gene
unabhéangig voneinander Unsterblichkeit induzieren kénnen [120].

Ein wichtiger Effekt des E6-Gens beruht auf seiner Interaktion mit dem Tumorsuppressorgen
p53, welches Zellen mit geschadigter DNA der Apoptose zufiihrt. Werness und Scheffner
zeigten bereits 1990, dass E6-Proteine der HPV-Typen 16 und 18 in der Lage sind, p53 zu
binden und damit seine Degradation durch das Ubiquitin-abhangige Proteasen-System zu
fordern [121-123]. Ein weiteres Zielprotein, dessen Abbau durch das Onkoprotein E6
gefdrdert wird, stellt Bak dar, ein pro-apoptotisches Mitglied der Bcl-2 Familie [90, 123, 124].
Aus diesen Interaktionen mit p53 und Bak resultiert eine Unempfindlichkeit gegentber
Apoptose auslésenden Prozessen und eine zunehmende chromosomale Instabilitat.
Zusatzlich erreicht das E6-Onkoprotein einen wachstumsstimulierenden Effekt durch eine
Aktivierung der Telomerase [120, 123, 125].

Stellt p53 den Hauptangriffsort fir E6 dar, ist dies das Retinoblastomgen (Rb) fir E7. Das
Rb-Protein besitzt ebenfalls die Funktion eines Tumorsuppressors, indem es im
hypophosphoryliertem Zustand den Transkriptionsfaktor E2F bindet und somit den Zellzyklus
in der G1-Phase arretiert. Durch zyklinabhangige Kinasen (CDK) kommt es zur
Hyperphosphorylierung des Rb-Proteins, woraufhin E2F freigesetzt wird und Zielgene
aktiviert, die den Zellzyklus vorantreiben [126]. Durch die Interaktion des E7-Onkoprotein mit
dem Rb-Genprodukt kommt es, neben einer erhéhten Degradation des Rb-Proteins [127],
CDK-unabhangig zu einer Dissoziation des Rb-Protein/E2F-Komplexes und somit zur
Progression des Zellzyklus [128]. Aus der Inaktivierung des Rb-Proteins resultiert eine
Steigerung der Expression des CDK-Inhibitors p16™K* [129]. Schon 1998 zeigte sich dieser
Effekt in einer Studie von Sano et al. ausschlieBlich bei high und intermediate risk-HPV-
assoziierten Lasionen [130]. Zusétzlich zu seinen Effekten auf das Rb-Protein stimuliert E7
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die Expression von Cyclin A und Cyclin E, welche fir die Aktivierung der CDKs
verantwortlich sind [131]. Des Weiteren flihrt E7 schon in einem friihen Stadium der viralen
Infektion, noch vor Auftreten ausgepragter Kernabnormalitaten, zu einer gestérten Synthese
des Zentrosomenapparates, was wiederum die Destabilisierung des Genoms fordert [132].
Trotz der Fahigkeit der E6- und E7-Genprodukte, auch unabh&ngig voneinander Zellen zu
transformieren, wird dieser Effekt bei Vorhandensein beider Onkoproteine deutlich erhéht.
Dies erklart sich unter anderem durch folgenden Synergismus: Fir sich genommen fiihren
die Wirkungen von E7 zu p53- und Bak-induzierter Apoptose. Durch die Degradation von
p53 und Bak infolge der Interaktion mit E6 wird eine solche Apoptose jedoch verhindert [86,
133].

1 .4 p1 6INK4a
1.4.1 Bedeutung im Zellzyklus

p16™“@ ist das Produkt des Tumorsuppressorgens CDKN2A und inhibiert CDK 4 und 6
[134], welche zur Hyperphosphorylierung des Rb-Proteins flhren (s.o0.). Es tragt somit im
Rahmen des Signalwegs CDK-Rb-E2F zur Regulation des Zellzyklus bei, indem es den
Ubertritt in die S-Phase verhindert. Dabei unterliegt es einerseits einer negativen
Rlckkopplung durch das Rb-Protein, andererseits induzieren hohe Konzentrationen von E2F
die Expression des CDK-Inhibitors [129, 135, 136]. Beauséjour et al. konnten zudem in ihrer
Studie zeigen, dass p16 neben p53 entscheidend zur Induktion des irreversiblen Zellarrest
beitragt [137].

Bei einer groBen Anzahl verschiedener Tumoren findet sich eine Inaktivierung der p16-
Funktion durch (Punkt-) Mutationen, Deletion des Gens, Verlust des chromosomalen Locus
(loss of heterozygosity, LOH) oder durch methylierungsabhdngige Hemmung der
Promotoraktivitat [138]. Im Unterschied dazu wurde bei high risk-HPV-assoziierten zervikalen
und genitalen Lasionen eine drastische Uberexpression von p16™<** festgestellt [130, 139,
140].

1.4.2 p16™** als Biomarker

Bereits 1997 zeigten Kim et al., dass im Falle des Zervixkarzinoms, im Gegensatz zu
anderen Tumorentitaten, keine Deletion oder Punktmutation im p16-Gen vorliegt [141]. Ein
Jahr spater stellten Sano et al. einen Zusammenhang zwischen high risk-HPV-induzierten
Lasionen im Zervikalbereich und der Uberexpression des p16-Proteins fest. Sie betrachteten
die p16-Immunhistochemie schlussfolgernd als mdgliche Entscheidungshilfe zur
Differenzierung zwischen high/intermediate und low risk-HPV-Infektionen [130]. An dieses
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Ergebnis anschlieBend beschéftigten sich im Verlauf mehrere Studien mit der Bedeutung
des p16-Genprodukts als Biomarker in der Diagnostik HPV-assoziierter Zervixlasionen und
stellten zum Teil Vergleiche mit anderen Biomarkern wie z.B. Ki-67 oder MCM5 an [139, 140,
142-150]. Dabei erwies sich die p16-Immunhistochemie in der Untersuchung zervikaler
Biopsien allgemein als nltzlicher Biomarker, der eine hohe Sensitivitét far high risk-HPV-
transformierte Lasionen besitzt und die Interobservervarianz in der Beurteilung histologischer
Gewebeschnitte reduziert.

Ahnliche Ergebnisse erzielten Studien, die die Wertigkeit der immunzytochemischen
p16™“aFarbung von dysplastischen Zellen in zytologischen Abstrichpréparaten
untersuchten [151, 152]. 2003 wendeten Negri et al. sowohl immunhistochemische als auch
immunzytochemische Methoden zur Diagnostik des Adenokarzinoms der Zervix und seiner
Vorstufen an. Hier konnte ebenfalls ein diagnostischer Nutzen fir p16 belegt werden [153].
Mittlerweile hatten mehrere Untersuchungen eine Assoziation der high risk-HPV-Typen zu
anderen Karzinomen wie dem Plattenepithelkarzinom der Analregion [100, 102] oder dem
Tonsillenkarzinom [107] nachgewiesen. Als Konsequenz wurde auch bei diesen Entitaten die
p16-Immunhistochemie durchgefiihrt, welche in Ubereinstimmung mit den oben genannten
Studien eine hohe Korrelation zwischen p16-Uberexpression und einer high risk-HPV-
Infektion ergab [101, 105, 106].

Im Fall des Vulvakarzinoms war die Bedeutung des p16-Proteins auf Grund der
uneinheitlichen Pathogenese bis vor wenigen Jahren fraglich. 1997 fanden Chan et al. bei
der Untersuchung von vulvdren Lasionen eine Abnahme der p16-Expression von
urspringlich 86% bei benignen Lasionen auf 37 % bei invasiven Plattenepithelkarzinomen
[154]. Mittels einer Methylierungs-spezifischen PCR wiesen dann Lerma et al. 2002 eine
Hypermethylierung des p16™“®-Promotors in 68 % der in ihrer Studie untersuchten
Vulvakarzinome, 69,2 % der VIN- und 42,8 % der Lichen sclerosus-Félle nach [25]. In der
2007 verdffentlichen Studie von Tringler wurden ausschlieBlich invasive Vulvaldsionen auf
ihren p16-Status hin untersucht. 43 % der Proben waren positiv. Gleichzeitig ergaben sich
Hinweise fir p16 als prognostisch bedeutsamer Biomarker im Sinne eines glnstigeren
Krankheitsverlaufs [155].

Zu berucksichtigen ist, dass in keiner der genannten Studien der HPV-Status untersucht
wurde. Erst im September 2004 wurde durch Riethdorf et al. eine Studie verdéffentlicht,
welche sowohl die p16-Expression als auch das Vorliegen einer HPV-Infektion Uberprifte
[71]. Dabei zeigte sich eine &hnliche Konstellation wie im Bereich der Zervix, dass namlich
eine intensive und diffuse p16-Expression das Vorliegen eines HPV-assoziierten
neoplastischen Prozesses anzeigte. Auch die kurz zuvor erschienene Arbeit von Santos et
al. bestatigte die pi16-Immunhistochemie als geeignetes Werkzeug zur Unterscheidung
zwischen HPV-assoziierten und HPV-unabhangigen Vulvakarzinomen und VINs [18]. Im
Unterschied zu Riethdorf fihrte Santos zu diesem Zeitpunkt keine HPV-Testung durch,
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sondern unterteilte die Lasionen nach der Morphologie in einen basaloiden oder warzigen,
das heiBt also HPV-assoziierten Typ und in einen verhornenden, differenzierten und damit
HPV-unabhéangigen Typ. 2006 veroffentlichte Santos jedoch eine weitere Studie, in welcher
er die Unzulanglichkeit der morphologischen Kriterien fir die HPV-Status-Beurteilung
aufzeigte. Diesmal wurde eine parallele HPV-Testung durchgefihrt und er konnte erneut die
p16-Uberexpression als zuverlassigen Marker HPV-positiver Karzinome der Vulva darstellen.
Intraepitheliale Neoplasien wurden isoliert nicht untersucht, lediglich in einigen Fallen als
Begleitbefund der invasiven Lasionen [156]. 2005 und 2006 stellten weitere Arbeitsgruppen
den Zusammenhang zwischen einer p16-Uberexpression und high risk-HPV-infizierten
Lasionen fest [23, 157]. Die Aussagekraft dieser Studien ist jedoch insofern begrenzt, dass
Rufforny et al. nur vier Vulvakarzinome in die Studie miteinbezogen und die von Van der
Avoort et al. untersuchten Vulvakarzinome samtlich HPV negativ waren.

1.5 Ziele dieser Arbeit

Waéhrend far Zervixlasionen und Karzinome inzwischen ein weit akzeptiertes
Progressionsmodell existiert, ausgehend von der HPV-Infektion zur Transformation von
Epithelzellen, lber Krebsvorstufen bis zum invasiven Karzinom, ist die Situation im Bereich
der Vulva und Vagina komplexer. In beiden Bereichen gibt es sowohl HPV-assoziierte, als
auch HPV-unabhangige Transformationsmechanismen. Viele Patientinnen mit Vulva- oder
Vaginalé@sionen leiden unter multifokalen oder sogar multizentrischen L&sionen die haufig
rezidivieren. Viele dieser Lasionen sind HPV-assoziiert, aber die Mechanismen der
Ausbreitung und Persistenz dieser Krebsvorstufen sind nicht gut verstanden. Persistierende
Lasionen des unteren Genitaltraktes sind schwer zu beherrschen, beunruhigen Patientinnen
und behandelnde Arzte und verursachen erhebliche Kosten. Ziel dieser Arbeit ist es,
Lasionen des unteren Genitaltrakts klinisch und molekular zu charakterisieren, mit
besonderem Augenmerk auf Eigenschaften und mdégliche Ursachen multifokaler und

multizentrischer Befunde.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Reagenzien und Chemikalien

Aquatex

Antibiotikalésung: Penicillin, Streptomycin

(Zielkonzentration 1 %)

Eosin, 0,5 %

Ethanol p.a. (absolut, 98 %, 70 %)
Eukitt

Fixationsspray Merckofix
Formalinlésung 5 %, gepuffert, pH 6,9
Fotales Kélberserum
(Zielkonzentration 10 %)

Paraffin

Mayers Hamalaun Lésung
Mayer’'s Hematoxylin

BDH
Gibco BRL

Merck

Merck

O. Kindler GmBH & CO
Merck

Merck

Gibco BRL

SUSSE GMBH
Merck

DakoCytomation (Code-Nr. S3309)

Salzsaure (HCI) Roth
Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS) Gibco BRL
Xylol Merck
2.1.2 Gerate

Brutschrank Heraeus
Deckglaser (in verschiedenen Léangen) Menzel

Farbebox

FarbegefaBle

Farbegestell

Fettstift

21 Glaskivetten mit Deckel

Kimwipes (grin)

Lichtmikroskop (LEITZ DMRD)
Objekttrager (konventionell prapariert)
Objekttrager (LBC, ThinPrepTM)

Steinbrenner
Roth

Roth
DakoCytomation
Roth

Kimberly Clark
Leica

Thermo

Cytic Germany, Pohlheim (Cytyc = Hologic)

2 MATHERIAL UND METHODEN
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Objekttragerhalterung

Pinsel

Pinzette

Prapariernadel

Rotationsmikrotom (C-Messer) (RM2035)
Strecktisch

Wasserbad

Roth

Nova Synthetics
Dumont&Fils
Roth

Leica

Leica

JULABO UC

2.1.3 Puffer und Lésungen

FCS (fétales Kalberserum):

Wird vor Verwendung 45 min. bei 56 °C inaktiviert.

5 M HCI:
285 ml 32 % HCI
ad 500 ml Aqua bidest

0,25 % HCI-Alkohol:
1,7 ml HCI 37 %
ad 250 ml Ethanol 99 %

PBS:
far1 1 Endkonzentration:
8¢ NaCl 0,8 % (W/v)
0,29 KCI 0,02 % (w/v)
1,44 g Na2HPO4 0,144 % (w/v)
0,24 g KH2PO4 0,024 % (w/v)

ad 800 ml Aqua bidest

pH 7,4 mit 5 M HCI einstellen; ad 1 | Volumen mit Aqua bidest; autoklavieren

2.1.4 Kommerzielle Reagenzien

CINtec™ p16™*“? Histology/Cytology Kit for Manual Staining, DakoCytomation Denmark A/S

Peroxydase-Blocking Reagent, Mouse-Anti-Human-p16™“? (Klonbezeichnung E6H4, MTM

Laboratories AG, Heidelberg), Visualization Reagent, Negative Control Reagent, Liquid

DAB+Substrate, Chromogen System, Target Retrieval Solution (x10), Wash Buffer (x10)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium, DMEM, Gibco BRL
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2.1.5 Zelllinien
Zelllinie Beschreibung HPV-Subtyp
Hela Adenokarzinom der Zervix 18

2.2 Methoden

2.2.1 Patientinnen/Gewebeproben

Die in die Untersuchungen eingeschlossenen Gewebeproben wurden von Patientinnen
asserviert, die in der Dysplasiesprechstunde der Frauenklinik der Universitat Disseldorf
(UFK) untersucht bzw. operiert wurden. Der Untersuchungszeitraum erstreckte sich Uber die
Jahre 1997-2005. Ein Teil der Gewebeproben wurde von auswartigen Instituten angefordert,
wenn die Frauen zu einem friheren Zeitpunkt andernorts operiert worden waren und spater
zur Behandlung eines Rezidivs oder einer unabhangig vom ersten Befund aufgetretenen
Lasion an der UFK Dusseldorf vorstellig wurden. Vor der Probenentnahme wurde von den
Patientinnen ein mundliches oder schriftliches Einverstandnis eingeholt. Die Untersuchungen
waren von der zustandigen Ethikkommission genehmigt worden.

Insgesamt wurden 196 Lé&sionen von 126 Patientinnen in die Untersuchungen
eingeschlossen. Klinische und epidemiologische Parameter, die neben HPV-Status und p16-
Expression in der Analyse verwendet wurden, umfassten Alter, Immunstatus, Rauchen,
Geburtenanzahl, Einnahme von Kontrazeptiva bzw. Hormonen und die Frage nach
vorausgegangenen dysplastischen Veranderungen des Genitaltrakts inklusive Rezidiven.

Ein zentrales Ziel dieser Studie war es darlber hinaus, den Einfluss verschiedener
Parameter wie HPV-Status, Alter etc. auf die Multizentrizitdt und Metachronizitat der
anogenitalen Lasionen zu untersuchen. Eine L&sion wurde als multizentrisch eingestulft,
wenn mehrere L&sionen in verschiedenen Lokalisationen (z.B. Zervix, Vagina, Vulva)
vorhanden waren. Multifokalitat lag vor, wenn mehrere, deutlich voneinander abgegrenzte
Lasionen in einem Bereich vorlagen. Dabei wurden synchrone L&sionen in Vulva- und
Perianalbereich aufgrund der engen raumlichen Beziehung als multifokal bezeichnet. Die
Bedingungen fir eine metachrone L&sion waren dann erfiillt, wenn eine neue L&sion in
einem zeitlichen Abstand von mindestens 2 Monaten und ohne Zusammenhang zu den
vorhergegangenen Lasionen aufgetreten war. Nachresektionen waren entsprechend von

dieser Kategorie ausgenommen.
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Die Parameter Multizentrizitdt und Metachronizitadt wurden als Kriterien zur Einteilung der
Patientinnen in zwei Kollektive herangezogen: Erfiillte der Befund einer Patientin keines der
beiden Kriterien, so erfolgte die Zuteilung zum Kollektiv I. War mindestens einer der beiden
Parameter zutreffend, wurde die entsprechende Patientin dem Kollektiv |l zugeordnet.
Multifokalitét spielte in der Zuordnung keine Rolle, 19 Patientinnen des ersten Kollektivs
hatten daher einen multifokalen Befund.

Samtliche Patientinnen- und Lasionsbezogene Informationen wurden den entsprechenden

Patienten-Akten des Universitatsklinikums entnommen.

2.2.2 HPV-Typisierung

Die HPV-Typisierung wurde im Rahmen einer Doktorarbeit von Frau Hedy Sawajuri
durchgefiihrt und freundlicherweise dieser Arbeit zur Verfligung gestellt.

Sie erfolgte nach dem Verfahren nach Bollman et al. [158]. Fir die HPV-DNA-Amplifikation
wurden demnach die Konsensusprimer GP5+/GP6+ und MY09/MY11 verwendet. Als Positiv-
Kontrolle diente die PCR-Amplifikation des menschlichen B-Globin-Gens. Die Sequenzierung
der PCR-Produkte wurde nach entsprechender Aufreinigung mit Hilfe des BigDye Terminator
sequencing kit (Applied Biosystems, Foster City, CA) durchgefiihrt und im Anschluss erfolgte
ein Abgleich der Ergebnisse mittels des BLAST Programms (Blast, Pittsboro, NC) mit der
GenBank Datenbank.

2.2.3 Herstellung der Gewebe-Schnitte

Alle Gewebeproben wurden in 5%igem Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Von den
Paraffinblécken wurden mit dem Rotationsmikrotom 5 um dicke Schnitte fir die HE-Farbung
und 2 um dicke Schnitte fur die p16-Farbung hergestellt. Unmittelbar nach dem Schneiden
wurden die Paraffinschnitte ins Wasserbad bei 38 °C Uberfihrt und auf beschichtete
Objekttrager aufgezogen. Die Lagerung erfolgte Uber Nacht bei 37 °C im Trockenschrank,

anschlieBend bei Raumtemperatur.

2.2.4 HE-Féarbung

Die 5 um-Schnitte wurden durch 3 maliges Baden in Xylol Gber jeweils 5 min entparaffiniert
und in einer absteigenden Alkoholreihe (2x 100 %, 1x 96 %, 1x 70 %, ebenfalls jeweils 5
min) rehydriert. Nach 5 min Farben in Mayers Hamalaun Lésung wurden die Proben
mehrmals mit Leitungswasser gespdlt und 5-8mal in 0,25%igen HCI-Alkohol eingetaucht.
AnschlieBend folgte das Wéassern tber 3 min mit Leitungswasser und als nachster Schritt
das Farben mit 0,5%igem Eosin tber 1 min. Fir die abschlieBende Rehydrierung wurden die
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Proben jeweils 2 min in der aufsteigenden Alkoholreihe sowie 2x 2 min in Xylol gebadet. Das
Eindecken erfolgte mit Eukitt®.

2.2.5 p16-Immunhistochemie

Die p16-Farbung der 2 um-Schnitte wurde mit dem CINtec™ p16™ “? Histology/Cytology Kit
for Manual Staining durchgefihrt. Als Positiv-Kontrolle diente bei jeder Farberunde die HPV-
Typ 18-positive Tumorzelllinie HelLa, welche einem zervikalen Adenokarzinom entstammit.
HPV 18 liegt hier in integrierter Form vor und p16™*® wird stark iberexprimiert.

Die Farbung der Gewebeproben und der Positiv-Kontrolle erfolgte parallel, jedoch in
getrennten Kivetten, um eine Kontamination der Gewebeproben zu vermeiden. Als
inharente Negativ-Kontrolle wurde den Lasionen benachbartes, ungeférbtes Normalgewebe
genutzt.

Von grdBter Wichtigkeit fur ein Gelingen der Farbung war es, dass die Proben wahrend der
gesamten Farbeprozedur nicht austrockneten.

Entparaffinierung und Rehydrierung

Die HeLa-Zelllinie wurden in Dulbecco’s Modified Eagle Medium unter Zusatz von
fotalem Kélberserum (Zielkonzentration: 10 %) und Antibiotikaldsung mit Penicillin und
Streptomycin (Zielkonzentration 1 %) unter Standardbedingungen kultiviert.

Fdr die immunhistochemische Farbung wurden die Zellen nach dem ThinPrepTM-Verfahren
der Firma Cytyc (Cytyc Germany, Pohlheim) auf Objekttrager aufgebracht und mit
Merckofix® Fixationsspray bei einer Einwirkzeit von 10 min fixiert. Zur Rehydrierung folgten
10 min in 50%igem Ethanol und weitere 10 min in Aqua bidest.

Zeitgleich wurden die histologischen Schnitte entparaffiniert, rehydriert und mit Aqua bidest
gespult, in gleicher Weise wie bei der HE-Farbung beschrieben.

Epitopendemaskierung

Zur Freilegung der Epitope wurde die mit Aqua bidest 1:10 verdinnte Target Retrieval
Solution (x10) in schwarzen, verschlossenen Farbekivetten im Wasserbad auf 95-99 °C
erwarmt. Die Inkubation der Objekttrager und der HeLa-Kontrolle in der erwarmten L&sung
erfolgte Gber 10 min im Wasserbad bei 95-99 °C, anschlieBend 20 min bei Raumtemperatur.

Zum Abschluss wurden die Objekttrager 5 min in Waschpuffer gespuilt.

Peroxidase-Blockierungsreagenz

Unter Verwendung geeigneter schwarzer Farbeboxen (bei den jeweiligen Farbeschritten mit
einem Deckel verschlossen) wurde nun das Peroxidase-Blocking-Reagent zu den Proben
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gegeben (200 ul/Schnitt), um die endogene Peroxidaseaktiviat auszuschalten. Nach 5 min

Einwirkzeit wurde ein Pufferbad (5 min) angeschlossen.

Primérer Antikbrper

Als primarer Antikérper diente Mouse Anti-Human p16INK4a, ein  monoklonaler
Mausantikdrper. Der Antikbrper wurde in einer Verdinnung von 0,14 ul Mouse Anti-Human
p16INK4a pro ml Antikdrper-Diluent angewendet. Die Probeninkubation (200 pl/Probe)
wurde Uber 30 min durchgefuhrt, gefolgt von einem 5 minltigen Waschvorgang im frischen
Pufferbad.

Visualisierungsreagenz

Das Visualization Reagent des Kits besteht sowohl aus sekundaren Ziegen-Anti-Maus-
Immunglobulinmolekiilen als auch aus Meerrettichperoxidasemolekilen, die an ein
gemeinsames Dextranpolymer-Rilckgrat gekoppelt sind. Es wurde Uber 30 min zu den
Objekttragern hinzugegeben (200 pl/Probe). Es folgte ein dreimaliges frisches Pufferbad far

jeweils 5 min.

Substrat-Chromogenldésung

Bei diesem Schritt, der die enzymatische Umwandlung des Chromogens in das sichtbare
Reaktionsprodukt am Ort des gesuchten Antigens nach sich zieht, bestand die
Applikationsmenge ebenfalls in 200 pl/Probe. Nach 5 min wurde die Chromogenlésung
abgeklopft und weitere 200 pl/Probe aufgetragen, ohne zwischengeschalteten
Waschvorgang. Die Einwirkzeit betrug erneut 5 min, danach wurde 5 min in Aqua bidest
gespult.

Herstellung von 1 ml Substrat-Chromogenlésung:

1 ml Liquid DAB+Substrate + 1 Tropfen Chromogen System, sorgfaltig mischen.

Gegenfarbung mit Hamatoxylin

Die Gegenfarbung erfolgte fir 3-4 min in DakoCytomation Mayer’s Hematoxylin simultan mit
der HelLa-positiv-Kontrolle. Nachfolgend wurde mit Leitungswasser gewassert.

Eingedeckt wurde mit Aquatex®.
2.2.6 Mikroskopische Bewertung
Die mikroskopische Bewertung der pi16-gefarbten Gewebeproben erfolgte durch zwei

unabhéangige Personen (Pathologe, Doktorandin). Neben der Bewertung der p16-gefarbten
Schnitte wurde zum Vergleich parallel der jeweilige HE-Schnitt mikroskopisch begutachtet.
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Das Bewertungsschema umfasste die folgenden Kriterien:

Farbung: ja/nein

Farbungs-Typ: diffus/fokal

Farbungs-Intensitat: Grad 1-3

Farbungs-Ausdehnung (vertikal): Grad 1-3

GroBe der Lasion: Normalgewebe vorhanden/nicht vorhanden, Anteil der Lasion am
Gesamtgewebe

Verhornung: ja/nein

Papillen: ja/nein

Stroma: vorhanden/nicht vorhanden

Besonderheiten: z.B. schlechter Zustand des Gewebes etc.

Als diffus wurde eine Farbung eingestuft, wenn sie von der Basalzellschicht ausging und
durchgangig mehrere zusammenhangende Zellen erfasste (Abb. 2.1). Eine fokale Farbung

bestand demgegenlber aus vereinzelt angefarbten Zellen, die selten in der Basalzellschicht
lokalisiert waren (Abb. 2.2).

' .

Abb. 2.1: VIN 3, diffus p16-positiv; VIN 3 = Abb 2.2: VIN 1, fokal p16-positiv; VIN 1 =
vulvére intraepitheliale Neoplasie Grad 3 vulvére intraepitheliale Neoplasie Grad 1

Diese fokale Auspragung wurde in der endgultigen statistischen Auswertung zusammen mit
einer vollstandig fehlenden Farbung als p16-negativ gewertet. Eine Unterscheidung von
zytoplasmatischer versus nukledrer Anfarbung, wie sie bei Riethdorf et al. vorgenommen
wurde [36], fand nicht statt, da mehrere Studien, unter anderem Klaes et al., die
untergeordnete Rolle dieser Differenzierung aufgezeigt hatten [95, 121-123].
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Eine Ausdehnung des Grades 1 beschrieb eine Farbung, die weniger als das untere Drittel
des Epithels (vertikal) betraf. Unter Grad 2 fiel eine Farbung, die Uber das untere Drittel,
jedoch nicht Uber das ganze Epithel hinweg reichte. Grad 3 wurde gewertet, wenn von der
Basalzellschicht bis zu den obersten Superfizialschichten das Epithel durchgehend gefarbt

war.

2.2.7 Statistische Auswertung

Es erfolgte ein systematischer Vergleich der beiden Einzelkollektive hinsichtlich
ausgesuchter Merkmale. Zur Beurteilung des Altersdurchschnitts wurde der t-Test
angewandt. Fir die restlichen Parameter wurden entweder der Chi-Quadrat- oder der
Fisher's Exact Test zu Grunde gelegt, je nach Probenzahl. Ein p-Wert < 0,05 galt als
signifikant.

Die Ubereinstimmungsqualitat beziiglich der Beurteilung der immunhistochemisch geférbten
Gewebeproben wurde anhand des Kappa-Koeffizienten (Cohen’s Kappa) bestimmt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Beschreibung der Lasionen

3.1.1 Das Gesamtkollektiv

Insgesamt wurden 196 Gewebeproben von 126 Patientinnen aus dem Bereich des
weiblichen Genitaltrakts untersucht. Noch im Verlauf dieser Studie erfolgte 2004 die
Modifikation der VIN-Klassifikation der ISSVD, welche den Begriff der VIN 1 auf Grund
fehlenden klinischen Krankheitswertes aufgab. In unserer Studie haben wir dennoch
zunéchst den Terminus VIN 1 beibehalten.

Tab. 3.1 zeigt zunéchst eine Ubersicht von allen untersuchten Lasionen.

Tabelle 3.1: Ubersicht: Lasionen Gesamtkollektiv

Patientin Alter Histologie HPV Typ p16"r4a
(Jahre)
case 1 41 VCond.ac. pos 66 neg
case 2 62 VSCC neg neg neg
case 3 47 VSCC pos 18 neg
case 4 52 VSCC pos 16 pos
case 5 77 VSCC neg neg neg
case 6 80 VIN 3 pos 16 pos
case 7 37 AIN 2 pos 16 pos
case 8 60 VSCC neg neg pos
case 9 55 VIN 3 neg neg pos
case 10 32 VIN 3 pos 16 pos
case 11 46 VIN 2 pos 16 pos
case 12 63 VSCC neg neg pos
case 13 65 VAIN 2 neg neg neg
case 14 39 ACond.ac. na na na
case 15 65 VSCC neg neg na
case 16 53 VSCC na na pos
case 17 45 VSCC pos 16 pos
case 18 51 VIN 2 pos 16 pos
AIN 2 pos 16 pos
case 19 77 VSCC neg neg na

case 20 26 VIN 3 pos 16 pos
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case 21 52 VIN 3 pos 33 pos
case 22 73 VSCC neg neg neg
case 23 54 VSCC pos 16 pos

VIN 3 pos 16 pos
case 24 32 VIN 2 pos 16 pos
case 25 56 VSCC neg neg neg
case 26 43 VSCC neg neg neg
case 27 57 VIN 3 na na pos
case 28 45 VSCC pos 16 pos

VIN 3 na na pos
case 29 65 VIN 3 neg neg na
case 30 33 VSCC na na pos
case 31 40 VSCC neg neg pos
case 32 48 VIN 3 pos 16 pos

AIN 3 pos 16+33 pos
case 33 49 VIN 3 pos 16 pos
case 34 72 VSCC neg neg na
case 35 54 VSCC neg neg neg
case 36 67 VSCC neg neg na
case 37 40 VSCC pos 16 neg
case 38 62 VSCC pos 16 na
case 39 18 VSCC pos 52 neg
case 40 30 VSCC pos 42 pos
case 41 48 VSCC neg neg neg
case 42 37 VSCC pos 16 pos
case 43 57 VSCC pos 16 pos
case 44 32 VSCC na na na
case 45 47 AIN 3 pos 16 pos
case 46 34 CIN3 pos 16+33 pos

VAIN 3 pos 16 pos

VIN 3 pos 16+33 pos

AIN 2 pos 16+unbekannt pos
case 47 18 VCond.ac. na na na
case 48 36 CIN 2 pos 16+31 pos

VIN 2 pos 16 pos
case 49 38 VAIN 1 pos 16 neg

VIN 3 pos 16 pos

VIN 3 pos 16 pos
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VIN 3 pos 16 na

VSCC pos 16 pos

case 50 35 VIN 3 pos 33 pos
40 VIN 3 pos 33 pos

case 51 27 CIN3 pos 16 pos
VIN 3 pos 16 pos

case 52 55 VIN 3 pos 16+42 pos
case 53 48 VIN 3 pos 33 pos
AIN 3 pos 33 pos

case 54 64 VAIN 3 pos 16 pos
VAIN 3 pos 16 na

VIN 3 pos 16 pos

case 55 39 VIN 3 pos 16 pos
AIN 3 pos 16 pos

41 VAIN 2 pos 16 neg

VIN 3 pos 16 neg

AIN 3 pos 16 neg

case 56 25 ACond.ac. pos 16+18+51+53+59 neg
case 57 32 CIN3 pos 33 pos
VIN 1 pos 33 pos

case 58 65 VIN 2 pos 16 pos
case 59 39 CIN3 pos 33 pos
VIN 3 pos 33 pos

case 60 42 VIN 2 pos 33 pos
case 61 67 VIN 3 pos 16 pos
case 62 35 CIN 3 pos 16 na
VIN 3 pos 16 pos

case 63 45 VIN 3 pos 16 pos
case 64 52 VIN 3 pos 16 pos
case 65 41 VIN 3 pos 16 pos
case 66 41 VIN 3 pos 16 pos
AIN 3 pos 16 neg

case 67 77 VIN 3 pos 18 na
case 68 43 CIN3 pos 31 pos
VIN 3 pos 16+31 pos

case 69 18 AIN 3 pos 16 pos
case 70 34 CIN1 neg neg neg
VIN 3 pos 16 pos




29 3 ERGEBNISSE

case 71 28 CIN3 pos 33 pos
VIN 3 pos 16 pos

case 72 47 VIN 3 pos 16 pos
case 73 38 CIN3 pos 66 neg
VIN 2 pos 16 pos

case 74 50 CIN3 pos 59 pos
52 VAIN 2 pos 56 pos

VIN 3 pos 6 neg

case 75 36 VIN 2 neg neg neg
case 76 41 CIN 3 pos 35 na
VIN 3 pos 16 na

case 77 46 AIN 1 pos 16 na
51 VIN 3 na na na

case 78 36 VIN 3 pos 16 pos
case 79 28 VAIN 2 pos 33 pos
VIN 3 pos 33 pos

AIN 3 pos 33 pos

29 CIN 2 pos 33 neg

VAIN 2 pos 33 neg

case 80 66 VIN 3 pos 33 pos
case 81 48 VIN 2 pos 16 pos
case 82 47 VIN 3 pos 16 pos
case 83 21 CIN2 pos 51 pos
VIN 2 pos unbekannt na

case 84 38 VIN 2 pos 16 pos
AIN 3 pos 16 pos

case 85 43 VIN 3 na na neg
case 86 43 VIN 3 pos 16 pos
43 VIN 2 na na pos

VIN 3 pos 16 pos

AIN 3 pos 6 neg

case 87 37 VIN 3 pos 16 pos
AIN 3 pos 16 pos

Damm na na pos

case 88 42 CIN3 pos 16 pos
VIN 2 pos 16 pos

case 89 22 CIN3 pos 16 pos
VIN 2 neg neg na
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case 90 30 CSCC pos 16 pos
35 VAIN 2 pos 16+42 neg

VIN 2 pos 16+42 neg

case 91 37 VIN 2 pos 18 pos
case 92 63 VIN 3 pos 16 pos
case 93 21 VIN 2 pos 16 pos
case 94 50 VIN 3 pos 16 pos
case 95 43 VIN 3 pos 16 na
case 96 26 VIN 3 pos 16 pos
case 97 44 VSCC pos 16 pos
AIN 3 pos 16 pos

case 98 29 VIN 3 pos 16 pos
case 99 42 VIN 3 pos 16 pos
case 100 51 VIN 2 neg neg neg
case 101 41 CIN2 pos 18 neg
41 VIN 3 pos 16+unbekannt neg

VIN 3 pos 61 neg

case 102 63 AIN 3 pos 16 pos
case 103 39 VIN 3 pos 16 pos
case 104 23 CIN3 pos 58 pos
VIN 1 neg neg neg

case 105 67 VAIN 3 pos 16 pos
case 106 53 VIN 3 pos 16 pos
case 107 40 VIN 3 pos 16 pos
case 108 19 VIN 2 pos 16 neg
case 109 36 VIN 3 pos 16 pos
case 110 33 VIN 2 neg neg neg
case 111 51 VIN 3 pos 33 pos
case 112 33 VIN 2 pos 16 pos
case 113 25 VSCC pos 16+11 neg
case 114 32 CIN 2 pos 58 pos
VIN 2 pos 42 neg

case 115 54 VSCC pos 16 pos
VIN 3 pos 16 pos

case 116 49 CIN2 neg neg neg
VAIN 2 neg neg neg

VIN 3 neg neg neg

case 117 30 Damm pos 16+11 pos
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31 VAIN 2 pos 16+unbekannt pos

VIN 3 pos 16 pos

AIN 3 pos 16 pos

case 118 26 VIN 3 na na na
case 119 53 Zervix pos 67 pos
VIN 1 pos 67 pos

AIN 3 pos 67 pos

54 CCond.ac. pos 67+72+unbekannt pos

VIN 2 pos 67+72+unbekannt pos

AIN 2 pos 67+72+unbekannt pos

case 120 37 VAIN 1 pos 42 neg
VIN 3 pos 16+58 pos

case 121 73 VIN 3 pos 16 pos
case 122 16 CIN 2 pos 6+11 neg
VIN 2 neg neg neg

case 123 61 VIN 3 pos 16 pos
AIN 3 pos 16 pos

case 124 38 CIN 2 pos 66 pos
VAIN 2 pos 66 pos

case 125 30 VIN 2 pos 16 neg
case 126 34 VSCC pos 16+33 pos
VIN 3 pos na pos

VIN 3 pos na pos

(C, V, A) Cond.ac. = zervikales, vulvares, anales Condyloma acuminatum, (C, Va, V, A) IN 1-3 =

zervikale, vaginale, vulvare, anale intraepitheliale Neoplasie Grad 1-3, (C, V) SCC = cervical, vulvar

squamous cell carcinoma; HPV = Humanes Papillomavirus; na = not available, pos = positiv, neg =

negativ

Gewebeproben der Vulva stellten mit 131 Féllen die gréBte Gruppe dar. Die vulvédre

intraepitheliale Neoplasie Grad 3 war in dieser Studie der haufigste Befund (68 Proben),

gefolgt von den invasiven Lasionen der Vulva (33 Proben). Von den restlichen Proben

entstammten 24 der Zervix, 23 der Analregion sowie 15 der Vagina.

Eine entsprechende Zusammenfassung zeigt Tab. 3.2.
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Tabelle 3.2 : Lasionsgrade Gesamtkollektiv

Benigne Prékanzerosen Maligne Summe

Formen Formen n/ %

Cond.ac. (C,Va,V, (C,Va,V, (C,Va,V, (C,V)

A)IN 1 A)IN2 A)INS3 SCC

Zervix 1 1 8 13 1 24/ 12,4
Vagina - 2 9 4 - 15/ 7,8
Vulva 3 25 68 33 131/ 67,9
Anus 1 4 16 - 23/ 11,9

Cond.ac. = Condyloma acuminatum; (C, Va, V, A) IN 1-3 = zervikale, vaginale, vulvare, anale

intraepitheliale Neoplasie Grad 1-3, (C, V) SCC = cervical, vulvar squamous cell carcinoma

3.1.2 Die Einzelkollektive

Die Patientinnen wurden nach den Parametern Multizentrizitdt und Metachronizitat in zwei
Kollektive eingeteilt. Das erste Kollektiv setzte sich aus Patientinnen zusammen, welche
solitare oder allenfalls multifokale L&asionen an einem Organ aufwiesen. Es durften keine
weiteren Lasionen in Folge oder in der Vorgeschichte aufgetreten sein. Zu Kollektiv Il wurden
demgegenlber Patientinnen gezahlt, die multizentrische und/oder metachrone Befunde
aufwiesen. Es ergab sich folgende Verteilung der Patientinnen:

Kollektiv | — 44 Patientinnen (48 Lasionen untersucht)
Kollektiv 1l — 82 Patientinnen (148 Lasionen untersucht)

Die Verteilung der Gewebeproben in den Einzelkollektiven ist in Tab. 3.3 aufgeflhrt.
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Tabelle 3.3: Lasionsgrade Kollektiv | und Il

Benigne Prékanzerosen Maligne Summe

Formen Formen n/ %

Cond.ac. (C,Va,V, (C,Va,V, (C,Va,V, (C,V)

A)IN 1 A)IN 2 A)INS3 SCC

K1, n=48
Zervix - - - - - -
Vagina - - 1 - - 1/ 2,1
Vulva 1 - 3 11 28 43/ 89,6
Anus 1 - 2 1 - 4/ 8,3
K, n=148
Zervix 1 1 13 1 24/ 16,5
Vagina - 2 8 4 - 14/ 9,7
Vulva 1 3 22 57 5 88/ 60,7
Anus 1 1 2 15 - 19/ 13,1

Cond.ac. = Condyloma accuminatum; (C, Va, V, A) IN 1-3 = zervikale, vaginale, vulvédre und anale

intraepitheliale Neoplasie Grad 1-3, (C, V) SCC = cervical, vulvar squamous cell carcinoma

3.1.3 Multizentrizitidt und Metachronizitat

Wie bereits erwahnt lag ein besonderes Augenmerk dieser Studie auf der Multizentrizitat und
Metachronizitat der Befunde. Es fanden sich 35 Patientinnen, bei denen im Zeitraum der
Studie mehr als eine L&sion der HPV-Testung zugeflhrt werden konnte und mindestens
zwei Lasionen HPV-positiv waren. Es fiel auf, dass es zwei verschiedene Gruppen von
Patienten zu geben schien. Bei der einen Gruppe war in allen L&sionen einer Patientin
zumindest einen HPV-Typ konstant (27 Patientinnen, 77,1 %). Die andere Gruppe setzte
sich aus Patientinnen zusammen, deren Lasionen jeweils von unterschiedlichen HPV-Typen
infiziert waren (8 Patientinnen, 22,9 %).

Bei vielen Patientinnen des zweiten Kollektivs, welche metachrone L&sionen aufwiesen,
konnte jedoch nur eine Lasion untersucht werden, da die restlichen metachronen Befunde
lediglich den entsprechenden Patientenakten entnommen worden waren. Abb. 3.1. zeigt
samtliche Patientinnen mit metachronen Lé&sionen sowie deren zeitlichen Verlauf. Die
Beschriftungen entsprechen denjenigen Lasionen, von denen Gewebeproben zur Verfligung
standen. Der langste untersuchte Zeitraum, in welchem bei einer Patientin L&sionen

auftraten, umfasste 336 Monate.
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Abb. 3.1: Metachrone Lasionen; Beschriftung: aktuell untersuchte Lasionen; Cond. = Condyloma acuminatum; IN 1-3 = intraepitheliale Neoplasie Grad 1-3; SCC =

squamous cell carcinoma; C, Va, V, A = zervikal, vaginal, vulvéar, anal; m = multizentrische Befunde; Balkenstriche: metachrone Befunde;t 0: Indexlasion
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Die Verteilung der Indexlasionen der multizentrischen Félle auf die verschiedenen Bereiche
des weiblichen unteren Genitaltrakts ist in Abb. 3.2 dargestellt. Der Anteil der Befunde, der
nicht der Vulva entstammte, war im Vergleich zum Gesamtkollektiv (Abb. 3.3) deutlich héher.

26%
49%
68%
OZervix @Vagina OVulva DBAnus OZervix @Vagina OVulva DBAnus
Abb. 3.2: Verteilung Indexlasionen, Abb. 3.3: Verteilung Indexlasionen,
multizentrische Fille Gesamtkollektiv

3.2 Klinische Parameter

3.2.1 Alter

Im Gesamtkollektiv betrug das mittlere Alter der 126 Patientinnen 44,3 Jahre (Range 16-80).
Zwischen den beiden Einzelkollektiven fand sich ein signifikanter Altersunterschied von fast
10 Jahren (p = 0,0001): Das mittlere Alter betrug im Kollektiv | 50,8 Jahre, im Kollektiv Il

dagegen nur 40,8 Jahre. Eine Ubersicht zeigt Tab. 3.4.

Tabelle 3.4: Altersverteilung Gesamtkollektiv und Einzelkollektive

Patientinnen Mittelwert Median Range

(n) (Jahre) (Jahre) (Jahre)

Gesamtkollektiv 126 44,3 42,5 16-80
Kollektiv | 44 50,8 51,5 18-80
Kollektiv Il 82 40,8 39 16-77

Bei der Betrachtung des Alters in Abhangigkeit von der Lokalisation der Lasionen zeigte sich,
dass die Patientinnen mit zervikalen Lasionen fast 10 Jahre jinger waren als Patientinnen
mit Lasionen in unteren Bereichen des Genitaltrakts. Bezog man den L&sionsgrad mit ein,
war eine eindeutige Korrelation zwischen mittlerem Patientenalter und Schweregrad der
Lasion im Bereich der Vagina sowie Vulva zu sehen.

Tab. 3.5 zeigt die Altersverteilung in den verschiedenen Lokalisationen, sowie fir den
Vaginal- und den Vulvabereich gesondert nach Lasionsgrad.
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Tabelle 3.5: Altersverteilung in Abhéngigkeit von der Befund-Lokalisation (sowie von dem
Lasionsgrad fiir Vagina und Vulva), Gesamtkollektiv

Patientinnen Mittelwert Median Range

(n) (Jahre) (Jahre) (Jahre)

Zervix 24 34,8 34,5 16-54
Vagina 13 445 38 28-67
VAIN 1 2 37,5 37,5 37-38
VAIN 2 8 42,4 39,5 28-65
VAIN 3 3 55 64 34-67
Vulva 117 44.4 43 16-80
Cond.ac. 2 29,5 29,5 18-41
VIN 1 3 36 32 23-53
VIN 2 25 36,8 36 16-65
VIN 3 61 45,5 43 26-80
SCC 33 50,2 52 18-77
Anus 21 41,5 41 18-63

Cond.ac. = Condyloma acuminatum, VIN 1-3 = vulvére intraepitheliale Neoplasie Grad 1-3, SCC =

squamous cell carcinoma, VAIN 1-3 = vaginale intraepitheliale Neoplasie Grad 1-3

Wurde das Verhaltnis von Patientinnenalter und L&sionsgrad unabhangig von der
Lokalisation untersucht, ergab sich im Gesamtkollektiv sowie im ersten Kollektiv ebenfalls
eine Korrelation (Tab. 3.6). So lag im Gesamtkollektiv das Durchschnittsalter der
Patientinnen mit reinen Kondylomata bei 35,4 Jahren. Patientinnen mit invasiven Befunden
waren dagegen durchschnittlich 49,6 Jahre alt.

Im zweiten Kollektiv waren die finf Patientinnen mit invasiven Lasionen auffallend jung
(durchschnittlich 37,5 Jahre). Bei den nicht-invasiven Lasionen war jedoch ein Anstieg des
Alters mit dem Grad der Lasion zu erkennen.
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Tabelle 3.6: Altersverteilung in Abhéngigkeit von dem Léasionsgrad, Gesamtkollektiv

Patientinnen Mittelwert Median Range
(n) (Jahre) (Jahre) (Jahre)

Gesamtkollektiv
Cond.ac. 5 35,4 39 18-54
(C,Va,V,A)IN 1 7 37,6 37 23-53
(C,Va,V,A)IN 2 35 38,2 37 16-65
(C,Va,V,A)IN3 73 44.6 43 18-80
SCC 34 49,6 50 18-77
Kollektiv |
Cond.ac. 2 40 40 39-41
(C,Va, V,A) IN 1 0 - - -
(C,Va,V,A)IN 2 5 46,2 46 32-65
(C,Va,V,A)IN3 11 51,2 52 26-80
SCC 28 52,2 53,5 18-77
Kollektiv Il
Cond.ac. 3 32,3 25 18-54
(C,Va,V,A)IN 1 7 37,6 37 23-53
(C,Va,V,A)IN 2 30 36,9 36,5 16-65
(C,Va,V,A)IN3 62 43,5 41,5 18-77
SCC 6 37,5 36 25-54

Cond.ac. = Condyloma acuminatum; (C, Va, V, A) IN 1-3 = zervikale, vaginale, vulvare, anale
intraepitheliale Neoplasie Grad 1-3, SCC = squamous cell carcinoma

3.2.2 Zigarettenkonsum

Far 111 der 126 Patientinnen lagen Informationen Gber das Rauchverhalten vor (Tab. 3.7).
Eine Patientin wurde als Raucherin gewertet, wenn sie einen aktuellen Zigarettenkonsum
angab oder mindestens 10 Jahre lang geraucht hatte, unabh&ngig davon, wie lange dieser
Konsum zurlicklag. Es zeigte sich, dass 72,1 % rauchten, bzw. langjahrig geraucht hatten.
Im ersten Kollektiv war dieser Anteil geringer, er lag bei 61 %. In Kollektiv Il rauchten
dagegen 55 von 70 Patientinnen (78,6 %). Dieser Unterschied war signifikant (p = 0,046).
Stratifizierte man den Zigarettenkonsum nach Altersgruppen in Quintilen, fand sich ein recht
hoher Anteil an Raucherinnen (79 %, 82,9 % und 86,7 %) in den ersten drei Altersgruppen
bis zu den 60-jdhrigen. Ab einem Lebensalter von 61 Jahren sank die Anzahl der
Konsumierenden deutlich und rasch bis auf 0.

Die Tab. 3.7 zeigt die Stratifizierung nach Altersgruppen zusatzlich auch fir die
Einzelkollektive. Mit Ausnahme der Altersstufe 76-90 Jahre fanden sich in jeder Altersgruppe
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des zweiten Kollektivs anteilig mehr Raucherinnen als in der entsprechenden Gruppe des
ersten Kollektivs.

Tabelle 3.7: Zigarettenkonsum in Gesamtkollektiv und Einzelkollektiven

Patientinnen (n) Raucherinnen (n) Raucherinnen (%)

Gesamtkollektiv 111 80 72,1
Altersgruppe (Jahre)

16-30 19 15 79
31-45 41 34 82,9
46-60 30 26 86,7
61-75 17 5 29,4
76-90 4 0 0
Kollektiv | 41 25 61
Altersgruppe (Jahre)

16-30 3 2 66,7
31-45 11 8 72,7
46-60 15 13 86,7
61-75 9 2 22,2
76-90 3 0 0
Kollektiv Il 70 55 78,6
Altersgruppe (Jahre)

16-30 16 13 81,3
31-45 30 26 86,7
46-60 15 13 86,7
61-75 8 3 37,5
76-90 1 0 0

3.2.3 Einnahme von Hormonpréaparaten (Pille, HRT = hormon replacement therapy)

Far 114 Patientinnen konnte in Erfahrung gebracht werden, ob sie orale Kontrazeptiva oder
Hormonersatzpraparate einnahmen (Tab. 3.8). Der Anteil der Frauen, die Hormone
einnahmen, war im zweiten Kollektiv héher, der Unterschied jedoch nicht signifikant (p =
0,13).

Stratifizierte man nach 15-Jahres-Altersgruppen, zeigte sich, dass dieser Unterschied in den
drei jungeren Altersstufen am deutlichsten war (33,3 %, 16,7 % und 26,7 %
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Hormoneinnahme im ersten Kollektiv vs. 52,9 %, 34,4 % und 40 % im zweiten Kollektiv). Er
erreichte aber auch hier keine Signifikanz (16-30 Jahre: p = 0,50; 31-45 Jahre: p = 0,22; 46-
60 Jahre: p = 0,35). Bei den 61-75-jahrigen kehrte sich das Verhaltnis um (33,3 % Kollektiv |
vs. 14,3 % Kollektiv II).

Tabelle 3.8: Hormonstatus in Gesamtkollektiv und Einzelkollektiven

Patientinnen Hormon-Einnahme Hormon-Einnahme

(n) (n) (%)
Gesamtkollektiv 114 37 32,5
Altersgruppe (Jahre)
16-30 20 10 50
31-45 44 13 30
46-60 30 10 33,3
61-75 16 4 25
76-90 4 0 0
Kollektiv | 42 10 23,8
Altersgruppe (Jahre)
16-30 3 1 33,3
31-45 12 2 16,7
46-60 15 4 26,7
61-75 9 3 33,3
76-90 3 0 0
Kollektiv 1l 72 27 37,5
Altersgruppe (Jahre)
16-30 17 9 52,9
31-45 32 11 34,4
46-60 15 6 40
61-75 7 1 14,3
76-90 1 0 0
3.2.4 Paritat

Bei 117 Patientinnen war der Paritatsstatus bekannt (Tab. 3.9). Nach 15-Jahres-
Altersgruppen stratifiziert ergab sich, wie erwartet, eine Abnahme des Anteils der Nullipara
mit zunehmendem Alter. Eine Ausnahme bildete die Gruppe der 76-90-jahrigen mit 50 %
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Nullipara (zwei von vier Patientinnen).

Auf Grund niedriger Patientinnenzahlen war der Vergleich der Kollektive innerhalb der
Altersgruppen 16-30 Jahre und 76-90 Jahre eingeschrankt aussagekréaftig. Betrachtete man
den Paritatsstatus ohne Bericksichtigung des Alters, fanden sich im zweiten Kollektiv 15,3 %
mehr Nullipara (nicht signifikant: p = 0,10). Ein &hnlicher Unterschied zeigte sich bei den 31-
45-jahrigen mit 27,3 % Nullipara im ersten Kollektiv (3 von 11 Frauen) und 43,8 % im zweiten
Kollektiv (14 von 32 Frauen). Auch hier lag keine Signifikanz (p = 0,58) vor.

Tabelle 3.9: Paritatstatus in Gesamtkollektiv und Einzelkollektiven

Patientinnen (n) Nullipara (n) Nullipara (%)

Gesamtkollektiv 117 43 36,8
Altersgruppe (Jahre)

16-30 21 17 81
31-45 44 17 38,6
46-60 31 5 16,1
61-75 17 2 11,8
76-90 4 2 50
Kollektiv | 41 11 26,8
Altersgruppe (Jahre)

16-30 3 3 100
31-45 11 3 27,3
46-60 15 2 13,3
61-75 9 1 11,1
76-90 3 2 66,7
Kollektiv I 76 32 42 1
Altersgruppe (Jahre)

16-30 18 14 77,8
31-45 32 14 43,8
46-60 16 3 18,8
61-75 8 1 12,5

76-90 1 0 0
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3.3 Biomarker

3.3.1 HPV-Status

Far 181 Gewebeproben konnte der HPV-Status ermittelt werden, bei vier Proben des ersten
Kollektivs und elf Proben des zweiten Kollektivs war der HPV-Status unbekannt.

3.3.1 a) HPV-Status unabhangig von Grad und Lokalisation der Lasionen

Im Gesamtkollektiv waren 27 Proben HPV-negativ (14,9 %) und 154 Proben HPV-positiv
(85,1 %). In 137 der positiven Falle wurden high risk-Typen gefunden, in 17 Féllen low risk-
Typen.

Untersuchte man gesondert die Kollektive | und Il, zeigten sich in Hinblick auf den HPV-
Status deutliche Unterschiede: Wahrend in Kollektiv | 25 von 42 Gewebeproben HPV-positiv
waren (59,5 %), wurden in Kollektiv Il 129 von 139 Proben HPV-positiv getestet (92,8 %),
davon 114 (82 %) high risk-positiv.

Betrachtete man nicht isoliert die einzelnen Lé&sionen, sondern den HPV-Status der
Patientinnen, so konnte fir 118 Patientinnen der HPV-Status ermittelt werden. 82,2 % hatten
zumindest eine HPV-positive L&sion. Im ersten Kollektiv betrug dieser Anteil 56,4 %, in
Kollektiv Il war er mit 94,9 % signifikant gréBer (p < 0,0001, Abb. 3.4).

e ™
BHPY hrpos
(%)
OHPV Irpos
(%)
BHPV neg
B gesamt @ Kollektiv | B8 Kollektiv I
L S

Abb. 3.4: HPV-Status, Gesamtkollektiv und Einzelkollektive
HPV = Humanes Papillomavirus, Ir/hr = low/high risk, pos = positiv, neg = negativ

Insgesamt dominierte der high risk-HPV-Typ 16, der in 106 Lasionen (68,8 %) nachgewiesen
werden konnte. An zweiter Stelle stand der HPV-Typ 33 (22 Lasionen, 14,3 %).
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Mischinfektionen lagen in 20 der 154 HPV-positiven Gewebeproben vor (13,0 %), 16mal eine
Kombination mit HPV 16.

Im ersten Kollektiv dominierte ebenfalls deutlich der HPV-Typ 16. Nur in einem Fall lag eine
Mischinfektion, 16+33, vor (4 %), die restlichen Mischinfektionen fielen ins zweite Kollektiv
(14,7 %). In Tab. 3.10 sind samtliche gefundenen HPV-Typen mit den entsprechenden
Haufigkeiten dargestellt.

Tabelle 3.10: HPV-Subtypen, Gesamtkollektiv (158 Proben HPV-positiv), Kollektiv 1 (25 Proben
HPV-positiv), Kollektiv Il (129 Proben HPV-positiv)

HPV Infektionen Einzel- Infektionen Einzel- Infektionen Einzel-
Subtypen gesamt infektionen gesamt infektionen gesamt infektionen
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Gesamtkollektiv Kollektiv | Kollektiv Il
High risk
16 68,8 59,1 80 76 67,4 55,8
33 14,3 11,7 8 4 15,5 13,2
18 3,3 2,6 4 4 3,1 2,3
58 1,9 1,3 2,3 1,6
31 1,9 0,6 2,3 0,8
51 1,3 0,6 1,6 0,8
59 1,3 0,6 1,6 0,8
35 0,6 0,6 0,8 0,8
52 0,6 0,6 4 4
56 0,6 0,6 0,8 0,8
Low risk
67 3,9 1,9 4,7 2,3
42 3,9 1,9 4 4 3,9 1,6
66 2,6 1,3 4 4 2,3 2,3
6 1,9 1,3 2,3 1,6
11 1,9 - 2,3 -
72 1,9 - 2,3 -
61 0,6 0,6 0,8 0,8
53 0,6 - 0,8 -

HPV = Humanes Papillomavirus

Tab. 3.11 zeigt gesondert die Zusammensetzung der Mischinfektionen. Die Konstellation
HPV 16+33 wurde am haufigsten nachgewiesen.
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Tabelle 3.11: HPV-Koinfektionen, Gesamtkollektiv

HPV Subtypen Anteil (%)
16+33 2,6
16+unbekannt 1,9
16+42 1,9
67+72+unbekannt 1,9
16+11 1,3
16+31 1,3
6+11 0,6
16+58 0,6
16+18+51+53+59 0,6

HPV = Humanes Papillomavirus
3.3.1 b) HPV-Status abhangig von der Befund-Lokalisation

Tab. 3.12 gibt einen Uberblick iiber den HPV-Status der Lasionen des Gesamtkollektivs in
Abhéngigkeit von der Befundlokalisation. Flr die verschiedenen Bereiche des weiblichen
Genitaltrakts ergaben sich folgende Ergebnisse:

Vulva:

118 der aus dem Vulvabereich stammenden Proben konnten auf ihren HPV-Status hin
untersucht werden. Es ergab sich fir 80,5 % der Proben ein positives Ergebnis. Auffallend
war, dass der Anteil der HPV-positiven Félle bei den invasiven Lasionen nur 53,3 % betrug,
derjenige der VIN Il dagegen 95,1 %. Die Verteilung der HPV-Typen zeigte eine deutliche
Dominanz von HPV 16 (77,9 %). Auch hier folgte HPV 33 an zweiter Stelle (12,6 %).

Zervix:

Fur die zervikalen Proben konnte ausnahmslos der HPV-Status ermittelt werden. 91,7 %
waren HPV-positiv. HPV 16 wurde am h&ufigsten nachgewiesen (31,8 %), jedoch nahmen
andere high risk-HPV-Typen, inklusive HPV 33, ein deutlich groBeres Gewicht ein als im
Bereich der Vulva.

Anus:

Das Vorliegen einer HPV-Infektion konnte bei 22 der 23 analen Falle Gberprift werden. Die
Testergebnisse waren zu 100 % HPV-positiv. HPV 16 wurde in einem &hnlich hohen Anteil
nachgewiesen wie in den Vulva-L&sionen (77,3 %).

Vagina:

Bei den vaginalen Lasionen konnte der HPV-Status flr alle 15 Proben erhoben werden,
dabei wurden 86,7 % HPV-positiv getestet. Der Anteil der HPV 16-positiven L&sionen betrug
61,5 %. Er lag damit leicht unter demjenigen der Lasionen aus der Vulva oder der
Analregion.
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Tabelle 3.12: HPV-Status in den verschiedenen Lokalisationen, Gesamtkollektiv
Proben HPV + hr 16 33 18 else hr Ir
(n) (n/%1) (n/%z) (n/%2) (n/%z) (n/%z) (n/%2) (n/%z)

Vulva
Cond.ac. 1 1/100 - - - - - 1/100
VIN 1 3 2/66,7 1/50 - 1/50 - - 1/50
VIN 2 23 18/78,3 16/88,9 14/77,8 1/5,6 1/5,6 - 2/11,1
VIN 3 61 58/95,1 56/96,6 47/81,0 9/15,5 11,7 2/3,4 2/3,4
SCC 30 16/53,3 15/93,8 13/81,3 1/6,3 1/6,3 1/6,3 1/6,3
‘Summe 118  95/80,5 88/92,6 74/77,9 12/12,6 3/32 332  7/74
Zewnvix
Cond.ac. 1 1/100 - - - - - 1/100
CIN 1 1 - - - - - - -
CIN 2 8 7/875 5/71,4 1143 1/143 1/143 3/42,9  2/28,6
CIN 3 13 13/100 12/92,3 5/38,5  4/30,8 - 4/30,8 1/7,7
SCC 1 1/100 1/100 1/100 - - - -

Cond.ac 1 1/100 1/100 1/100 - 1/100 1/100 -
AIN 1 1 1/100 1/100 1/100 - - - -
AIN 2 4 4/100 3/75 3/75 - - - 1/25
AIN 3 16 16/100 14/93,8 12/75 3/18,8 - - 2/12,5
SCC - - - - - - - -
‘Summe 22 22/100 19/86,4 17/77,3 3/13,6 1/45  1/45  3/136
‘Vagina
Cond.ac. - - - - - - - -
VAIN 1 2 2/100 1/50 1/50 - - - 1/50
VAIN 2 9 7/77,8 6/85,7 3/42,9 2/28,6 - 1/14,3 1/14,3
VAIN 3 4 4/100 4/100 4/100 - - - -
SCC - - - - - - - -
‘Summe 15 13/86,7 11/846 8/615 2/154 - 177 21154

%': bezieht sich auf die Gesamtzahl der Lasionen, %": bezieht sich auf die HPV-positiven Lasionen
HPV+ = Humanes Papillomavirus-positiv; hr/Ir = high/low risk; Cond.ac. = Condyloma acuminatum, (C,
Va, V, A) IN 1-3 = zervikale, vaginale, vulvare, anale intraepitheliale Neoplasie Grad 1-3, SCC =

squamous cell carcinoma

In Tab. 3.13 und 3.14 wird der HPV-Status in Abhangigkeit von der Befundlokalisation
gesondert fur Kollektiv | und Il dargestellt. FUr die einzelnen Bereiche zeigte sich Folgendes:
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Vulva:

In Kollektiv | wurden lediglich 57,9 % der Vulva-Lasionen HPV-positiv getestet. Koinfektionen
lagen nicht vor. Die Rate der HPV-positiven VIN 3-Falle war wie im Gesamtkollektiv deutlich
héher als diejenige der invasiven Lésionen. Im Vergleich dazu waren die Proben des zweiten
Kollektivs zu 91,3 % HPV-positiv und der Anteil der positiven Befunde nahm in Korrelation
zum Lasionsgrad zu.

Zervix:

Das erste Kollektiv beinhaltete keine zervikalen Lasionen. Gesamtkollektiv und Kollektiv I
entsprachen sich somit.

Anus:

In Kollektiv | befanden sich lediglich drei anale L&sionen mit bekanntem HPV-Status, alle
high risk-HPV-positiv (16 und 16+33). Auffallig im zweiten Kollektiv war die Koinfektion des
Kondylombefundes. Es fanden sich hier folgende HPV-Typen: 16, 18, 51, 53 und 59.
Vagina:

Der einzige vaginale Befund im ersten Kollektiv, eine VAIN 2, war HPV-negativ. Die
restlichen vaginalen Proben befanden sich im Kollektiv Il, 13 (92,9 %) waren HPV-positiv.
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Tabelle 3.13: HPV-Status in den verschiedenen Lokalisationen, Kollektiv |
Proben HPV + hr 16 33 18 else hr Ir
(n) (n/%1) (n/%z) (n/%2) (n/%z) (n/%z) (n/%2) (n/%z)

Vulva

Cond.ac. 1 1/100 - - - - - 1/100
VIN 1 - - - - - - - -
VIN 2 3 3/100 3/100 3/100 - - - -
VIN 3 9 7/77,8 7/100 6/85,7 1/14,3 - - -
SCC 25 11/44  10/90,9 8/72,7 - 1/9,1 1/9,1 1/9,1

Cond.ac. - - - - - - - .
AIN 1 - - - - - - - .
AIN 2 2 2/100 2/100 2/100 - - - -

%: bezieht sich auf die Gesamtzahl der Lasionen, %*: bezieht sich auf die HPV-positiven Lasionen
HPV+ = Humanes Papillomavirus-positiv; hr/lr = high/low risk; Cond.ac. = Condyloma acuminatum, (C,
Va, V, A) IN 1-8 = zervikale, vaginale, vulvdre, anale intraepitheliale Neoplasie Grad 1-3, SCC =

squamous cell carcinoma
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Tabelle 3.14: HPV-Status in den verschiedenen Lokalisationen, Kollektiv Il
Proben HPV + hr 16 33 18 else hr Ir
(n) (n/%1) (n/%2) (n/%2) (n/%2) (n/%2) (n/%2) (n/%2)

Vulva
Cond.ac. - - - - -
VIN 1 3 2/66,7 1/50 - 1/50 - - 1/50
VIN 2 20 15/75 13/86,7 11/73,3  1/6,7 1/6,7 - 2/13,3
VIN 3 52 51/98,1 49/96,1 41/80,4 8/15,7 1/2,0 2/3,9 2/3,9
SCC 5 5/100 5/100 5/100 1/20 - - -
‘Summe 80  73/91,3 68/932 57/78,1 11151 227 227 56,9
Zewnvix
Cond.ac. 1 1/100 - - - - - 1/100
CIN 1 1 - - - - - - -
CIN 2 8 7/875 5/71,4 1143 1/143 1/143 3/42,9  2/28,6
CIN 3 13 13/100 12/92,3 5/38,5  4/30,8 - 4/30,8 1/7,7
SCC 1 1/100 1/100 1/100 - - - -
‘Summe 24  22/91,7 18/81,8 7/31,8 5/227  1/46  7/31,8  4/182
CAnus
Cond.ac. 1 1/100 1/100 1/100 - 1/100 1/100 -
AIN 1 1 1/100 1/100 1/100 - - - -
AIN 2 2 2/100 1/50 1/50 - - - 1/50
AIN 3 15 15/100 13/86,7 11/73,3 2/13,3 - - 2/13,3
SCC - - - - - - - -
‘Summe 19 19/100 16/84,2 14/73,7 2/10,5 1/53  1/53  3/158
T T B
Cond.ac. - - - - - - - -
VAIN 1 2 2/100 1/50 1/50 - - - 1/50
VAIN 2 8 7/87,5 6/85,7 3/429  2/28,6 - 1/14,3  1/14,3
VAIN 3 4 4/100 4/100 4/100 - - - -
SCC - - - - - - - -
Summe 14 13/92,9 11/846 8/61,5 2/154 - 1/7,7 2/15,4

%': bezieht sich auf die Gesamtzahl der Lasionen, %": bezieht sich auf die HPV-positiven Lasionen
HPV+ = Humanes Papillomavirus-positiv; hr/lr = high/low risk; Cond.ac. = Condyloma acuminatum, (C,
Va, V, A) IN 1-3 = zervikale, vaginale, vulvdre, anale intraepitheliale Neoplasie Grad 1-3, SCC =

squamous cell carcinoma



50 3 ERGEBNISSE

3.3.1 c¢) HPV-Status abhédngig von dem Lasionsgrad

Im Bereich der intraepithelialen Lasionen war ein Zusammenhang des HPV-Status mit dem
Lasionsgrad gut sichtbar (Tab. 3.15): Der Anteil der HPV high risk-positiven Befunde stieg
von 33,3 % bei den Kondylomen auf 91,5 % bei den drittgradigen Lasionen an. Diese
Korrelation war signifikant (p < 0,0001). Wie zu erwarten war der Prozentsatz der HPV-
positiven invasiven Lasionen niedriger als derjenige der intraepithelialen L&sionen dritten
Grades. Dennoch sind 54,8 % der Karzinome HPV-positiv, 51,6 % high risk positiv.

Tabelle 3.15: HPV-Status in Abhéngigkeit von dem Lasionsgrad, Gesamtkollektiv

Proben (n)  HPV+ (n)  HPV+ (%) hrHPV+ (n) hrHPV+ (%)

Cond.ac. 3 3 100 1 33,3
(C, Va, V, A) IN 1 7 5 71,4 3 42,9
(C,Va,V,A)IN 2 44 36 81,8 30 68,2
(C,Va, V,Pa)IN3 94 91 96,8 86 91,5
SCC 31 17 54,8 16 51,6
Summe 179 152 84,9 136 76

HPV+ = Humanes Papillomavirus positiv, hr = high risk; Cond.ac. = Condyloma acuminatum, (C, Va,
V, A) IN 1-3 = zervikale, vaginale, vulvdre, anale intraepitheliale Neoplasie Grad 1-3, SCC =

squamous cell carcinoma

3.3.1 d) HPV-Status versus Alter

Bei 118 Patientinnen konnte wenigstens in einem Befund der HPV-Status ermittelt werden
(Tab. 3.16). Dabei ergab sich ein signifikanter Altersunterschied zwischen Patientinnen mit
rein HPV-negativen Lasionen und solchen mit HPV-positiven Befunden. Die Erstgenannten
waren im Schnitt 57,7 Jahre alt (jingste Patientin 33 Jahre), wahrend das mittlere Alter der
Letzteren 42,0 Jahre, also ungefahr 15 Jahre weniger, betrug (jingste Patientin 16 Jahre), p
< 0,0001.

Um diesen Befund genauer zu untersuchen, wurden die Patientinnen in 15-Jahres-
Altersgruppen stratifiziert. Wiederum zeigte sich ein Zusammenhang zwischen HPV-Status
und Alter: Der Anteil der Patientinnen, bei denen mindestens eine HPV-positive Lasion
vorgelegen hatte, stand signifikant in negativer Korrelation zum sukzessiv ansteigenden
Alter. In der Gruppe der 16-30-jahrigen hatten alle Frauen mindestens ein HPV-infizierte
Lasion. Mit steigendem Alter sank dieser Anteil bis auf 50 % bei den 76-90-jahrigen (p =
0,0007).
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Tabelle 3.16: HPV-Status in Abhéngigkeit von dem Alter, Gesamtkollektiv und stratifiziert nach
15-Jahres-Altersgruppen

Gesamtkollektiv Patientinnen Mittelwert Median Range
(n) (Jahre) (Jahre) (Jahre)
HPV pos* 97 (82,2 %) 42,0 41 16-80
HPV neg** 21 (17,8 %) 57,7 60 33-77
Altersgruppen Patientinnen HPV pos* HPV pos*
(n) (n) (%)
16-30 20 20 100
31-45 46 42 91,3
46-60 30 23 76,7
61-75 18 10 55,6
76-90 4 2 50

*

HPV pos/neg = Humanes Papillomavirus-positiv/-negativ; * = Patientin mit mindestens einer HPV-

positiven L&sion, ** = Patientin hat ausschlieBlich HPV-negative L&sionen

3.3.1 e) HPV-Status versus Zigarettenkonsum

Es lieB sich fur 103 Patientinnen folgender, signifikanter Zusammenhang zwischen HPV-
Status und Zigarettenkonsum feststellen (Tab. 3.17): 81,7 % der Patientinnen mit HPV-
positiven Lé&sionen rauchten, wahrend nur 28,6 % der Patientinnen mit HPV-negativen
Befunden Zigaretten konsumierten (p < 0,0001).

Tabelle 3.17: Zigarettenkonsum in Abhéngigkeit von dem HPV-Status, Gesamtkollektiv

Pat. (n) Raucherinnen (n)  Raucherinnen (%)
HPV + 82 67 81,7
HPV - 21 6 28,6
Summe 103 73 70,9

HPV = Humanes Papillomavirus; Pat. = Patientinnen
3.3.2 p16-Status

Die p16™“®Immunhistochemie wurde bei 177 der 196 Gewebeproben durchgefiihrt. Sie
ergab 129 p16-positive Befunde. In Kollektiv | lag die Rate an p16-positiven Lasionen mit 70
% (28 von 40 Proben) &hnlich hoch wie diejenige in Kollektiv Il mit 73,7 % (101 von 137
Proben).
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3.3.2 a) p16-Status abhangig von dem Lasionsgrad

Die invasiven Lasionen ausgenommen korrelierte der p16-Status im Gesamtkollektiv mit
dem Grad der Lasion (p < 0,0001). So waren alle drei Kondylome p16-negativ (Abb. 3.5).
Der Anteil der p16-positiven Proben stieg bei den intraepithelialen Lasionen von 33,3 % bei
den erstgradigen, Uber 59,1 % bei den zweitgradigen, auf 87,1 % bei den drittgradigen
Lasionen an (Abb. 3.6-3.9). Die Karzinome waren zu 59,3 % (16 von 27) p16-positiv (Abb.
3.10, 3.11). 3 der 177 p16-getesteten Proben konnten wegen unklarer Diagnosestellung

nicht miteinbezogen werden.

s s

Abb. 3.5 a): ACond.ac., p16-negativ Abb. 3.5 b): ACond.ac., HE-Schnitt
ACond.ac. = anales Condyloma acuminatum, HE = Hdmatoxylin Eosin

Abb. 3.6 a): CIN 1, p16-neg Abb. 3.6 b): CIN 1, HE-Schnitt
CIN = zervikale intraepitheliale Neoplasie Grad 1, HE = Hdmatoxylin Eosin
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Abb. 3.7 a): VIN 2, p16-positiv Abb. 3.7 b): VIN 2, HE-Schnitt
VIN 2 = vulvére intraepitheliale Neoplasie Grad 2, HE = Hadmatoxylin Eosin

Abb. 3.8 a): VAIN 2, p16-negativ Abb. 3.8 b): VAIN 2, HE-Schnitt
VAIN 2 = vaginale intraepitheliale Neoplasie Grad 2, HE-Schnitt = Hdmatoxylin Eosin

Abb. 3.9 a): VIN 3, p16-positiv Abb. 3.9 b): VIN 3, HE-Schnitt
VIN 3 = vulvére intraepitheliale Neoplasie Grad 3, HE = Hamatoxylin Eosin
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ey

Abb. 3.10 a): VSCC, p16-positiv Abb. 3.10 b): VSCC, HE-Schnitt
VSCC = vulvar squamous cell carcinoma, HE = Hamatoxylin Eosin

e Sy +4 2 L

s o RS

): VSCC, p16-negativ Abb. 3.11 b): VSCC, HE-Schnitt
VSCC = vulvar squamous cell carcinoma, HE = Hamatoxylin Eosin

Auch in den Einzelkollektiven fand sich eine Korrelation des p16-Status mit dem L&sionsgrad
bis hin zu den drittgradigen L&sionen (p = 0,04 Kollektiv I, p < 0,0001 Kollektiv II). Tab. 3.18
zeigt die entsprechenden Befunde des ersten Kollektivs. Der Anteil der p16-positiven
Karzinome entspricht mit 54,4 % ungefédhr dem des Gesamtkollektivs.

Tabelle 3.18: p16-Status in Abhangigkeit von dem Grad der Lasion, Kollektiv |

Lasionen (n) p16-positiv (n) p16-positiv (%)
Cond.ac. 1 0 0
(C,Va, V,A)IN1 0 - -
(C,Va,V,A)IN2 6 5 83,3
(C,Va,V,A)IN3 11 11 100
SCC 22 12 54,5
Summe 40 28 70

Cond.ac. = Condyloma acuminatum, (C, Va, V, A) IN 1-3 = zervikale, vaginale, vulvdre, anale
intraepitheliale Neoplasie Grad 1-3, SCC = squamous cell carcinoma

Im Unterschied dazu sind in Kollektiv Il finf von sechs Karzinomen p16-positiv. Somit konnte
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eine Korrelation zwischen p16-Status und L&sionsgrad bin hin zu den invasiven Lasionen
nachgewiesen werden (p = 0,001, Tab. 3.19).

Tabelle 3.19: p16-Status in Abhangigkeit von dem Grad der Lasion, Kollektiv Il

Lasionen (n) p16-positiv (n) p16-positiv (%)
Cond.ac. 2 0 0
(C,Va,V,A)IN 1 6 2 33,3
(C,Va,V,A)IN 2 38 21 55,3
(C,Va,V,A)IN3 82 70 85,4
SCC 6 5 83,3
Summe 134 98 73,1

Cond.ac. = Condyloma acuminatum, (C, Va, V, A) IN 1-3 = zervikale, vaginale, vulvdre, anale

intraepitheliale Neoplasie Grad 1-3, SCC = squamous cell carcinoma

3.3.2 b) p16-Status abhdngig von der Befund-Lokalisation

Betrachtete man den p16-Status in den verschiedenen Bereichen zeigte sich folgendes Bild:

Vulva:

115 der 131 Vulva-Befunde konnten getestet werden (Tab. 3.20). Der Anteil der p16-
positiven Proben betrug 74,8 %. Das Kondylom war p16-negativ. Bei den VIN 3 fanden sich
mit 88,7 % die meisten p16-positiven Félle (55 der 62 Proben). Von den 26 Karzinomen
waren 15 p16-positiv (57,7 %).

Tabelle 3.20: p16-Status Vulva, Gesamtkollektiv

Lasionen (n) p16-positiv (n) p16-positiv (%)
Cond.ac. 1 0 0
VIN 1 3 2 66,7
VIN 2 23 14 60,9
VIN 3 62 55 88,7
SCC 26 15 57,7
Summe 115 86 74,8

Cond.ac. = Condyloma acuminatum, VIN 1-3 = vulvére intraepitheliale Neoplasie Grad 1-3, SCC =

squamous cell carcinoma

Zervix:

An der Zervix konnten 22 der 24 Proben getestet werden (Tab. 3.21). 15 dieser Félle waren
p16-positiv (68,2 %). Das Kondylom und die CIN 1 waren negativ, wahrend die Haélfte der
CIN 2 und 90,9 % der CIN 3 positiv getestet wurden (4 von 8 bzw. 10 von 11 Proben). Das
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Karzinom war ebenfalls p16-positiv.

Tabelle 3.21: p16-Status Zervix, Gesamtkollektiv

Lasionen (n) p16-positiv (n) p16-positiv (%)
Cond.ac. 1 0 0
CIN 1 1 0 0
CIN 2 8 4 50
CIN 3 11 10 90,9
SCC 1 1 100
Summe 22 15 68,2

Cond.ac. = Condyloma acuminatum, CIN 1-3 = zervikale intraepitheliale Neoplasie Grad 1-3, SCC =

squamous cell carcinoma

Anus:

Von den 23 analen Befunden, standen 21 flr die p16-Immunhistochemie zur Verfligung
(Tab. 3.22). Der Anteil der p16-positiven Félle war hier mit 18 von 21 Proben am gréBten
(85,7 %). Wie bei Vulva und Zervix wurde das Kondylom p16-negativ getestet, ebenso zwei
der 16 AIN 3.

Tabelle 3.22: p16-Status Anus, Gesamtkollektiv

Lasionen (n) p16-positiv (n) p16-positiv (%)
Cond.ac. 1 0 0
AIN 1 0 - -
AIN 2 4 4 100
AIN 3 16 14 87,5
SCC 0 - -
Summe 21 18 85,7

Cond.ac. = Condyloma acuminatum, AIN 1-3 = anale intraepitheliale Neoplasie Grad 1-3, SCC =

squamous cell carcinoma

Vagina:

Alle 15 vaginalen L&sionen wurden auf ihren p16-Status hin untersucht, wobei sich sieben
Proben p16-positiv zeigten (46,7 %). Dies lag deutlich unter der Rate der positiven Lasionen
in den anderen Bereichen. Es war jedoch ein Anstieg der p16-positiven Félle mit dem Grad
der Lasion zu sehen: Die beiden VAIN 1 waren p16-negativ, 44,4 % der VAIN 2 und 75 %
der VAIN 3 waren p16-positiv (Tab. 3.23).
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Tabelle 3.23: p16-Status Vagina, Gesamtkollektiv

Lasionen (n) p16-positiv (n) p16-positiv (%)

Cond.ac. 0 - -

VAIN 1 2 0 0

VAIN 2 9 4 44 4

VAIN 3 4 3 75

SCC 0 - -

Summe 15 7 46,7

Cond.ac. = Condyloma acuminatum, VAIN I-lll = vaginale intraepitheliale Neoplasie Grad 1-3, SCC =

squamous cell carcinoma

3.3.2 c) p16- versus HPV-Status

In 168 Fallen konnten sowohl der HPV- als auch der p16-Status bestimmt werden. Beide
Parameter korrelierten eng miteinander (p < 0,0001 fir HPV vs. p16, als auch high risk-HPV
versus p16). Die p16-Immunhistochemie als ein Test zur high risk-HPV-Detektion besaR
folgende Testvariablen: Eine Sensitivitdt von 84,6 % und einen positiven pradiktiven
Vorhersagewert (PPV) von 90,9 %, eine Spezifitdt von 71,1 % sowie einen negativen
pradiktiven Vorhersagewert von 57,5 %. Uberpriifte man lediglich die Eignung zur HPV-
Detektion ohne die Klassifizierung in high und low risk, sank die Sensitivitdt auf 79,6 %.
Deutlicher war der Abfall des negativen pradiktiven Wertes auf 36,2 %. Demgegeniber
stiegen Spezifitat und positiver pradiktiver Wert auf 81 % bzw. 96,7 %. Tab. 3.24 zeigt den
p16-Status in Abhangigkeit von der HPV-Testung.

Tabelle 3.24: p16-Status in Abhangigkeit des HPV-Status, Gesamtkollektiv

Summe p16 pos p16 neg

(n) (n/%) (n/%)
HPV pos 147 117/79,6 30/20,4
HPV neg 21 4/19,1 17/81,0
Summe 168 121/72,0 47/28,0
HPV hr 130 110/84,6 20/15,4
S HPV Ir;neg 38 11/29 27/71 1

HPV pos/neg = Humanes Papillomavirus-positiv/-negativ; hr/lr = high/low risk;
p16 pos/neg = p16-positiv/-negativ

Die Konstellation ,HPV-negativ, p16-positiv‘ kam nur in vier Fallen vor (3 VSCC, 1 VIN 3),
welche allesamt im ersten Kollektiv zu finden waren. Der umgekehrte Fall ,HPV-positiv, p16-
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negativ® wurde bei 30 Gewebeproben festgestellt. In zehn dieser Proben wurden lediglich
low risk-Typen gefunden. Bei zehn weiteren Befunden handelte es sich um niedrige
Lasionsgrade (bis maximal zweiten Grades).

Bei der Untersuchung des Zusammenhangs zwischen HPV- und p16-Status stratifiziert nach
Lasionsgrad erhielt man die in Tab. 3.25 gezeigten Werte. Fir 21 HPV-negative Proben lag
gleichzeitig der p16-Status vor. Dieser fiel nur in 19,1 % positiv aus. Die Kondylome waren
vollstandig p16-negativ. Die 145 HPV-positiven Falle, bei denen man den p16-Status
bestimmt hatte, waren hingegen zu 79,3 % p16-positiv. Die héchste Ubereinstimmung
zwischen HPV high risk- und p16-Status ergab sich fiir die drittgradigen intraepithelialen
Lasionen: 92,6 % der high risk-positiven Fallen wurden hier ebenfalls p16-positiv getestet (p
= 0,0002). Erneut lag auch eine Korrelation zwischen p16-Positivitdt und Schwere des
Lasionsgrades vor, welche nicht auf die invasiven Lasionen zutraf. Es wurde jedoch auch in
den high risk-Karzinomen in 80 % der Falle eine p16-Uberexpression nachgewiesen.
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Tabelle 3.25: p16-Status in Abhangigkeit des HPV-Status, stratifiziert nach Lasionsgrad

HPV-Status Proben p16 pos p16 neg
(n) (n/%) (n/%)
Cond.ac. pos 3 0/0 3/100
neg - - -
hrpos T o0  1/100
> Ir;neg 2 0/0 2/100
‘Yposneg 3 o0 3100
(C,Va,V,A)IN1  pos 4 2/50 2/50
neg 2 0/0 2/100
‘hrpos 2 150 1550
> Ir;neg 4 1/25 3/75
‘Yposneg 6 21333 4/66,7
(C,Va,V,A)IN2 pos 36 25/69,4 11/30,6
neg 7 0/0 7/100
“hrpos . 3 22/733 8/26,7
> Ir;neg 13 3/23,1 10/76,9
Y pos;neg - 43 25/58,1  18/419
(C,Va,V,A)IN3 pos 86 76/88,4 10/11,6
neg 2 1/50 1/50
“hrpos g1 75/92,6 67,4
> Ir;neg 7 2/28.,6 5/71,4
‘Y posjneg 88 77/875 11125
SCC pos 16 12/75 4/25
neg 10 3/30 7/70
“hrpos 15 12)80 320
> Ir;neg 11 3/27,3 8/72,7
> pos;neg 26 15/57,7  11/423
Summe pos 145 115/79,3 30/20,7
neg 21 4/19,1 17/81,0

HPV = Humanes Papillomavirus; hr/Ir = hig/low risk; Cond.ac. = Condyloma acuminatum, (C, Va, V, A)
IN 1-3 = zervikale, vaginale, vulvare, anale intraepitheliale Neoplasie Grad 1-3, SCC = squamous cell

carcinoma; pos = positiv, neg = negativ
3.3.2 d) Interindividuelle Ubereinstimmung p16-Beurteilung

158 der 177 auf ihren p16-Status hin untersuchten Proben wurden sowohl von einem
Pathologen als auch der Doktorandin beurteilt, die restlichen Schnitte nur von einem
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Pathologen. Im Falle einer inkongruenten Bewertung wurde das Urteil des Pathologen als
gultig tbernommen.

Insgesamt betrug die Ubereinstimmungsrate 93,0 %, der kappa-Wert lag bei 0,805
(Standarderror 0,056). P16-positive respektive -negative Proben isoliert betrachtet ergaben
sich fiir die interindividuelle Kongruenz folgende Werte: 98,3%ige Ubereinstimmung bei den
positiven im Gegensatz zu 77,5 % bei den negativen Féllen.

In Kollektiv | waren die Beurteilungen mit 97,3 % (36 von 37 Fallen kongruent) Uberwiegend
identisch. Im zweiten Kollektiv lag die Ubereinstimmungsrate mit 91,7 % (111 von 121 Féllen
Ubereinstimmend) leicht unter der des Gesamtkollektivs. Im zweiten Kollektiv ist darlber
hinaus der Unterschied zwischen p16-positiven und -negativen Proben am starksten: 97,8 %
Kongruenz im Falle der p16-positiven Lasionen, lediglich 72,4 % bei den p16-negativen.

Tab. 3.26 zeigt die interindividuelle Ubereinstimmung absolut sowie anteilsmaBig fir das
Gesamtkollektiv sowie die Einzelkollektive.

Tabelle 3.26: Qualitative Beurteilung p16-Farbung, interindividuelle Ubereinstimmung (1)

Proben Ubereinstimmung Ubereinstimmung

(n) (n) (%)
Gesamtkollektiv
p16 pos/neg 158 147 93,0
p16 pos 118 116 98,3
p16 neg 40 31 77,5
Kollektiv |
p16 pos/neg 37 36 97,3
p16 pos 26 26 100
p16 neg 11 10 90,9
Kollektiv Il
p16 pos/neg 121 111 91,7
p16 pos 92 90 97,8
p16 neg 29 21 72,4

p16 pos/neg = p16-positiv/-negativ

Tab. 3.27 bildet die Urteile der beiden Untersucher in Form einer Kontingenztabelle ab.
,Untersucher 1 ist gleichbedeutend mit dem Pathologen, dessen Urteil bei mangelnder
Ubereinstimmung als giiltig gewertet wurde. Die hdhere Rate an Inkongruenz bei den fokal
geféarbten bzw. p16-negativen Befunden wird deutlich.
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Tabelle 3.27: Qualitative Beurteilung p16-Farbung, interindividuelle Ubereinstimmung (2)

Untersucher 2

Gesamtkollektiv
Beurteilung negativ
negativ 22
fokal -
diffus
Summe 22
"""" Kollektiv |
| Beurteilung negativ
% negativ 7
g fokal -
5 | diffus
Summe 7
"""" Kollektiv I
Beurteilung negativ
negativ 15
fokal -
diffus
Summe 15

fokal

diffus
2
6
90
98

Summe

Summe
17
12
92

121

rot: inkongruente Urteile; eine fokale Farbung wurde als p16-negativ gewertet
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4 DISKUSSION

4.1 Ubersicht

Lasionen im Bereich der Vulva, prékanzerés wie auch invasiv, sind verglichen mit denjenigen
der Zervix selten [94]. Insbesondere die Inzidenz der prakanzerésen L&sionen hat aber in
den letzten Jahren deutlich zugenommen. Die Inzidenz der Vulvakarzinome ist
demgegenlber zwar stabil geblieben, der Anteil der jingeren Frauen ist jedoch ebenfalls
gestiegen [3, 4].

Hinsichtlich ihrer Erscheinungsform liefern Lasionen der Vulva ein heterogenes Bild. Sowohl
bei den intraepithelialen als auch bei den invasiven Lasionen existieren zwei verschiedene
Entitdten. Auf der einen Seite findet sich die differenzierte VIN, zusammen mit dem
keratinisierenden Plattenepithelkarzinom. Sie sind typischerweise HPV-negativ [11, 17, 23,
24, 58, 59] und das Patientinnenkollektiv besitzt ein eher fortgeschrittenes Lebensalter [6,
11, 17, 18, 24, 25, 59, 69-71]. Auf der anderen Seite stehen die kondylomatésen und
basaloiden Lé&sionen, invasiv wie intraepithelial, die im Allgemeinen eine HPV-Assoziation
aufweisen [7, 11, 13-15, 59, 67, 70, 72]. Betroffene Patientinnen sind im Vergleich
durchschnittlich jinger [6, 16-18] und es finden sich h&dufig multizentrische Befunde sowie ein
metachrones Krankheitsgeschehen [6, 7, 14, 16, 19, 59, 67, 68]. In vielen Studien wurde
dartber hinaus die Bedeutung des Zigarettenkonsums als Risikofaktor flr die Entstehung
HPV-positiver Lasionen beschrieben [7, 12, 20, 59, 73].

4.2 Metachronizitat und Multizentrizitat

Unter Bericksichtigung der unterschiedlichen Erscheinungsformen der Vulvaldsionen wurde
fir diese Arbeit beschlossen, die Patientinnen in zwei Kollektive einzuteilen. Die beiden
zentralen Kriterien, auf deren Basis die Zuordnung erfolgte, waren die Parameter
Metachronizitdt und Multizentrizitat. Bereits 2007 hatten sich Hampl et al. eingehender mit
diesen beiden Parametern beschéftigt [159]. Mit Hilfe der gewonnenen Erkenntnisse
entwickelten die Autoren drei Modelle, welche die unterschiedlichen Entstehungswege
multizentrischer bzw. metachroner Lasionen des weiblichen unteren Genitaltrakts anhand
klinischer und molekularer Charakteristika beschreiben:

1) Nach Art eines Feldeffekts kommt es infolge der Infektion mit einem karzinogenen HP-
Virus zur Induktion von unabh&ngigen Zellklonen. Typisch sind synchrone, multizentrische
Lasionen, die den gleichen HPV-Typ aufweisen. Der Grad der Onkogenexpression variiert je
nach Grad der Lasion.

2) Es liegt eine gesteigerte Anfalligkeit gegenuber einer HPV-Infektion sowie der
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entsprechenden Zelltransformation vor. Es kommt zu rezidivierenden Infektionen mit
diversen HPV-Typen, einschlieBlich der sonst eher selten gefundenen, und zu einer
regelmaBig deregulierten Onkogenexpression.

3) Die existenten Lasionen sind klonal verwandt, d.h. gehen von einem gemeinsamen
Zellklon aus. Es finden sich in der Vergangenheit aufgetretene Zervixlasionen als Ursprung
des transformierenden Zellklons, weitere metachrone Lasionen, sowie eine in jedem Fall
deregulierte Onkogenexpression.

Ziel dieser Arbeit war es, die verschiedenen Modelle an einem grdBeren Kollektiv zu
bestatigen und genauer zu charakterisieren. Das erste der zu diesem Zweck gebildeten
Kollektive setzte sich aus Patientinnen zusammen, welche lediglich solitére, allenfalls
multifokale Lasionen aufwiesen. Es durften keine weiteren L&sionen in Folge oder in der
Vorgeschichte aufgetreten sein. Zu Kollektiv I wurden demgegenuber nur Patientinnen
gezahlt, die entweder multizentrische Befunde aufwiesen oder zu einem friheren oder
spateren Zeitpunkt weitere Lasionen entwickelt hatten, respektive entwickelten. Neben der
Bestimmung von HPV- und p16-Status der Lé&sionen erfolgte zusétzlich eine Recherche
klinischer Parameter mittels der zugehdrigen Patientenakten.

Durch das zweite Kollektiv, dem die Eigenschaften Multizentrizitdt und Metachronizitéat als
Zugehdrigkeitskriterien zu Grunde gelegt waren, lieBen sich schlieBlich die drei genannten
Krankheitsmodelle abbilden (Tab. 3.1, Abb. 3.1): So war case 49 ein typisches Beispiel fir
den ersten Entstehungsmechanismus. Der hochpotente high risk-Typ 16 konnte hier
synchron in allen L&sionen gefunden werden. Das zweite Modell lieB sich gut anhand der
Befunde von case 74 nachvollziehen. Die Patientin wies dementsprechend rezidivierende
Lasionen mit unterschiedlichen, eher untypischen HPV-Typen auf. Flir case 55 kdnnte
schlieBlich der dritte Entstehungsweg als Ursache zu Grunde gelegt werden, da die Patientin
wiederholt in verschiedenen Bereichen des Genitaltrakis Lasionen mit identischem HPV-
Status entwickelte.

4.3 Die Einzelkollektive

Die anhand der Parameter Multizentrizitdt und  Metachronizitdt  gebildeten
Patientinnenkollektive wurden in Folge auf ihre Unterschiede hinsichtlich klinischer
Parameter wie Alter, Nikotinkonsum, Paritat und Hormoneinnahme untersucht. Des Weiteren
wurden die Kollektive in Bezug auf den HPV- bzw. p16-Status der jeweiligen L&sionen
verglichen. Das erste Kollektiv war mit 44 Patientinnen kleiner als das zweite (82
Patientinnen). Geht man davon aus, dass die Kollektive zwei eigensténdige
Patientinnengruppen reprasentieren, stellt sich die Frage, ob sich diese Verteilung auch
entsprechend auf die Allgemeinbevdlkerung Ubertragen l&sst (s.u.). Der Anteil der Frauen mit
metachronen bzw. multizentrischen Befunden misste demgeman ungefahr doppelt so hoch
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liegen wie derjenige der Frauen mit solitdren oder allenfalls multifokalen Lasionen.

Zahlte man in den vorliegenden Kollektiven die zugehérigen Lasionen war der Unterschied
mit 48 gegentber 148 Gewebeproben erwartungsgemas allein durch die Kollektivkriterien
noch grdéBer. Zu erwahnen ist, dass bei vielen Patientinnen weitere metachrone oder
simultane, multifokale oder multizentrische Befunde per Aktenlage beschrieben waren. In
Abb. 3.1 sind diese zusatzlichen Befunde erfasst, eine Untersuchung des HPV- oder p16-
Status konnte jedoch nicht erfolgen.

Durch die Kollektivbildung &nderte sich zunachst die Gewichtung, mit der die verschiedenen
Bereiche des weiblichen unteren Genitaltrakts vertreten waren (Tab. 3.2, 3.3). Im ersten
Kollektiv waren Befunde der Zervix nicht vertreten. Die deutliche Mehrheit der Lasionen
entstammte der Vulva (89,6 %), der Rest verteilte sich auf Vagina und Perianus. Im zweiten
Kollektiv lieBen sich dementsprechend alle Zervikalldsionen finden. Sie gehdrten somit
ausnahmslos entweder einem multizentrischen oder metachronen Krankheitsgeschehen an.
Zusammen mit den Proben aus Vaginal- und Analbereich bildeten sie mehr als ein Drittel der
Befunde des zweiten Kollektivs.

Ein Aspekt, der nur das zweite Kollektiv betraf, war die Verteilung der Indexlasionen der
multizentrischen Falle auf die verschiedenen Bereiche des unteren weiblichen Genitaltrakts
(Abb. 3.2). Hier machten die Vulvabefunde nur noch knapp die Halfte der Falle aus. Ein
bedeutender Anteil der Indexlasionen war der Zervix enthommen worden.

Beim Vergleich der klinischen Charakteristika der Kollektive fiel ein Punkt besonders ins
Gewicht, die Differenz im Patientinnenalter: Die Frauen des zweiten Kollektivs waren
durchschnittlich 10 Jahre janger als diejenigen des ersten (Tab. 3.4). Als mdglicher
Storfaktor ist an dieser Stelle die Gewichtung der verschiedenen Lasionensgrade in den
beiden Kollektiven aufzufiihren. So lag der Anteil der Vulvakarzinome im ersten Kollektiv mit
58,3 % unverhaltnismaBig hoch. Er betrug im zweiten Kollektiv lediglich 4,1 %, stattdessen
waren die drittgradigen intraepithelialen L&sionen vorherrschend. Sie machten 55,4 % der
Gewebeproben aus. Es erfolgte daher zusatzlich eine Stratifikation des Durchschnittsalters
der Patientinnen nach Lasionsgrad. Der Altersunterschied zwischen den beiden Kollektiven
bestatigte sich erneut. Minimal, d.h. 7,7 Jahre, war er bei den Frauen mit Kondylomen. Die
gréBte Altersdifferenz zeigte sich bei Patientinnen mit invasiven L&sionen und betrug 14,7
Jahre (Tab. 3.6). Eine mdgliche Erklarung hierflr bietet der Umstand, dass multzentrische
Lasionen haufig nach Zervixlasionen entstehen [159-161]. Frauen, bei denen bereits eine
intraepithelialen Neoplasie diagnostiziert wurde, werden in der Regel einem intensiverem
Vorsorgeprogramm zugefihrt. Invasive Lasionen fallen dabei friher auf.

Wie bereits beschrieben, nehmen generell die intraepithelialen Lasionen, sowie bei den
invasiven Befunden der Anteil der jingeren Patientinnen zu. Da sich also im zweiten
Kollektiv, welches fast die doppelte Patientinnenzahl fasst, jlingere Patientinnen mit
Uberwiegend préainvasiven Lasionen befinden, ist dies ein Hinweis daflir, dass die Verteilung
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der Patientinnen in den Kollektiven derjenigen der tatsachlichen Patientengruppen
entspricht.

Eine geringe Abweichung konnte in Bezug auf den Zigarettenkonsum festgestellt werden. In
beiden Kollektiven rauchten Uber die Halfte der Frauen bzw. hatten langjahrig geraucht. Im
zweiten Kollektiv lag der Anteil jedoch mit 78,6 % um 17,6 % hdher (Tab. 3.7).

Bezlglich der Parameter Hormoneinnahme und Paritatstatus konnten ebenfalls keine
gravierenden Unterschiede zwischen den Patientinnen der Einzelkollektive gefunden werden
(Tab. 3.8, 3.9). Im zweiten Kollektiv erschien zunachst die Zahl der Nullipara gréBer,
beschrankte man die Untersuchung jedoch auf die > 50 Jahrigen lag sie sogar unter der Zahl
der Nullipara im ersten Kollektiv.

Lieferten die klinischen Parameter, mit Ausnahme des Patientinnenalters, keine
entscheidenden Erkenntnisse im Vergleich der beiden Einzelkollektive, zeigten sich bei der
Prufung des HPV-Status deutlichere Abweichungen. Wahrend im ersten Kollektiv nur knapp
die Halfte der Frauen high risk-positive Lasionen aufwies, waren im zweiten 93,7 % durch ein
high risk-HP-Virus infiziert (Abb. 3.3). Es wurden in der ersten Gruppe hierbei insgesamt
sechs unterschiedliche HPV-Typen gefunden, davon 4 high risk-HP-Viren: 16 (80%), 18, 33,
52. Es handelte sich nur in einem Fall um eine Mischinfektion (HPV 16 und 33). In der
zweiten Gruppe kamen 17 unterschiedliche Typen vor, darunter 10 high risk-HP-Viren: 16
(67,4 %), 18, 31, 33, 35, 51, 52, 56, 58, 59 (Tab. 3.10). In 18 Fallen lag eine Mischinfektion
vor. Sehr deutlich zeigte sich die unterschiedliche HPV-Assoziation bei den invasiven
Lasionen. Alle funf Karzinome des zweiten Kollektivs waren HPV-positiv. Im ersten Kollektiv
wurden lediglich 11 der 25 Karzinome positiv getestet (44 %; Tab. 3.13, 3.14).

Die Untersuchung des p16-Status der Lasionen erbrachte weniger deutliche Unterschiede
zwischen den Kollektiven. 66,7 % der Patientinnen im ersten Kollektiv verglichen mit 85,5 %
derjenigen des zweiten Kollektivs hatten mindestens einen p16-positiven Befund. Auffallend
war, dass auch der Anteil p16-positiver invasiver Befunde im zweiten Kollektiv wesentlich
héher lag, wobei man jedoch die erheblich geringere Fallzahl berlicksichtigen musste (Tab.
3.18, 3.19). Insgesamt war der Vergleich der Einzelkollektive hinsichtlich des p16-Status von
untergeordneter Bedeutung. Von gréBerem Interesse war vielmehr das Verhaltnis zwischen
p16- und HPV-Status der entsprechenden Gewebeproben (s.u.).

4.4 Biomarker I, HPV-Status

4.4.1 Bedeutung im Bereich des unteren weiblichen Genitaltrakts

Der Anteil der HPV-assoziierten Lasionen variiert deutlich in den verschiedenen Bereichen

des unteren weiblichen Genitaltrakts. Wahrend gemaBn zahlreicher Studien nahezu 100 %

der zervikalen Lasionen von HP-Viren infiziert sind und ein kausaler Zusammenhang
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hergestellt werden konnte [66, 84, 86, 91-93, 158, 162, 163], sind Pathogenese und klinische
Prasentation der vulvaren Lasionen heterogen (s.0.). So wird beispielsweise der Anteil der
HPV-positiven Vulvakarzinome in der bisherigen Literatur mit 0 bis 60 % sehr unterschiedlich
beziffert [11, 13, 15, 23, 59, 65, 67, 70-72]. In der Studie von Van der Avoort, in welcher
keine HP-Virus-infizierte Lé&sion festgestellt werden konnte, lag das durchschnittliche
Patientenalter bei 71 Jahren. Den Gegenpol bildet die Arbeit von Hampl et al.. Bei einem
Durchschnittsalter von 55 Jahren konnten in 60 % der Falle HP-Viren nachgewiesen werden.
In den Arbeiten von Hording, Riethdorf, Kagie, Monk und Toki wurden die Vulvakarzinome
den bereits im Vorhinein beschriebenen morphologischen Unterformen, keratinisierende
Karzinome auf der einen sowie basaloide und kondylomatdse Karzinome auf der anderen
Seite, zugeteilt. Wéhrend die keratinisierenden Karzinome einen sehr geringen Anteil an
HPV-positiven Lasionen aufwiesen (min. 4 % bis max. 39 %), wurden bei den basaloiden
respektive kondylomatésen Formen deutlich mehr HPV-Infektionen gefunden (min. 24 % bis
max. 95 %). Das Alter der Patientinnen mit keratinisierenden Lasionen betrug jeweils Gber 70
Jahre, das der Patientinnen mit basaloiden oder warzigen Lasionen lag jeweils unter 60
Jahren. Aus den beschriebenen Punkten lassen sich verschiedene Schlussfolgerungen
ableiten. Zum einen ware es denkbar, dass die Patientenkollektive der Studien von Van der
Avoort und Hampl jeweils eines der Einzelkollektive der vorliegenden Arbeit représentieren.
So kénnten bei Van der Avoort vor allem Patientinnen mit den Kriterien des ersten Kollektivs
vertreten sein. Entsprechend wirden die Patientinnen der Studie von Hampl et al. eher die
Kriterien des zweiten Kollektivs erflllen. Bezlglich der Studien, welche die Karzinome in
verschiedene Entitaten eingeteilt haben, lieBe sich die These aufstellen, dass jeweils eine
Entitdt fir eines der Einzelkollektive steht. Die keratinisierenden Karzinome waren
demgemanB im ersten Kollektiv abgebildet, in Kollektiv Il wirden sich dagegen die basaloiden
und kondylomatdsen Karzinome finden.

Dessen ungeachtet liegt der Anteil der HPV-positiven Vulvakarzinome deutlich unterhalb der
Rate der HPV-positiven Zervixkarzinome. In unserer Studie waren die invasiven Lasionen zu
53,3 % mit HP-Viren infiziert (Tab. 3.12). Der Anteil HPV-positiver Proben variierte jedoch
auffallend in den gebildeten Einzelkollektiven (44 % respektive 100 %, s.0.). Des Weiteren
bedeutend war die im Vergleich mit den Karzinomen hohe HPV-Assoziation der drittgradigen
intraepithelialen L&sionen der Vulva: 95,1 % der VIN3-Falle waren Virus-positiv (Tab. 3.12).
Auch dieser Umstand entsprach den bisherigen Studienergebnissen.

Die genannten Erkenntnisse bestatigen, dass im Bereich der Vulva, entgegengesetzt zur
Zervix, die HPV-Infektion nur einen von vielen mdglichen Wegen in der Karzinomentstehung
darstellt. Die HPV-negative VIN verkdrpert einen dieser Wege. Sie ist haufig benachbart zu
invasiven Lasionen zu finden [7, 12, 13, 23, 24] und hat ein gr6Beres malignes Potential [12,
164, 165]. Eine Vorstufensequenz wie bei der klassischen VIN ist nicht bekannt [8]. Auch

wird sie im Verhéltnis seltener diagnostiziert. Hart nennt in seinem Review einen Anteil von
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2-10 % der VIN-Félle. Als mdgliche Grlnde fuhrt er zum einen die Fehlinterpretation des
jeweiligen Befundes als Plattenzellhyperplasie oder chronische Vulvitis an. Weiterhin senke
eine sehr schnelle Progression zur Invasivitdt mit entsprechend kurzem intraepithelialen
Intervall die Diagnoserate [12]. Wie bereits beschrieben fihrt bei der typischerweise HPV-
positiven metachronen VIN die vorausgegangene Zervixlasion zu einem verstarkten
Vorsorgeprogramm. Dies ist bei der differenzierten VIN nicht der Fall, sie wird entsprechend
spater und seltener diagnostiziert. Dessen ungeachtet fanden Eva et al. in ihrer letzten
Studie einen relativ hohen Prozentsatz an differenzierten VIN: 29 % der untersuchten
intraepithelialen Vulvaldsionen war vom Simplex-Typ [165]. Neben der klassischen VIN, dem
Lichen sclerosus und der Plattenepithelhyperplasie stellte die differenzierte VIN jedoch auch
hier die kleinste Gruppe dar. Eine Differenzierung zur klassischen VIN scheint Uber die p16-
Immunhistochemie maéglich zu sein [166].

Aus dem Bereich des Anus sowie der Vagina standen in der vorliegenden Arbeit lediglich
kondylomatdse und intraepitheliale Lasionen zur Verfigung. In den analen Gewebeproben
wurden ohne Ausnahme HP-Viren gefunden. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von Lu et
al. [101]. Dort waren insgesamt 29 Plattenepithelkarzinome aus dem Bereich des
Anorektums untersucht worden. Auch andere Studien, welche Lasionen dieser Region auf
ihren HPV-Status hin getestet haben, fanden hohe Infektionsraten [100, 102]. Schon zur
Hausen verglich daher die Rolle der HP-Viren im Anal- und Perianalbereich mit derjenigen
der Zervikalregion [81]. Da beide Gebiete eine Transformationszone mit dem Ubergang von
Zylinder- in Plattenepithel aufweisen, liegt ein Zusammenhang in Form einer erhdhten
Anfalligkeit gegenuber HP-Viren nahe.

Die vaginalen Befunde dieser Arbeit waren ebenfalls zum GroBteil, d.h. in 86,7 % der Falle,
HPV-positiv (Tab. 3.12). Fir diesen Bereich des weiblichen Genitaltrakts gibt es nur wenige
Studien [103, 167]. Im Falle der invasiven Lasionen lag die Rate der HPV-positiven Lasionen
bei beiden Arbeiten relativ niedrig (55,6 % bei lkenberg, 60 % in der Studie von Daling).
Daling et al. untersuchten jedoch auch Patientinnen mit einem Carcinoma in situ der Vagina.
80 % dieser Befunde waren HPV-positiv, ein Anteil, der mit den Ergebnissen unserer Arbeit
vergleichbar ist. HP-Viren scheinen demnach in der Pathogenese von Lasionen der Vagina
eine intermedidre Bedeutung einzunehmen, welche zwischen derjenigen fir Vulva- und
Zervixlasionen liegt.

Es ist weiterhin zu bedenken, dass die hohe Anzahl HPV-positiver Befunde im Anal- und
Vaginalbereich in der vorliegenden Arbeit durch die Tatsache bedingt sein kdnnte, dass von
den 37 analen und vaginalen Lé&sionen, die auf ihren HPV-Status untersucht werden
konnten, 33 entweder multizentrisch waren oder metachrone L&sionen bestanden. Drei der
vier restlichen Befunde waren dartber hinaus multifokal. Wahrend die vaginalen Befunde
zum GroBteil Indexlasionen von multizentrischen Fallen darstellten (13 von 15 Lasionen), traf

das bei den Analbefunden nur in acht von 23 Féllen zu. 12 anale Lasionen waren dafir Teil
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eines metachronen Krankheitsgeschehens. Es sind demnach weitere Studien erforderlich,
um die Rolle von HP-Viren in der Pathogenese von Vaginal- und Anal- bzw.

Perianalkarzinomen genauer zu definieren.

4.4.2 HPV-Subtypisierung

In Lasionen des Zervikalbereichs kénnen neben HPV 16, der in ungefahr 50-55 % aller HPV-
positiven Falle gefunden wird, zu einem betréchtlichen AusmaB auch andere Subtypen
nachgewiesen werden [92, 162].

Im Gegensatz dazu spielen andere Typen neben HPV 16 im Bereich der Vulva sowie der
Analregion nur eine geringe Rolle [11, 13, 15, 67, 70, 72]. Vor allem an der Vulva bedarf es
anscheinend einer Infektion durch einen HPV-Typen mit besonders hoher onkogener
Potenz, damit es zu einer Transformation der Epithelzellen kommen kann.

Die beschriebene Verteilung der Subtypen in den verschiedenen Bereichen des weiblichen
unteren Genitaltrakts zeigte sich auch in der vorliegenden Arbeit. Die zervikalen HPV-
positiven Befunde waren lediglich zu 31,8 % von HPV 16 infiziert. In 22,7 % der Falle lieB
sich HPV 33 nachweisen, in den restlichen Gewebeproben unbekanntere HPV-Typen. An
der Vulva und im analen Bereich lag eine Infektion mit HPV 16 dagegen bei 77,9 % bzw.
77,3 % der HPV-positiven Lasionen vor. Entsprechend selten wurden andere HPV-Subtypen
gefunden (Tab. 3.12). Die in diesem Punkt fir die Lasionen der Vagina gefundenen Werte
(61,5 % der HPV-positiven Falle enthielten HPV 16 DNA) lagen wiederum zwischen
denjenigen von Zervix und Vulva.

Teilte man die in dieser Arbeit detektierten HPV-Subtypen entsprechend der Arbeit von
Castle et al. in bestimmte phylogenetische Gruppen ein [168], fand man als mit Abstand
gréBte Gruppe in allen Bereichen des unteren Genitaltrakis die HP-Viren der Spezies
a9/a11. Zu ihnen zahlten folgende HPV-Typen: 16, 31, 33, 52, 58, 67. Den zweith6chsten
Anteil hatten HP-Viren der Spezies a1/a8/a10, welche mit den Typen 6, 11 und 42 als nicht-
karzinogen eingestuft werden. Es folgten in absteigender GrdBe die Gruppen a7 (HPV
18,59), a6 (HPV 53, 56, 66), a3/15 (HPV 61, 72) und a5 (HPV 51). In den Proben aus Zervix
und Vagina waren die Viren der Gruppe a9/a11 mit 72% respektive 71,4 % verhaltnismaBig
geringer vertreten als an Vulva (90,5 %) und Anus (95,5 %). Der Anteil der Infektionen mit
nicht-karzinogenen Viren war in etwa gleich hoch wie bei Castle. Ein Unterschied bestand in
der Tatsache, dass im Gegensatz zu Castle in keiner einzigen der von uns untersuchten
vaginalen Lasionen HPV-Typen der Gruppe a3/a15 entdeckt werden konnten. Man muss
hierbei jedoch die geringe Anzahl vaginaler Proben berlcksichtigen, welche in der Arbeit von
Castle eine weitaus bedeutendere Rolle spielten.



69 4 DISKUSSION

4.4.3 Zusammenhang HPV-induzierter Lasionen mit klinischen Parametern

Es wurde bereits mehrfach beschrieben, dass Frauen mit HPV-positiven Befunden ein
durchschnittlich jingeres Lebensalter aufweisen als Frauen, in deren Lasionen sich keine
HP-Viren nachweisen lassen [6, 16-18]. Dies bestatigte sich in der vorliegenden Arbeit zum
einen indirekt bei der Untersuchung der Einzelkollektive (s.0.). Aber auch im direkten
Vergleich des Durchschnittsalters der entsprechenden Patientinnen fand sich ein
Altersunterschied von mehr als 15 Jahren. Der Anteil der HPV-positiven Befunde sank
demgemdaB mit zunehmendem Patientenalter (Tab. 3.16). Im Hinblick auf die kirzlich
eingefuhrten HPV-Impfungen wird durch diese Beobachtungen erneut die Wichtigkeit der
friihzeitigen Durchfuhrung einer solchen Impfung unterstrichen.

Ebenfalls von Bedeutung fir den praventiven Bereich ist die Rolle des Zigarettenkonsums
als Risikofaktor fur HPV-assoziierte L&sionen (s.0.), welche sich in unseren
Untersuchungsergebnissen erneut bestatigte (Tab. 3.17). Theoretisch kénnte die hohe Zahl
der Raucherinnen unter den Frauen mit HPV-positiven Lasionen auch auf das jungere Alter
in dieser Gruppe zurlickgefihrt werden. Wir untersuchten daher zusatzlich den
Zusammenhang zwischen Alter und Zigarettenkonsum der Frauen. Insgesamt war der Anteil
der Raucherinnen im untersuchten Patientinnenkollektiv mit 72,1 % (80 von 111 Frauen)
relativ hoch und lag (ber dem deutschen Durchschnitt von 51,3 % [169]. Ahnlich den
Berichten des Robert Koch-Institutes rauchten jenseits des 60. Lebensjahres nur noch
wenige Frauen, jedoch war der Anteil der Raucherinnen zuvor gleich bleibend hoch (Tab.
3.7). Das Alter hatte somit keinen wesentlichen Einfluss auf den festgestellten
Zusammenhang zwischen Zigarettenkonsum und HPV-Status. Neben der frihzeitigen
Applikation der HPV-Impfung ist es demnach von zentraler Bedeutung, jungen Frauen den
Zigarettenkonsum als zusétzlichen Risikofaktor fir die Entstehung HPV-assoziierter
Lasionen bewusst zu machen.

Zwei weitere Parameter - die Einnahme von Hormonpréaparaten (Hormonersatztherapie,
Antibaby-Pille) und der Paritét-Status - wurden in der vorliegenden Arbeit auf ihre
Eigenschaft als potentielle Risikofaktoren fur HPV-assoziierte Krankheitsbilder im Bereich
des unteren weiblichen Genitaltrakts hin untersucht. Beschrankt auf Neoplasien der Vulva
gibt es bisher nur wenige Studien, die sich mit diesen Punkten beschéaftigt haben. Zwei
schon etwas langer zurlickliegende Arbeiten von Brinton und Sherman ergaben 1990 bzw.
1994 keinen Zusammenhang zwischen reproduktiven Faktoren und Karzinomen der Vulva
[62, 170].

Far den Bereich der Zervix gibt es dagegen viele Arbeiten, die die Bedeutung von Paritat und
oralen Kontrazeptiva genauer untersucht haben. Die International Agency for Research on
Cancer fhrte in ihrem Bericht von 2005 eine hohe Paritat (> 3 Geburten) explizit als Kofaktor
in der Entstehung HPV-assoziierter Neoplasien auf. Die meisten hierzu erschienenen
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Studien stimmten mit dieser Aussage Uberein [95, 96, 98, 171]. Schiffman et al. konnten
unabhéngig von dem HPV-Status einen Zusammenhang zwischen hoher Paritdt und
prainvasiven zervikalen Befunden feststellen [172]. Es gab jedoch auch Studien, in denen
der Zusammenhang weniger deutlich ausfiel [97, 173]. Bauer et al. fanden sogar Hinweise
auf ein erhéhtes HPV-Infektions-Risiko fir Nullipara. Wichtig ist, dass den Endpunkt dieser
Studie, im Unterschied zu den anderen Arbeiten, nicht die Entwicklung einer intraepithelialen
oder invasiven Neoplasie, sondern lediglich die HPV-Infektion darstellte [99].

Beziglich der Bedeutung oraler Kontrazeptiva bei der Tumorentstehung im Zervikalereich
sind die Studienergebnisse weitaus uneinheitlicher. Bereits 2001 berichteten La Veccia et al.
Uber ein erhdhtes Risiko der Entwicklung eines Zervixkarzinoms bei HPV-positiven Frauen,
welche orale Kontrazeptiva einnahmen [174]. Entsprechend fanden Moreno et al. 2002 ein
deutlich erhdhtes Zervixkarzinomrisiko bei Patientinnen, die langer als funf Jahre orale
Kontrazeptiva eingenommen hatten [175]. Die Ubrigen, zum gréBten Teil im Vorhinein
aufgefuhrten Studien konnten dagegen keinen oder nur einen sehr geringen Zusammenhang
feststellen [97, 171-173, 176]. Daling et al. beschrieben lediglich eine gewisse Bedeutung
der Einnahme oraler Kontrazeptiva in der Entwicklung invasiver Tumoren im Zervikalbereich,
wenn der Konsum zu einem kritischen Zeitpunkt (< oder = 17 Jahre) begonnen hatte [177].

In der vorliegenden Arbeit fand, was Hormoneinnahme und Paritat betrifft, kein Vergleich mit
einer Kontrollgruppe, d.h. Frauen ohne Neoplasien im Bereich des unteren weiblichen
Genitaltrakts, statt. Es konnte daher auf die Bedeutung von Paritdt und Einnahme oraler
Kontrazeptiva (respektive hormoneller Ersatzpraparate) bei der Tumorentstehung in diesem
Bereich nicht eingegangen werden. Es wurde allein der Zusammenhang zu HPV-Infektionen
untersucht. Es konnte jedoch keine nennenswerte Assoziation festgestellt werden.

4.5 Biomarker ll, p16™*>-Immunhistochemie
4.5.1 Studienlage

Zentrales Ziel dieser Studie war die Untersuchung des Kinase-Inhibitors p16™“? hinsichtlich
seiner Eignung als Marker fiir HPV-positive Lasionen des weiblichen unteren Genitaltrakts.
Fir den Zervikalbereich ist der Nachweis einer solchen Eignung bereits mehrfach erbracht
worden [139, 140, 143, 146, 147, 150]. Darlber hinaus sind Studien erschienen, welche,
zum Teil zusétzlich zur HPV-Testung, den p16-Status isoliert in den jeweiligen zervikalen
Befunden untersuchten [142, 144, 148, 149]. Erneut erwies sich die p16-Farbung als
hilfreiches Werkzeug in der Diagnostik préaneoplastischer wie auch invasiver Lasionen. Die
Studien von Agoff und Murphy bestatigten zusatzlich die positive Korrelation zwischen p16-
und HPV-Status. Besonders Volgareva et al. betonten aber, dass durchaus p16-negative
hochgradige Lasionen vorkommen und man sich nicht allein auf die p16-Testung als Marker
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invasiver Lasionen verlassen durfe. In ihrer, wie auch in der Arbeit von Klaes, war jedoch auf
die HPV-Testung und entsprechende Korrelation verzichtet worden. Die p16-negativen
Befunde kénnten somit durchaus HPV-negativen Proben entsprochen haben.

Die p16-Expression und die Korrelation mit dem HPV-Status wurden flr Lasionen der Vulva
ebenfalls in einigen Studien untersucht, deren Anzahl jedoch weit unter derjenigen der
Studien den Zerivikalbereich betreffend liegt [8, 23, 71, 157]. Auf Grund des gewichtigen
Anteils HPV-negativer Lé&sionen der Vulva war es darlber hinaus von Interesse zu
untersuchen, inwieweit der p16-Status ungeachtet des HPV-Status mit dem Schweregrad
vulvdrer Befunde korreliert. Die meisten Studien zur p16-Immunhistochemie im Vulva-
Bereich haben sich auch mit diesem Punkt beschaftigt. Van der Avoort et al. zeigten einen
mit dem La&sionsgrad ansteigenden Prozentsatz pi16-positiver Befunde bis hin zu den
drittgradigen VIN. Der Anteil positiver invasiver Lasionen war gering. Bei Rufforny et al.
erstreckte sich die positive Korrelation auch auf die Vulvakarzinome, deren Anzahl jedoch
mit vier Féllen sehr beschrénkt war. Im Unterschied zu den beiden anderen Studien
differenzierten Riethdorf und Santos die invasiven L&sionen nach morphologischen Kriterien
in keratinisierende, basaloide sowie warzige Formen. Sie fanden bei den keratinisierende
Karzinomen selten bzw. in keinem Fall eine p16-Uberexpression. Demgegeniiber wurden die
anderen beiden Entitdten durchweg p16-positiv getestet. Neben den invasiven Lasionen
untersuchten Santos et al. drittgradige intraepitheliale Befunde (100 % diffus p16-positiv) und
benigne Lé&sionen (keine diffuse Farbung). Riethdorf schloss zusatzlich Falle erst- und
zweitgradiger VIN mit ein, welche jeweils nur ein heterogenes Farbemuster zeigten. Eine
weitere von Santos durchgeflihrte Arbeit beschrankte die Untersuchungen auf invasive
Karzinome sowie die Gegenlberstellung von HPV- und p16-Status [156].

Alle Studien konnten schlieBlich einen Zusammenhang zwischen p16-Expression und HPV-
Status aufzeigen. So wiesen Riethdorf et al in 90 % der Félle mit diffuser p16-Farbung HPV-
16 nach, was einer deutlich signifikanten Korrelation entsprach (p<0,001) [71]. Bei Rufforny
wurde eine HPV-Infektion in den diffus p16-positiven Befunden etwas seltener, d.h. in 23 von
28 Proben gefunden (82,1 %) [157]. Es ist dabei zu berlcksichtigen, dass in beiden Studien
auBer HPV 16 kein anderer HPV-Typ bestimmt wurde, der Anteil p16-positiver Befunde mit
zu Grunde liegender HPV-Infektion somit eher noch unterschatzt wurde. Die Methoden,
mittels derer HP-Viren detektiert wurden, waren unterschiedlich. Riethdorf testete das
Vorliegen von HPV 16 E6/E7-Transkripten durch RNA/RNA-in-situ-Hybridisierung, wahrend
bei Rufforny HPV 16 mit Hilfe einer RT-PCR nachgewiesen wurde.

Umgekehrt betrachtet, also auf die Frage, wie gut HPV-positive Befunde durch eine p16-
positive Farbung auffielen, lieferten die Studien folgende Ergebnisse: Bei Riethdorf waren
94,5 % der Lasionen, in denen HPV 16 E6/E7 mRNA nachgewiesen wurde, auch diffus p16-
positiv. Drei dieser insgesamt 55 L&sionen blieben p16-negativ bzw. zeigten eine lediglich
heterogene Anfarbung. In der Arbeit von Rufforny zeigten 95,8 % der HPV-positiven Proben
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eine diffuse p16-Uberexpression. Eine HPV-infizierte Probe wies keine p16-Farbung auf. Als
maogliche Erklarung postulierten die Autoren die, von Tam et al. 1994 beschriebene, je nach
Zellzyklusphase unterschiedliche p16-Konzentration. Letztere sinkt demgemaB in der GO-
sowie frihen G1-Phase auf einen Tiefpunkt und erreicht einen Gipfel in der S-Phase [135].
Alle genannten Studien wurden durch verschieden Faktoren (geringe Fallzahlen bzw.
niedriger Anteil invasiver L&sionen, eingeschrankte HPV-Typen-Auswahl) in ihrer
Aussagekraft begrenzt, so dass die vorliegende Arbeit vor allem die zuséatzliche Bestatigung,
aber auch Ausweitung der bisher gefundenen Erkenntnisse zum Ziel hatte.

4.5.2 p16-Immunhistochemie in der vorliegenden Arbeit

177 Gewebeproben konnten mittels p16-Immunhistochemie getestet werden, die Ergebnisse
stiitzen diejenigen der bisherigen Studien. Ahnlich wie bei Van der Avoort stieg der Anteil
p16-positiver Proben in Korrelation mit dem L&sionsgrad an und war bei den invasiven
Befunden ricklaufig, jedoch in geringerem AusmalB. Im zweiten Kollektiv waren die p16-
positiven Karzinome anteilig sogar nahezu auf gleicher Hohe mit den drittgradigen
intraepithelialen L&asionen (Tab. 3.18, 3.19).

Ein Vergleich zwischen p16- und HPV-Status war in 168 Gewebeproben durchgeflhrt
worden. Es ergab sich folgende Korrelation (Tab. 3.24): Von 130 high risk-HPV-positiven
Proben zeigten 110 eine diffuse p16-Farbung (84,6 %). Demgegeniber war bei 29 % der
HPV-negativen bzw. low risk-HPV-infizierten L&sionen eine p16-Uberexpression
nachweisbar.

Trotz eines positiven high risk-HPV-Nachweises wurde in 24 Proben keine entsprechende,
diffuse p16-Farbung gefunden. Fir diese divergenten Befunde hinsichtlich des p16- und
HPV-Status gibt es verschiedene Erklarungen. Eine Infektion mit einem low risk-HP-Virus
geht erwartungsgeman in den meisten Féllen mit einem negativen p16-Status einher, da das
E7-Protein der low risk-HP-Viren eine geringere Affinitdt zum Rb-Protein hat [178, 179].
DemgemaB kommt es nicht zur Inaktivierung des Rb-Proteins und die Uberexpression von
p16 bleibt aus. DarlUber hinaus spielt bei high risk-HPV-infizierten L&sionen auch der
Lasionsgrad eine bedeutende Rolle. So stieg in der vorliegenden Arbeit die Korrelation
zwischen den beiden Parametern bis zu den drittigradigen Befunden kontinuierlich an. Im
Bereich der invasiven Lasionen war sie jedoch wieder niedriger. Drei der 15 high risk-HPV-
positiven Karzinome waren p16-negativ (20 %; Tab. 3.25). Eine mogliche Deutung ware,
dass die normalen Rickkopplungen und Regulationsmechanismen des Zellzyklus in einem
Teil der invasiven Lasionen nicht mehr funktionieren und es in Folge nicht mehr zu einer
Uberexpression von p16 kommen kann. Ein weiteres Erklarungsmodell stellt die HPV-
Infektion als unbeteiligten Nebenbefund dar. In diesem Fall spielen die HP-Viren keine
kausale Rolle, es handelt sich um eine Bystander-Infektion, bei der es zu keiner E6/E7-
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Onkogenexpression kommt. Diese Konstellation ist bereits fir Kopf- und Halskarzinome
beschrieben worden [108, 109]. Im Gegenzug fanden Wiest et al. p53-Mutationen. Eine
Differenzierung zu HPV-induzierten Karzinomen erfolgte Uber die p16-Immunhistochemie,
durch welche eine Uberexpression der HPV-Onkogene detektiert wurde.

Eine zentrale Bedeutung bei der Entstehung differenter Ergebnisse in der p16- und HPV-
Testung hatte in dieser Arbeit die Qualitdt des Probenmaterials. Bei fast der Haélfte der
entsprechenden Gewebeproben war auf dem p16-Schnitt nur oder zum gréBten Teil
Normalgewebe vorhanden. Andere Befunde waren horizontal angeschnitten, das
Oberflachenepithel fehlte oder der Schnitt war in der Struktur an sich zerstért. Die genannten
Punkte wurden Uberwiegend darauf zurlckgeflhrt, dass die verwendeten Paraffinblécke
bereits mehrfach verwendet worden waren. Das zur Verfligung stehende Gewebe hatte
demnach teilweise einen sehr geringen Umfang. Es ist zu vermuten, dass sich die
Korrelation zwischen HPV- und p16-Status noch steigern lieBe, wenn man nach der
Gewinnung des Materials direkt die p16-Schnitte herstellen kénnte.

4.5.3 Interobservervarianz

Einige der Studien, die sich mit der p16™<*-Expression in zervikalen Lasionen beschéftigt
haben, stellten auch Untersuchungen hinsichtlich der Interobservervarianz an [142, 148].
Agoff et al. zeigten eine hohe interindividuelle Reproduzierbarkeit der Beurteilung von
Gewebeproben hinsichtlich des p16-Status auf. Demgegentber stellten Klaes et al.
zusatzlich einen Rulckgang der Interobservervarianz in der Schweregradeinteilung
intraepithelialer Lasionen durch die Anwendung dieses Biomarkers fest.

Fir den Bereich der Vulva gibt es bezlglich der Interobservervarianz noch keine
wegweisenden Untersuchungen. In der vorliegenden Arbeit wurde zwar kein Vergleich der

Beurteilungsvarianz HE-gefarbter versus p16™

-gefarbter Proben angestellt. Die
Untersuchung der interindividuellen Reproduzierbarkeit der Beurteilung des p16-Status
ergab jedoch eine sehr gute Ubereinstimmungsrate von 93,0 % fiir alle immunhistochemisch
geféarbten Schnitte. Sie war bei den p16-positiven Féllen wesentlich hdher als bei den

negativen Proben (98,3 % versus 77,5 %, Tab. 3.26, 3.27).
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5 SCHLUSSFOLGERUNGEN

Die Lasionen des Vulvabereiches bieten sowohl morphologisch als auch in ihrem
Entstehungsmechanismus ein heterogenes Bild. In der vorliegenden Arbeit konnte anhand
zweier Kollektive gezeigt werden, dass sich diesen verschiedenen Entitadten der
Vulvalasionen Patientengruppen mit bestimmten Eigenschaften zuordnen lassen. Auf der
einen Seite stehen Patientinnen mit multizentrischen oder metachronen Befunden, welche
durchschnittlich 10 Jahre jlinger als die Frauen des Vergleichskollektivs sind und deren
Lasionen eine deutliche Assoziation mit einer groBen Anzahl verschiedener high risk-HPV-
Typen aufweisen. Der Anteil dieser Patientinnengruppe am Gesamtkollektiv der Frauen mit
Lasionen des unteren weiblichen Genitaltrakts ist mittlerweile sehr hoch und insbesondere in
dieser Population scheint eine wichtige Ansatzstelle fir praventive MaBnahmen gegeben zu
sein. Auf der anderen Seite finden sich Patientinnen mit solitdren, allenfalls multifokalen
Befunden, welche nur in einem geringen AusmaB HPV-infiziert sind. Diese Frauen haben ein
héheres Durchschnittsalter und sind zahlenmaBig geringer vertreten als die Patientinnen mit
multizentrischen bzw. metachronen Befunden, wobei ein potentieller Screeningbias
(intensivere Vorsorgeprogramme bei metachronen Befunden) nicht zu vernachlassigen ist.
Die bei ihnen nachgewiesenen HP-Viren sind typischerweise hochpotent.

6INK4a als

Darlber hinaus unterstreicht die vorliegende Arbeit erneut das Potential von p1
Biomarker fur HPV-assoziierte intraepitheliale wie invasive Lasionen im Bereich der Vulva. In
der alltdglichen Praxis konnte die p16-Immunhistochemie damit ein ergdnzendes Werkzeug
in der Diagnostik entsprechender Befunde darstellen. Auf Grund der recht einfachen
Durchfihrung der Farbung und der geringen Interobservervarianz kénnte sie flachendeckend
eingesetzt werden, ohne dass man auf speziell darauf ausgerichtete Labore angewiesen

ware. Zusatzlich ergaben sich Hinweise, dass p16™2

auch bei Lasionen der Vaginal- und
Analregion einen entscheidenden Beitrag zur Diagnosestellung leisten kénnte. Insgesamt
sind jedoch weiterhin gréBer angelegte Untersuchungen erforderlich, um den Nutzen von
p1
hinlanglich beurteilen zu kénnen.

6™"@ als Biomarker fiir den Bereich der Vulva und des Ubrigen unteren Genitaltrakts

Letzendlich bleiben die multizentrischen Lasionen des unteren Genitaltrakis eine
Herausforderung fir den betreuenden Arzt. Auf Grund hoher Rezidivraten sind sie nur
schwer zu beherrschen, gleichzeitig ist das Progressionspotential schwer vorherzusagen.
Unklar bleibt weiterhin, inwieweit ein tatsachlicher Anstieg der intraepithelialen Lasionen zu
verzeichnen ist oder sich lediglich intensivierte Vorsorgeprogramme auf die Diagnoserate

auswirken.
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