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Zusammenfassung

Mit den heutigen Therapiemdglichkeiten HIV-infizierter Patienten treten neue HIV-
assoziierte Krankheiten zunehmend in den Focus. Hierzu gehort das Analkarzinom,
welches bei besagtem Kollektiv bis zu 100-mal haufiger auftritt als bei Gesunden.

In dieser Arbeit wurde die anale Chromoendoskopie mit gastroenterologischen
Endoskopen als neue Methode zur Fritherkennung von Vorlduferldsionen des
Analkarzinoms untersucht. Hierbei wurde Lugol’sche Losung mit ihrer Eigenschaft,
normale Analhaut zu farben und somit nicht farbannehmende Dysplasien sichtbar zu
machen, genutzt. Diese Methode ist, verglichen mit der sonst géngigen, aber nur auf
wenige hochspezialisierte Zentren beschrinkten hochauflosenden Anoskopie mittels
Kolposkop, potentiell flichendeckend verfiigbar.

211 HIV-positive Patienten wurden mittels analer Chromoendoskopie auf pramaligne
Liasionen untersucht. Hierbei erreichten wir bei der Detektion analer Dysplasien eine
Sensitivitit von 75 — 100%, abhingig vom Schweregrad der Lision und dem
Erfahrungsstand des Untersuchers. Die Unterscheidung zwischen benignen und (préa-)
malignen Lésionen gelang weniger gut, die Spezifitidt lag bei 38 — 48 %, ebenfalls
abhingig vom Stadium und der Erfahrung des Untersuchers.

Die Sensitivitét stieg mit zunehmender Erfahrung der Untersucher. Der positive pradiktive
Wert blieb trotz zunehmender Erfahrung um 0.5, wohingegen der negative pradiktive Wert
mit zunehmender Erfahrung von 0.87 auf 1.0 stieg.

Ferner konnten wir feststellen, dass der endoskopische Eindruck, eine CD4-Zellzahl
<500/ul, eine pathologische Analzytologie sowie eine Infektion mit den HPV-Subtypen
11, 16, 18, 45 und 66 positive Priadiktoren fiir das Vorliegen einer analen Dysplasie waren.
Fiir die anderen Faktoren (Alter, Geschlecht, Transmissionsweg, HI-Viruslast) konnte kein
statistisch relevanter Einfluss auf den Dysplasiestatus festgestellt werden.

Die vorliegende Studie konnte nachweisen, dass die anale Chromoendoskopie eine
effektive Methode zur Fritherkennung prdmaligner Lisionen ist und eine vergleichbare
Sensitivitit und Spezifitdt zur bislang gangigen hochauflésenden Anoskopie aufweist. Ein
Selektionsbias (zum Teil hospitalisierte Patienten) und unterschiedliche Erfahrungsstinde
der Untersucher schrinken die Aussagekraft ein, so dass Folgestudien wiinschenswert sind.
Ebenso fehlen vergleichende Studien. Auch die effektive Therapie der analen Dysplasien
bedarf weiterer Evaluation. Hier geben aktuell laufende Studien wie TECAIN Hoffnung

auf Klarung.



Summary

The effectiveness of modern antiretroviral therapy in HIV-infected patients has led to a
change in focus concerning HIV-associated diseases. One of these diseases is anal
carcinoma, which has a prevalence up to 100 times higher than in the HIV negative
population.

In this clinical trial we evaluated anal chromoendoscopy using gastroenterological
endoscopes as a new screening method for precancerous lesions of anal carcinoma. We
used iodine-potassium iodide solution with its propensity to dye normal anal tissue, thus
making dysplastic intrasquamous lesions visible. Compared to the usual method of high
resolution anoscopy, which is only performed in very few highly specialised centres, our
method could be performed comprehensively in any gastroenterological department.

211 patients were examined for precancerous lesions using anal chromoendoscopy.
Regarding the detection of anal dysplasia, we achieved a sensitivity of 75 — 100%,
depending on the severity of the lesion and the examiner’s individual level of expertise.
Differentiation of benign and precancerous lesions was less successful: we achieved a
specificity of 38 — 48 %, also depending on the severity of the lesion and the examiner’s
experience.

Sensitivity improved with the examiners’ increasing experience. The positive predictive
value remained at around 0.5 despite an increase in experience, whereas the negative
predictive value rose from 0.87 to 1.0.

Furthermore, we assessed that the endoscopic impression, CD4 cell count <500/pul,
pathological anal cytology and infection with the HPV subtypes 11, 16, 18, 45 and 66 were
positive predictors for anal dysplasia. Other criteria (age, sex, mode of transmission, HIV
load) showed no statistically relevant influence on the status of dysplasia.

In our study, anal chromoendoscopy proved an effective screening method for anal
dysplasia and showed sensitivity and specificity values similar to the commonly used high
resolution anoscopy. Selection bias (some of the test persons were in-house patients) and
the examiners’ varying levels of experience may have lowered the validity, so that follow-
up trials, including comparative studies, are needed. Our study did not address the
treatment of anal dysplasia. Ongoing trials such as TECAIN raise hopes of clarification in

this field.
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1 Einleitung

1.1 Die HIV-Erkrankung

1.1.1 Historisches

Die Erstbeschreibung des erworbenen Immundefektsyndroms (AIDS) geht auf das Jahr
1981 zuriick, als erstmals in kleinen Kollektiven homosexueller Manner und intravendser
(i.v.-) Drogennutzer, die eine Immunsuppression aufwiesen, Ausbriiche von Pneumocystis-
Pneumonien, mukosaler Candidiasis, Zytomegalievirus-Infektionen und Kaposi-Sarkomen
auftraten [17, 37, 62]. Als Ausléser wurde 1983 ecin Retrovirus identifiziert, das der
Familie der Humanen T-Zell-Leukdmie Viren (HTLV) untergeordnet und
Lymphadenopathy Associated Virus (LAV) genannt wurde [19]. 1986 folgte die
Umbenennung des Virus in Auman immunodeficiency virus (HIV) [22], als auch erstmals
in einer Ubersichtsarbeit die hiufigsten Transmissionswege iiber sexuelle Kontakte,
Bluttransfusion und i.v.-Drogenmissbrauch erkannt und zusammengefasst wurden [81,

143].

1.1.2 Epidemiologie

Seit ihrer Erstbeschreibung hat sich die HIV-Infektion pandemisch iiber die ganze Welt
ausgebreitet und inzwischen iiber 35 Millionen Menschenleben gefordert. 2015 starben
weltweit 1,1 Millionen Menschen an der Erkrankung. Ende 2015 waren weltweit
schatzungsweise 36,7 Millionen Menschen HIV-positiv. Die Zahl der Neuinfektionen

betrug 2015 2,1 Millionen [4].

Der wichtigste Transmissionsweg ist der Sexualkontakt. Die weltweit am stirksten
betroffene Region ist Subsahara-Afrika, wo regional Inzidenzen von 30% und

Neuinfektionsraten von 70% erreicht werden [112].

Fiir die Bundesrepublik Deutschland berichtete das Robert-Koch-Institut fiir das Jahr 2015
insgesamt 3674 gemeldete HIV-Neudiagnosen. Seit 2001 wird, abgesehen von einem
Riickgang zwischen 2009 und 2011, ein stetiger Anstieg der gemeldeten Neuinfektionen
beobachtet.
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Abb. 1: Gemeldete HIV-Neudiagnosen nach Geschlecht und Diagnosejahr (2001—2015) Diagnosejahr

Abbildung 1: Gemeldete HIV-Neudiagnosen nach Geschlecht und Diagnosejahr (2001-2015)
Quelle: RKI Epidemiologisches Bulletin Sept. 2016/Nr. 38

Nach wie vor besteht die groBte Gruppe an Neuinfizierten aus Ménnern, die Sex mit
Minnern haben (MSM). Die hdchsten Inzidenzraten liegen bei Ménnern im vierten
Lebensjahrzehnt (18,7 pro 100.000 Einwohnern, bezogen auf die Gesamtbevolkerung).
Wie in den Vorjahren liegen die Stddte Hamburg (Inzidenz 12,4 pro 100.000 Einwohner),
Berlin (10,9) und Bremen (8,2) an der Spitze. War in Berlin ab 2012 ein sprunghafter

Inzidenzanstieg auf 15,3 zu verzeichnen, ist dieser Trend seit 2014 riicklaufig.

Ein interessanter Aspekt ist, dass 2015 die Zahl der Neuinfektionen bei der Gruppe der
MSM riickléufig ist (n=1894, 43 Neudiagnosen weniger als im Vorjahr) und die Zahl der
heterosexuellen Transmission zunimmt (n=954, 184 (24%) Neudiagnosen mehr als 2014).
Von der letzten Gruppe waren 75% nicht deutscher Herkunft, der groBte Teil aus
Subsahara-Afrika gefolgt von Migranten aus Osteuropa. So zeichnet sich die

Bevolkerungsfluktuation zunehmend deutlich in der Epidemiologie des HIV ab [3].

1.1.3 Das HI-Virus

Es sind zwei HI-Virustypen bekannt, HIV-1 und HIV-2, von denen letzteres dem



Reservoir einer Spezies von Halbaffen wie Mangaben und Meerkatzen zugeordnet werden
konnte. HIV-1 ist der humanpathogene Subtyp. Es gilt inzwischen als gesichert, dass das
primdre Reservoir eine afrikanische Schimpansenspezies war [53]. Beim Menschen hat

sich die HIV-Erkrankung folglich als Zoonose manifestiert.

Das Humane Immundefizienzvirus ist ein zur Familie der Lentiviridae gehorendes
Retrovirus und besteht aus einem Nukleokapsid umgeben von einer Lipid-
Doppelmembran, an deren Oberfliche sich env-Glykoproteinkomplexe, bestehend aus
gpl20 und gp4l, befinden. Diese Oberflichenproteine macht man sich bei der
serologischen HIV-Testung zunutze. Weiterhin enthilt die Hiille verschiedene HLA-
Molekiile der Wirtszelle, die beim Virusaustritt (,,budding) in die Virushiille integriert

werden, sowie verschiedene Adhésionsproteine.

Die genetische Information in Form von zwei Kopien einzelstringiger RNA ist umgeben
von dem p24-Kapsid-Antigen (,,core-antigen*) und ist gebunden an das Nukleoprotien p7
und die Reverse Transkriptase p66. Daneben befinden sich im Inneren des Viruspartikels
spezifische Enzyme wie Protease pll und Integrase p32, welche das Virus zur

Vermehrung benotigt [71].
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des HIV-1
Quelle: [71]
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Nach Infektion ist der primédre Rezeptor fiir den Viruseintritt das Glykoprotein CD4,



welches sich auf 60% aller T-Lymphozyten sowie auf Monozyten, Makrophagen,
eosinophilen Granulozyten, dendritischen Zellen und Mikrogliazellen des zentralen
Nervensystems findet. HIV bindet iiber sein Hiillprotein gp120 an CD4 (,,attachment™),
woraus eine Reihe von Konformationsdnderungen in gpl20 und anderen viralen
Hiillproteinen resultiert, die schlieBlich zu Membranfusion und Viruseintritt fiihren.
Hierbei kommt den humanen Chemokininrezeptoren CXCR4 und CCRS5 groB3e Bedeutung
zu. Es werden HIV-Isolate mit T-Tropismus (Eintritt in T-Zellen {iber den Korezeptor
CXCR4) und M-Tropismus (Eintritt in Monozyten iiber den Korezeptor CCRS)
unterschieden. Bei der Transmission werden in der Regel M-trope Viren iibertragen. Ein
genetischer Defekt des CCRS, die sogenannte Delta-32-Deletion, zeigt Auswirkungen auf
den Verlauf der Erkrankung. So kann es bei heterozygoten Trigern zu einer sehr
langsamen Krankheitsprogression kommen. Im Falle einer Homozygotie kann sogar eine

Resistenz gegen M-trope HI-Viren vorliegen.

Nach der Membranfusion kommt es zur Freisetzung viraler RNA in das Zytoplasma der
Zielzelle (,,Uncoating*). Hierbei unterscheidet sich das Uncoating in einer ruhenden Zelle
(Synthese einer inkompletten DNA-Spezies, latente Infektion mit Bildung eines
therapeutisch schwer zuginglichen Virusreservoirs) von dem Uncoating in einer
aktivierten Zelle (Synthese proviraler DNA mit Integration in das Wirtsgenom und

konsekutiver Virusreplikation).

Die Umwandlung viraler RNA in provirale DNA geschieht mit Hilfe des viralen Enzyms
Reverse Transkriptase. Diese arbeitet mit einer hohen Fehlerquote, was zu einer hohen
Mutationsrate fiihrt. Hierdurch entstehen sowohl replikationsinkompetente als auch
verwandte, aber genetisch variable Virusspezies, die die Therapie erschweren konnen und

eine Resistenzentwicklung begiinstigen.

Die neu entstandene DNA wird in den Zellkern der Wirtszelle transportiert und mit Hilfe
des viralen Enzyms Integrase in das Wirtsgenom integriert. Im Zellkern erfolgt die
Transkription und Translation von HIV-Genen mit Synthese regulierender und
stimulierender Proteine. Hierbei entstehen Prakursormolekiile der Virushiille, die erst nach
Spaltung durch HIV-Protease aktiviert werden. Im Anschluss werden die aktivierten
Hiillproteine mit der neu transkribierten HIV-RNA entlang der Zellmembran zu neuen
Viruspartikeln zusammengefligt (,,assembly*), bevor es zur Ausknospung infektioser

Viruspartikel aus der Wirtszelle kommt (,,budding*) [71].



1.1.4 Natiirlicher Krankheitsverlauf der HI'V-Infektion

Charakteristisch fiir die HIV-Erkrankung ist neben einem fakultativen akuten HIV-
Infektionssyndrom, das kurze Zeit nach der Erstinfektion auftritt, maximal vier Wochen
andauert und mit unspezifischen, grippedhnlichen Symptomen einhergeht, eine
postinfektiose symptomfreie Latenzzeit, die Wochen bis Jahre dauern kann. Wihrend
dieser chronischen Phase kommt es zu einem allmihlichen Anstieg der Viruslast und
einem langsamen Abfall der CD4-T-Helferzellen mit konsekutiver Immundefizienz.
Wihrend dieser Phase konnen vermehrt Infektionen wie Soor, Herpes zoster und orale
Haarleukoplakie auftreten. Fillt die CD4-Helferzellzahl unter 200/ul (im Mittel 8 bis 10
Jahre nach Erstinfektion), konnen sich schwerwiegende opportunistische Infektionen und
HIV-assoziierte maligne Neoplasien manifestieren, die das acquired immune deficiency

syndrome (AIDS) definieren und unbehandelt zumeist zum Tod fithren [71].

1.1.5 Opportunistische Infektionen

Mit einer Haufigkeit von 45% bei primédrer AIDS-Manifestation in Deutschland ist die
Pneumocystis-jiroveci-Pneumonie die haufigste opportunistische Infektion (OI) [140]. Sie
ist gekennzeichnet durch eine schwere respiratorische Beeintrichtigung mit
charakteristischem radiologischen Befund (milchglasartige pulmonale Infiltrate mit
retikuldrer Zeichnungsvermehrung) bei uncharakteristischem, mildem
Auskultationsbefund. Die Krankenhausletalitdt wird bei 10,3—13,5% beziffert [43, 119,
149].

Schwere Verldaufe weisen, insbesondere bei notwendiger maschineller Beatmung, eine
Letalitdt von bis zu 30% auf [119]. Pradiktoren fiir einen schlechten Verlauf sind hoheres
Alter, erniedrigtes Hamoglobin bei stationdrer Aufnahme wund ein niedriger

Sauerstoffpartialdruck [149].

Die zerebrale Toxoplasmose tritt mit einer Pravalenz von ca. 10% der AIDS-definierenden
Infektionen als hdufigste neurologische OI in Erscheinung. Auslosendes Agens ist
Toxoplasma gondii, ein neuroaffiner einzelliger Parasit. Es wird geschétzt, dass ca. ein
Drittel der Weltbevolkerung infiziert ist, jedoch zumeist asymptomatisch bleibt. So ist die
Erkrankung bei Immuninkompetenten meistens eine Reaktivierung und weist neben

neurologischen Symptomen charakteristische zerebrale Herde auf, die Ausdruck der ZNS-
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Destruktion sind und nicht selten zu Residualsymptomen fiihren.

Bei der CMV-Infektion mit einer Durchseuchung der Normalbevolkerung von 50-70%
handelt es sich bei immunsupprimierten HIV-Infizierten ebenfalls um eine Reaktivierung.
Sie kann jedes Organ befallen. Die haufigsten Zielorgane sind Retina, ZNS, Lunge und

Gastrointestinaltrakt.

Weitere wichtige Ols sind Candidosen, HSV- und VZV-Infektionen, Kryptosporidiose und
die progressive multifokale Leukencephalopathie. Bei der Behandlung der HIV-Infektion
gilt es, neben der Wiederherstellung der Immunkompetenz Ols friihzeitig zu erkennen und

effektiv zu behandeln [71].

1.1.6 Malignome bei HIV

Die Malignome, die sich bei zumeist immuninkompetenten HIV-Kranken manifestieren,
sind vorwiegend virusassoziierte Krebsarten. Haufigste Neoplasie ist das Kaposi-Sarkom,
eine multifokale Sytemerkrankung, die mit dem Humanen Herpesvirus 8 (HHV-8)
assoziiert ist und mit kutanen oder intestinalen Tumoren einhergeht. Weiterhin ist bei HIV-
Infizierten die Inzidenz von Lymphomen, insbesondere aggressiver Non-Hodgkin-
Lymphomen (NHL) der B-Zellreihe erhoht. Dritthaufigstes HIV-assoziiertes Malignom ist
das Zervixkarzinom der Frau, welches sich aufgrund einer erhohten Privalenz und
Viruslast onkogener Subtypen des Humanen Papillomavirus (HPV) entwickelt [47, 65,
151] und trotz effektiver antiretroviraler Therapie (ART) keinen Riickgang der Inzidenz
zeigt [21, 36]. Alle oben aufgefiihrten Neoplasien werden zu den AIDS-definierenden

Malignomen gezihlt.

Die AIDS-definierenden Malignome treten aufgrund der in den letzten Jahren deutlich
verbesserten ART-Schemata mit langfristiger Stabilisierung der Immunkompetenz zuriick,
und es treten andere, nicht AIDS-definierende Malignome in den Vordergrund. Hierzu
zdhlen vor allem das Bronchial-Karzinom, das Hodgkin-Lymphom und das Analkarzinom.
Anzumerken ist hierbei, dass trotz gleichem Entstehungsweg tiber eine HPV-Infektion das
Zervixkarzinom als AIDS-definierend eingestuft wird, das Analkarzinom jedoch nicht

[71].



1.1.7 CDC-Klassifikation

Mit zunehmender Kenntnis iiber den Verlauf der HIV-Erkrankung und der
opportunistischen Infektionen verdffentlichten die Centers of Disease Control and
Prevention (CDC) 1986 ein Klassifikationssystem, das 1993 revidiert wurde und seitdem
zur klinischen Stadieneinteilung verwendet wird [1]. Hierbei wird eine Buchstaben-
Zahlen-Kombination mit Beriicksichtigung der infektassoziierten Krankheitszustinde (die
klinischen Kategorien A—C) und der wihrend des gesamten Krankheitsverlaufs niedrigsten

T-Helferzellzahl (die Laborkategorien 1-3) erstellt.

Klinische Kategorie
Laborkategorie (CD4- | A B C
Lymphozyten/pl) Asymptomatisch oder | Symptomatisch, AIDS-Stadium
akute HIV-Krankheit | aber nicht A oder C
1 (ab 500) Al Bl Cl
2 (200-499) A2 B2 C2
3 (<200) A3 B3 C3

Tabelle 1: CDC-Klassifikation der HIV-Infektion (1993 revidiert) [1]

Kategorie A umfasst Patienten, die abgesehen von dem Serokonversionssyndrom und einer
generalisierten Lymphadenopathie asymptomatisch sind. In die Kategorie B gehdren
Patienten, bei denen opportunistische Infektionen und andere Zustinde auftreten, die
jedoch nicht HIV-spezifisch sind. Hierzu gehoren oropharyngeale und vulvovaginale
Candida- sowie Herpes-zoster-Infektionen, Polyneuropathie und die Dysplasie der Cervix
uteri. Die Kategorie C entspricht dem AIDS-Stadium mit entsprechendem Auftreten
AlIDS-assoziierter — allgemeiner  Erkrankungen wie der  HIV-Encephalopathie,
opportunistischer Infektionen wie der Pneumocystis-jiroveci-Pneumonie, cerebraler
Toxoplasmose oder Kryptokokkose, systemischer Candidosen und CMV-Infektionen,
Mykobakteriosen sowie von HIV-assoziierten Malignomen wie dem mukokutanen Kaposi-

Sarkom und Non-Hodgkin-Lymphomen.

Neue Probleme bilden Koinfektionen (insbesondere chronische Infektionen durch das
Hepatitis-C- (HCV) und das Hepatitis-B-Virus (HBV)) und nicht HIV-assoziierte
Malignome (insbesondere das Hodgkin-Lymphom und Analkarzinome) [66]. Unabhingig

von ART und Immunstatus treten diese Entitdten bei HIV-Kranken mit einer hoheren



Progressions- bzw. Rezidivrate auf. So war bis zur Etablierung der hocheffektiven,
Proteaseinhibitor (PI)-basierten Hepatitis-C-Therapie bei HIV-HCV-Koinfizierten die
HCV-bedingte Leberzirrhose eine der hiufigsten Todesursachen [135].

1.1.8 Antiretrovirale Therapie

Von den anfinglichen Monotherapien mit der Einfiihrung des Zidovudin (AZT) 1987 und
nur bescheidenen Behandlungserfolgen hat sich die HIV-Behandlung bis zu den heutigen,
an die Resistenzlage der Viren angepassten, hocheffektiven Kombinationstherapien weit
entwickelt. Noch immer stellt die genetische Mutationsfreude des HIV das Hauptproblem
der Therapie dar und macht eine stringente, lebenslange Therapieadhdrenz mit

konsequenter Virussuppression notwendig.

Frithere Therapien mussten nach strengen Regimen mit festen Einnahmezeiten gefiihrt
werden und waren mit betrdchtlichen Nebenwirkungen verbunden. Mittlerweile stehen
diverse gut vertrdgliche Kombinationspraparate zur Verfiigung, von denen einige nur

einmal tiglich eingenommen werden miissen.

Eine konsequente Einnahme vorausgesetzt, ndhert sich die Lebenserwartung HIV-
Infizierter der von Gesunden [99]. Dennoch muss unter Therapie mit Nebenwirkungen und

Medikamenteninteraktionen gerechnet werden.

Es stehen momentan iiber 30 Medikamente zur Behandlung von HIV zur Verfiigung. Sie
teilen sich in fiinf Wirkstoftklassen mit unterschiedlichen Angriffspunkten auf den
Replikationszyklus des Virus auf: Hemmung des Viruseintritts in die Zielzelle und

Hemmung der drei Enzyme Reverse Transkriptase, Protease und Integrase.

Die aktuellen Empfehlungen der Deutsch-Osterreichischen AIDS-Gesellschaft sehen zur
Therapie eine Nukleosid-/Nukleotid-Zweifachkombination als sogenanntes ,,backbone-
treatment’ vor. Dazu sollten je nach Resistenzlage als Kombinationspartner ein oder zwei
Praparate aus den anderen Substanzklassen (Integraseinhibitoren, Nicht-Nukleosidische
Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NNRTTI), Proteaseinhibitoren) verabreicht werden. Da
in Deutschland bei ca. 10% aller HIV-Erstdiagnosen resistente Viren vorkommen [128],
sollte immer vor Theapiebeginn eine genotypische Resistenztestung durchgefiihrt werden

[2]. Ziel der ART ist eine dauerhafte Suppression der HI-Viruslast unter die



Nachweisgrenze der quantitativen Assays und ein Anstieg der CD4-positiven T-

Lymphozyten mit Wiedererlangung der Immunkompetenz.

Mit Veroffentlichung der START-Studie 2015 hat sich beziiglich des Therapiebeginns ein
Paradigmenwechsel vollzogen. Galt es bis dahin — insbesondere aufgrund ungenauer
Datenlage — bei asymptomatischen Patienten als gerechtfertigt, mit der ART zu warten, bis
die CD4-Zellen auf einen Wert unter 500/ul gefallen waren, wies diese wegweisende
Studie eine signifikante Reduktion der priméren Endpunkte (AIDS-assoziierte und schwere
nicht-AIDS-assoziierte Erkrankungen, Tod) bei sofortigem Therapiebeginn nach [139].
Seither wird nach Diagnosestellung einer HIV-Erkrankung ein ziigiger Therapiebeginn

empfohlen.

1.1.8.1 Nukleosidische bzw. Nukleotidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren

Diese Préparate waren die ersten Medikamente in der HIV-Therapie (Einfiihrung von AZT
1987). Sie konkurrieren mit physiologischen Nukleosiden und werden bei der Replikation
von der Reversen Transkriptase als ,,falsche Bausteine in die Virus-DNS eingebaut. Dies
fiihrt zu einem Abbruch der Replikation. Nukleosidische und Nukleotidische Reverse-
Transkriptase-Inhibitoren (NRTI) sind Prodrugs und werden nach Aufnahme in die
Zielzelle durch Phosphorylierung aktiviert. Sie bilden als Zweifachkombination das
Riickgrat (,,backbone*) der heutigen HIV-Therapie. Die Vertraglichkeit ist generell,
abgesehen von gastrointestinalen Nebenwirkungen, gut. An Langzeit-Nebenwirkungen
sind jedoch Myelotoxizitit, Laktatazidosen, Polyneuropathie und Pankreatitiden bis hin zu
renal-tubuldren Dysfunktionen mit progredienter Niereninsuffizienz sowie Abnahme der

Knochendichte zu beriicksichtigen [71].

Der heutzutage noch hiufig eingesetzte NRTI Abacavir kann bei entprechender
genetischer Pradisposition zu schweren Hypersensitivititsreaktionen fithren. Diese sind mit
dem HLA-Allel B*57:01 assoziiert, so dass eine Testung vor Einsatz dieses Medikaments

obligat ist [90].

1.1.8.2 Protease-Inhibitoren

Die molekulare Struktur der HIV-Protease wurde Anfang der 1990er entschliisselt und
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infolgedessen eine Substanzklasse entwickelt, die dieses Enzym hemmt. Somit kann das
bei der Transkription entstehende Makromolekiil, aus dem verschiedene Hiillproteine

hervorgehen, nicht gespalten werden, und es entstehen nicht-infektiose Viruspartikel.

Als die ersten PIs Mitte der 1990er Jahre zugelassen wurden, war von einer Revolution der
ART die Rede. Jedoch ist die Therapie mit PIs mit Einschrinkungen verbunden: Hohes
Nebenwirkungsprofil (Lipodystrophie, Dyslipiddmie, Herzrhythmusstdrungen), hohe
Einnahmefrequenz mit geringem Wirkspiegel und konsekutiver Resistenzentwicklung
sowie Medikamenteninteraktionen durch Abbau iiber das Cytochrom-P450-System
(Isoenzym CYP3A4), miissen bei der Vergabe bedacht werden. Seit Etablierung des
sogenannten ,,Boosterns” (Hemmung des Abbaus durch Kombination mit den stérksten
CYP3A4-Inhibitoren Ritonavir oder Cobicistat) werden trotz geringerer Einnahmefrequenz
hohe PI-Wirkspiegel erreicht, wodurch die Resistenzentwicklung giinstig beeinflusst, aber

auch das Interaktionspotential verstirkt wird [71].

1.1.8.3 Nicht-Nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren

NNRTIs wurden Mitte der 1990er Jahre eingefiihrt und hemmen die Virusreplikation
durch nicht-kompetitive Bindung an einen Bereich der Reversen Transkriptase nahe der
Nukleosid-Bindungsstelle, wodurch die Bindungskapazitit deutlich reduziert wird.
NNRTIs haben sich insbesondere aufgrund ihres giinstigen Nebenwirkungsprofils und
ihrer langen Halbwertszeit mit nur ein- oder zweimal tiglicher Verabreichung als
Alternative zu den Pls etabliert, bergen aber Nachteile: Resistenzen gegen die gesamte
Klasse konnen sehr schnell auftreten [24, 144]. Es stehen drei Substanzen mit
grundverschiedenen Zulassungen und Nebenwirkungen zur Verfiigung. Sie werden iiber
das Cytochrom-P450-System hepatisch und gastrointestinal eliminiert, was zu

Medikamenteninteraktionen und entsprechenden Nebenwirkungen fiihren kann.

Nevirapin verursacht beispielsweise hédufig einen Hautausschlag oder/und eine
Leberwerterhohung, insbesondere bei Frauen mit niedrigem Korpergewicht oder
Therapienaiven mit hohen CD4-Zellzahlen. Efavirenz kann ZNS-Stérungen im Sinne von
Schwindel, Benommenheit oder lebhaften (Alp-)Trdumen verursachen. Desweiteren ist es
in der Schwangerschaft kontraindiziert. Etravirin ist nur zugelassen bei vorbehandelten

Patienten in Kombination mit einem geboosterten PI. Es wird in der Regel gut vertragen
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[78], kann aber wie Nevirapin zu einem Ausschlag oder aber selten zu einer schweren

toxischen epidermalen Nekrolyse fithren [71].

1.1.8.4 Integrase-Inhibitoren

Das HIV-eigene Enzym Integrase verbindet iiber mehrere Schritte die HIV-DNA mit der
Wirts-DNA. Nach Bindung an die DNA und Einschleusen in den Zellkern erfolgt der
sogenannte Strangtransfer, bei dem die HIV-DNA durch die Integrase irreversibel in das
Wirtsgenom eingebaut wird. Dieser Schritt wird durch die Integrase-Inhibitoren gehemmt.

Das erste Priparat, Raltegravir, wurde 2007 zugelassen.

Da es anscheinend kein humanes Enzym gibt, das der Integrase &hnelt, ist das
Nebenwirkungsspektrum  giinstig, allerdings ist die Datenlage hinsichtlich

Langzeittoxizitdt und klasseniibergreifenden Kreuzresistenzen unsicher.

Raltegravir, Elvitegravir und Dolutegravir sind die in Europa zugelassenen Priparate, die
sich alle in Vergleichs- und Nicht-Unterlegenheitsstudien bewahrt haben [40, 123, 131]
und fiir die Primértherapie zugelassen wurden (Elvitegravir nur als Kombinationspraparat)

[71].

1.1.8.5 Entry-Inhibitoren

Wie bereits beschrieben findet der Eintritt des HIV in die Wirtszelle {iber drei Schritte
statt: die Bindung an CD4 iiber das Hiillprotein gp120 (,,attachment®), die Bindung an
Korezeptoren CCRS5/CXCR4 und die Fusion mit der Wirtszelle. Diese drei Schritte konnen
durch verschiedene Substanzen unterbunden werden [71]. Da sich die Attachment-
Inhibitoren noch in der klinischen Erprobungsphase befinden, wird hier nicht ndher auf sie

eingegangen.

1.1.8.5.1 Korezeptor-Antagonisten

Die Korezeptoren CCRS5 und CXCR4 wurden Mitte der 1990er Jahre entdeckt [32]. Das

HI-Virus bendtigt einen dieser Rezeptoren flir den Eintritt in die Zielzelle, es gibt also
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CCRS5- oder CXCR4-trope HIV-Varianten.

Seit 2007 ist mit Maraviroc ein CCRS5-Antagonist auf dem Markt, der an den Rezeptor
bindet und eine strukturelle Verdnderung hervorruft, die die Bindung des Virusproteins an
den Rezeptor erschwert. Der Einsatz dieses Mittels setzt eine Infektion mit einem CCRS-
tropen Virus voraus und erfordert einen Tropismus-Test. Da bei 80-90% der HIV-
Infizierten ein CCRS-tropes Virus vorliegt, ist Maraviroc ein effektives Mittel zur
kombinierten Therapie. Allerdings korreliert der Rezeptor-Tropismus mit dem
Krankheitsstadium: In der Frithphase einer HIV-Infektion tiberwiegt der CCR5-Tropismus,
in der Spatphase der CXCR4-Tropismus. Folglich sollten Korezeptor-Antagonisten in der
Friihphase eingesetzt werden und gelten eher als Reservemittel. Problematisch ist zudem
unter Therapie eine mogliche Selektion mit einem Shift zu CXCR4-tropen Virusstimmen.
Jedoch konnte bislang trotz Vorliegen einer Mischpopulation kein Nachteil beziiglich der

HIV-Progression festgestellt werden [71].

1.1.8.5.2 Fusionsinhibitoren

T-20 ist seit 2003 als einzige Substanz dieser Klasse zugelassen. Nach der Bindung des
HIV an den CD4- und Korezeptor, kurz vor Eintritt des HIV in die Wirtszelle, kommt es
zu einer strukturellen Verdanderung des HIV-Membranproteins gp41, welche die Virushiille
und die Zellmembran zusammenfiihrt. An diese Intermedidrstruktur von gp41 bindet T-20

und inaktiviert das Protein. So wird der Viruseintritt verhindert.

Empfohlen wird die sehr teure, subkutan zu applizierende Substanz als Salvage-Therapie
bei fortgeschrittener Erkrankung und bei Vorliegen multiresistenter Virusstimme. Als
Nebenwirkungen kommen schwere lokale Hautreaktionen, vermehrtes Auftreten

bakterieller Pneumonien und Lymphadenopathien vor [71].

1.1.8.6 Zusammenfassung HIV-Therapie

Zusammenfassend stehen zur Therapie der HIV-Infektion eine Vielzahl von Substanzen
unterschiedlicher Klassen zur Verfligung, die im Zusammenhang mit Resistenz- und
Tropismustestung eine individuelle, maBgeschneiderte Therapie ermdglichen und die

Prognose HIV-infizierter Patienten erheblich verbessern. Dies setzt allerdings eine
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lebenslange Einnahme mit guter Therapieadhirenz voraus.

Substanz Wirkstoff Handelsname
NRTI: Nukleosidische Reverse Transkriptase-Inhibitoren

ABC Abacavir Ziagen"
AZT Zidovudin Retrovir”
d4T Stavudin Zerit”

ddI Didanosin Videx®™
FTC Emtricitabin Emtriva®
3TC Lamivudin Epivir”
TDF Tenofovir Disoproxil Viread”
TAF Tenofovir Alafenamid In Kombinationspraparaten
NNRTI: Nicht-Nukleosidische Reverse Transkriptase-Inhibitoren
EFV Efavirenz Sustiva®
NVP Nevirapin Viramune”
ETV Etravirine Intelence”
PI: Protease-Inhibitoren

ATV Atazanavir Reyataz"
DRV Darunavir Prezista”
FPV Fosamprenavir Telzir®
IDV Indinavir Crixivan®
LPV/r Lopinavir/Ritonavir Kaletra®
NLV Nelfinavir Viracept”
SQV Saquinavir Invirase”
TPV Tipranavir Aptivus®
RTV Ritonavir Norvir®
Entry-Inhibitoren

ENF, T-20 Enfuvirtid Fuzeon®
MRC Maraviroc Celsentri”
Integrase-Inhibitoren

RAL Raltegravir Isentress”
EVG Elvitegravir Vitekta®
DTG Dolutegravir Tivicay”

Tabelle 2: Zugelassene antiretrovirale Substanzen (Stand: 07.12.2016)
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1.2 Das Humane Papillomavirus
1.2.1 Allgemeines und Klassifikation

Das HPV ist ein doppelstriangiges, 52-55 nm grofles DNA-Virus mit einem aus circa 80
Basenpaaren bestehenden Genom. Bis heute wurden iiber 150 Subtypen genetisch
klassifiziert und phylogenetisch in a-, -, y-, u- und v-Typen unterteilt. HP-Viren sind
epitheliotrop. a-Typen, zu denen ca. 40 Subtypen gehoren, infizieren Schleimhéaute, -, y-,

p- und v-Typen vornehmlich Plattenepithel.

Anogenitale HPV werden gemill der WHO [International Agency for Research on Cancer
(IARC) aufgrund ihres onkogenen Potentials eingestuft [11]. Demnach gelten HPV 16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 und 59 als Hochrisiko- (HR-) Typen, von denen HPV16
das hochste onkogene Potential zu haben scheint [14, 79]. Diese Virus-Subtypen sind mit
der Entstehung von Analkarzinomen direkt assoziiert. HPV68 gilt als ,,wahrscheinlich
karzinogen“, HPV26, 30, 34, 53, 66, 67, 69, 70, 73, 82, 85, 97 als ,,moglicherweise
karzinogen®. Die restlichen Typen werden als Niedrig-Risiko- (low risk, LR-) Subtypen

eingeteilt und sind assoziiert mit der Entstehung von Condylomata acuminata [77, 155].

Abbildung 3: Elektronenmikroskopisches Bild von HPV

Quelle: Prof. Dr. rer. nat. Dr. h.c. Herbert Pfister, Institut fiir Virologie der Universititsklinik zu
Koln
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1.2.2 Historisches

Die ersten Publikationen zu HPV und seiner Assoziation zu Malignomen erschienen in den
1970er Jahren. 1971 beschrieben Oriel et al. einen Fall, der den Zusammenhang zwischen

HPV, Kondylomen und maligner Entartung herstellten [104].

Wegweisend war auf diesem Gebiet die Arbeit der freiburger Forschungsgruppe um
Harald zur Hausen. Zur Hausen wies erstmals die HPV-Subtypen 16 und 18 als
pathogenetischen Faktor in der Entstehung des Zervixkarzinoms nach ([38, 57].
Nachfolgende Studien seiner Arbeitsgruppe am Deutschen Krebsforschungszentrum
wiesen die Rolle der HPV-Onkogene E6 und E7 in der Karzinomentstehung nach [13,
148]. Die Entwicklung eines Impfstoffes gegen HPV, der seit 2006 zur Verfligung steht,
geht auf zur Hausens Arbeit zuriick. Seine Forschungstitigkeit wurde mit dem Erhalt des

Medizin-Nobelpreises 2008 gekront.

Analog zu den gynikologischen Malignomen erschienen in den spiten 1980er Jahren erste
Studienergebnisse zu HPV als Entstehungsfakor des Analkarzinoms [52, 152]. Somit
wurde erkannt, dass Zervixkarzinom und Analkarzinom &hnliche Entstehungswege und

Risikofaktoren besitzen [130].

1.2.3 Epidemiologie
1.2.3.1 Normalbevélkerung

Die Prévalenz anogenitaler HPV-Infektionen ist stark altersabhingig, regional
unterschiedlich und wird beeinflusst durch Geschlecht und sexuelle Vorlieben.
Erwartungsgemél steigt die Pridvalenz nach sexueller Initiation stark an. 2010 wurde die
bislang einzige deutsche iiberregionale Privalenzstudie zu HPV-Befall bei Frauen
zwischen 10 und 30 Jahren ver6ffentlicht und beschrieb Raten von 22,3% im
Gesamtkollektiv und 28,3% bei der Subgruppe mit der hochsten Priavalenz (20-22 Jahre)
[74]. Eine groB3 angelegte, regionale Studie (n=5022, Altersdurchschnitt 29,9 Jahre) kam
fiir den GroBraum Berlin zu dhnlichen Ergebnissen: Die HPV-Pravalenz betrug 19,7%,
5,2% aller Frauen waren mit dem HR-HPV-Typ 16 befallen [83]. Eine nordamerikanische
Studie wies bei jungen Frauen iiber den Beobachtungszeitraum von 3 Jahren eine

kumulative Inzidenz von 43% (95%-Konfidenzintervall 36-49%) nach [70]. Eine weitere
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Studie beobachtete 206 junge Frauen in dem Zeitraum nach sexuellem Erstkontakt und

kam zu dhnlichen Ergebnissen (kumulative HPV-Inzidenz 53,4% tiber 3,6 Jahre) [124].

Es wird angenommen, dass etwa 80% aller sexuell aktiven Menschen im Laufe ihres
Lebens eine HPV-Infektion durchmachen. Somit ist das HPV einer der haufigsten sexuell
iibertragbaren Erreger iiberhaupt. Bei den meisten Infizierten bleibt es bei einer
asymptomatischen transienten Infektion, es kommt binnen 7-15 Monaten zu einer
Elimination des Virus durch das korpereigene Immunsystem [39, 70]. So fiihrt bei nur 20%
der infizierten Frauen das Virus zu zytologisch nachweisbaren Verdnderungen der Cervix,
von denen wiederum nur 1-2% in ein invasives Karzinom tibergehen [127]. Abhidngig vom
Virus-Subtyp und der Immunsituation des Patienten kann es jedoch zu einer

persistierenden Infektion mit entsprechender klinischer Manifestation kommen.

Frauen, die eine HPV-vermittelte Pathologie des Genitale vorweisen, haben Priavalenzraten
fiir anale HR-HPV zwischen 23 und 86%. Die entsprechende Privalenz bei gesunden

Frauen liegt bei 5-22% [136].

Eine siidafrikanische Studie zum HPV-Befall junger heterosexueller Ménner (n=3463, <5
Sexualpartnerinnen) wies in 18,7% einen penilen und in 7,9% einen analen Befall nach.

Der wichtigste Risikofaktor war eine Anzahl der Geschlechtspartner >3 [145].

Eine US-amerikanische Arbeit zum HPV-Befall HIV-negativer MSM zwischen 16 und 27
Jahren (n=602, <5 Sexualpartner) fand bei 42,4% einen analen HPV-Befall und beschrieb
die Menge an unterschiedlichen Geschlechtspartnern als wichtigsten Risikofaktor [59].

1.2.3.2 HI'V-Infizierte

Bei HIV-positiven Mannern liegt die HPV-Pravalenz im Analbereich deutlich hoher als in
der Normalbevolkerung. Die kiirzlich verdffentlichte deutsche ScreenING-Studie, die 400
HIV-positive Manner (davon 98% MSM) auf HPV-assoziierte anogenitale Verdnderungen
untersuchte, wies in 88,5% einen analen HPV-Befall nach, in 77,8% lagen HR-HPV-
Typen vor [51]. Daten aus Indien beschreiben fiir das gleiche Risikokollektiv (n=300)
einen analen HPV-Befall von 95% [67]. Eine aktuelle chinesische Studie (n=822)
beschrieb bei HIV-positiven eine Priavalenz von 82,69% verglichen mit 62,81% bei HIV-
negativen MSM [89]. Eine 2013 verdffentlichte italienische Arbeit beschrieb unter HIV-
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positiven Miannern eine anale HPV-Pravalenz von 81% mit 64% HR-Genotypen. Eine
franzosische Arbeit aus 2009 beschreibt bei HIV-positiven Ménnern und Frauen eine
HPV-Priavalenz von 79%, darunter lag der Anteil an HR-HPV 16 oder 18 bei 83%. Ein

multipler Befall wurde bei 61% der Patienten nachgewiesen [118].

Bei HIV-positiven Frauen lag die zervikovaginale HPV-Préavalenz bei 58% mit 37% HR-
Genotypen [91]. Eine nordamerikanische Studie beschrieb bei 99 jungen HIV-positiven
Frauen (medianes Alter 21,4 Jahre) einen zervikovaginalen HPV-Befall von 74,7% mit
Vorliegen eines oder mehrerer HR-Genotypen in 53,5% und hob als Risikofaktoren HI-
Viruslast (>400/ml versus <400/ml) und Haufigkeit vaginalen Geschlechtsverkehrs hervor

[76].

Zusammenfassend liegen die HPV-Priavalenzzahlen bei HIV-Infizierten wesentlich h6her
als bei HIV-Negativen. Die Ursachen hierfiir werden im Kapitel 1.2.7 Risikofaktoren fiir

die Entwicklung analer Neoplasien erldutert.

1.2.4 Natiirlicher Verlauf der HPV-Infektion

HP-Viren verweilen in oberflachlichen Epithelschichten und verbreiten sich durch engen
Hautkontakt. Durch Mikroverletzungen gelangen sie in tiefere Hautschichten und befallen
ihre Zielzellen, die Keratinozyten der basalen Zellschicht. Diese geben bei ihrer Teilung
das Virusgenom an ihre Tochterzellen weiter. Hierbei sind Transformationszonen wie die
Cervix uteri und die Linea dentata des Analkanals mit ihrer erhohten Proliferationsrate

besonders anfillig.

In der Frithphase der HPV-Infektion sind an der Viruselimination neben den Keratinozyten
dendritische, Langerhans- und natiirliche Killerzellen beteiligt, die iiber Interferon- und
Zytokin-vermittelte proinflammatorische Prozesse die Immunantwort initiieren. HP-Viren
produzieren jedoch ein Onkoprotein (das Early-Gen ES), welches iiber eine Modulation
von Zytokinen, Alteration der Antigenprisentation und Herunterregulierung von
Interferonvermittelung den Viren ermdglicht, der korpereigenen Immunantwort des
Infizierten zu entgehen [8, 15, 94]. Die sogenannte Immunevasion ist ein entscheidender

Faktor fiir den Ubergang in eine chronische, asymptomatische Infektion.

Die beiden anderen bekannten onkogenen Early-Gene, E6 und E7, interagieren mit
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Kontrollmechanismen des Zellzyklus und steigern die zelluldre Proliferationsrate. E6 greift
in Kooperation mit E7 in den Zellzyklus ein. Das am besten charakterisierte Ziel von EG6 ist
p53, welches inaktiviert wird, was zu einer Verzogerung der Apoptose fiihrt [92, 126,
157]. E7 zielt auf Zellzyklus-regulierende Proteine der Wirtszelle (hauptsichlich pRb, ein
Tumorsuppressorprotein, welches normalerweise durch Bremsen des Zellzyklus das
Zellwachstum verlangsamt [45]), was zu einer gesteigerten zelluldren Proliferation fiihrt.
Die erhohte Proliferationsrate einerseits und die Verzogerung der Apoptose andererseits
fihren zur Tumorausbildung. Durch chromosomale Instabilitdit mit Akkumulation
onkogener Mutationen konnen intraepitheliale Neoplasien und manifeste Karzinome

entstehen [73].

1.2.5 Klinische Manifestationsformen

Eine HPV-Infektion kann abhingig von der Lokalisation und dem Subtyp verschiedenartig
klinisch in Erscheinung treten. So ist die Assoziation von HPV16 und 18 mit der
Entstehung intraepithelieler Neoplasien des Analkanals (AIN), der Zervix (CIN), Vagina
(VaIN), Vulva (VIN) und des Penis (PeIN) und der sequenziellen Entstehung von
Plattenepithelkarzinomen in diesen Lokalisationen sowie im oropharyngealen Bereich
gesichert [58, 97]. Weitere Subtypen, die mit der Entstehung zervikaler Neoplasien
assoziiert sind, sind HPV26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 58, 59, 66, 68 und 82 [97].
Papillomerkrankungen des Respirationstraktes werden durch HPV 6, 11 und 16 verursacht
[58]. Genitale Warzen (Condylomata acuminata) entstehen bei Befall mit den HPV-
Subtypen 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 72, und 81 [97].

Neben diesen Mucosa-assoziierten Manifestationen durch o-Subtypen konnen durch
kutane B-, y-, u- und v-Subtypen Verrucae vulgares, plantares und die Epidermioplasia
verruciformis, eine genetisch bedingte erhdhte Suszeptabilitit gegeniiber HPV mit

unkontrollierter Papelbildung und erhhtem Entartungsrisiko, entstehen.

1.2.6 Dysplasie/Anale Intraepitheliale Neoplasie

Als intraepitheliale Neoplasien werden niedrig- oder hochgradig dysplastische

Verianderungen des Epithels bezeichnet. Sie sind die potentiellen Vorlduferldsionen
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invasiver Karzinome. Die Bezeichnungen in Abhéngigkeit von der Lokalisation konnen

Tabelle 3 entnommen werden.

Lokalisation Akronym
Anale intraepitheliale Neoplasie AIN
Zervikale intraepitheliale Neoplasie CIN
Endometriale intraepitheliale Neoplasie EIN
Penile intraepitheliale Neoplasie PeIN
Vaginale intraepitheliale Neoplasie ValN
Vulvire intraepitheliale Neoplasie VIN

Tabelle 3: Bezeichnung intraepithelialer Neoplasien abhiingig von ihrer Lokalisation

Eine einheitliche Klassifikation der IEN besteht nicht. Klinisch durchgesetzt hat sich die
Klassifikationen der CIN, weshalb sich die zytologische Beurteilung der AIN an diese

anlehnt.

Die klinische Beurteilung analer und perianaler Lésionen richtet sich nach ihrer
dermatologischen Erscheinungsform, angelehnt an die Klassifikation der PeIN: bowenoid,
erythroplakisch, verrukos und leukoplakisch. Die Relevanz dieser Einteilung liegt in der
Entartungstendenz: Verrukdse Lésionen scheinen weit hdufiger als die anderen

Manifestationsformen héhergradige Dysplasien (AIN 2 und 3) aufzuweisen [84].

Klinische Differentialdiagnosen peri- und intraanaler Lésionen sind gutartige
dermatologische Verdnderungen wie epidermale Naevi und ekzematdse Zustinde
(nmummulires Ekzem, Lichen simplex chronicus), Plattenepithelpapillome und
fibroepitheliale Polypen oder aber das Condyloma acuminatum, Condyloma planum und
maligne Lasionen wie das plattenepitheliale Analkarzinom, Basalzellkarzinom und das

maligne Melanom.

Die Erstbeschreibung analer Dysplasien geht auf das Jahr 1981 zuriick, als die Dénen
Fenger und Nielsen 306 anale Exzidate untersuchten und in 2,3% plattenepitheliale
Dysplasien feststellten. Als Schlussfolgerung forderten sie eine regelhafte histologische

Aufarbeitung analer Préparate [44]. 1989 erschienen Studienergebnisse, die die
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Beteiligung von HPV 16 und 18 an der Entstehung analer Dysplasien belegten [107]. Die
Arbeitsgruppe um Scholefield verdffentlichte im selben Jahr eine Studie, die einen
atiologischen Zusammenhang zwischen AIN und CIN herstellte, die diagnostische
Methode der Endoskopie bei der AIN untersuchte und erstmals die Subgruppe der MSM
als besonderes Risikokollektiv identifizierte [130].

Zytologisch konnen anale Dysplasien entsprechend der Analogie zur CIN nach der
Miinchener-II-Klassifikation oder (wie in der vorliegenden Arbeit) nach der international
gebriauchlichen Bethesda-Klassifikation eingeteilt werden [134]. Hierauf wird im Kapitel

1.4.1 ndher eingegangen.

Die histologische Einteilung beurteilt den Tiefenaufsdehnungsgrad der analen Lésion: Eine
AIN 1 beschrinkt sich auf das untere Drittel der Epidermis, eine AIN 2 dehnt sich bis in
das mittlere Drittel aus. Bei Vorliegen einer AIN 3 ist die gesamte Epidermis befallen.
Wihrend eine AIN 1 sich spontan zuriickbilden kann, gehen hohergradige Dysplasien in

einer bislang ungeklédrten Hiufigkeit in ein invasives Karzinom iiber [12, 28, 130].

Eine 2014 veroffentlichte Studie flihrte immunhistochemische Untersuchungen an analen
Lisionen durch und stellte durch Nachweis von Ki-67 erhohte Proliferationsraten in analen
Dyplasien fest, so dass dies ein zuverldssiger diagnostischer Marker ist. Das
Tumorsuppressor-Protein p16 konnte in allen AIN 3 und in einigen AIN 2 nachgewiesen
werden. In allen rekurrierenden oder persistierenden Lésionen war pl6 nachweisbar, so

dass dieser Marker moglicherweise Pradiktor fiir einen schweren Verlauf sein konnte [23].

Grad | Dysplasie | Grad der Krebsvorstufe | Histologie
intraepithelialen
Lision
AIN 1 | Milde Low-grade = Nein Geringe Zellkernatypie,
Dysplasie | unteres Koilozytose moglich, Zellen
Epidermisdrittel mit vergroBertem irreguldren

Kern, umgeben von einem Hof,
Anzeichen des zytopathischen

Effekten von HPV
AIN 2 | Moderate | High-grade = Moglich Die Hélfte des Epithels ist
Dysplasie | untere und durch kleine basaloide Zellen
mittlere mit erhohter Kern-/Zytoplasma-
Epidermis Ratio ersetzt
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AIN 3 | Schwere High-grade = Wahrscheinlich | Fast alle Zellen des normalen
Dysplasie | gesamte Epithels sind durch kleine
Epidermis basaloide Zellen mit erh6hter
betroffen Kern-Zytoplasma-Ratio ersetzt

Tabelle 4: Histologische Stadien der analen intraepithelialen Neoplasie (AIN)
Quelle: Kreuter et al. 2003 [88]

1.2.7 Risikofaktoren fiir die Entwicklung analer Neoplasien

Mit der zunechmenden Relevanz analer Neoplasien, insbesondere fiir das Kollektiv der
HIV-Kranken, haben sich in den letzten Jahren diverse Arbeiten mit den Risikofaktoren

auseinandergesetzt.

1.2.7.1 HPV-Infektion

Die persistierende HPV-Infektion ist der Haupt-Risikofaktor fiir die Entstehung eines
Analkarzinoms. In mehreren Studien, die Biopsien aus Analkarzinomen auf HR-HPV
untersuchten, wurden Nachweisraten von 81% bis 87% ermittelt [49, 93, 146]. Der hochste

Anteil nimmt HPV16 mit 20% bei AIN 1, 28% bei AIN 2 und 68% bei AIN 3 ein [156].

Eine 2009 verdffentlichte Metaanalyse beschrieb eine HPV-Priavalenz von 91,5% in AIN
1, 93,9% in AIN 2/3 und 84,3% in Analkarzinomen. Die HPV-Rate betrug auch hier
>75%. Die HPV-Privalenz war bei Frauen mit 90,8% deutlich hoher als bei Minnern

(74,9%) [31].

Eine Sonderstellung nehmen HIV-Infizerte ein. Auf die hoheren HPV-Privalenzraten
dieses Kollektivs verglichen mit der Normalbevdlkerung wurde bereits in Kapitel 1.2.3.2
eingegangen. Aufgrund immunmodulatorischer Prozesse kommt es bei HIV-Kranken
wesentlich seltener zur HPV-Elimination und somit zur persistierenden Infektion mit

deutlich erhdhtem Risiko zur Entstehung HPV-induzierter Karzinome [55].
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1.2.7.2 HI'V-Infektion

Vernon et al. wiesen bereits 1993 nach, dass das von HIV-1 exprimierte tat-Protein, ein
Regulatorprotein, das die virale Transkription steigert, auch in HPV-infizierten
Keratinozyten eine gesteigerte Expression der HPV-eigenen onkogenen Proteine E6 und
E7 vermittelt [147]. Uber diese Interaktion auf molekularer Ebene scheint also bei HIV-
Kranken — unabhéngig von Geschlecht und Sexualpraktiken — ein erhohtes Risiko fiir die
Entwicklung analer Dysplasien vorzuliegen. Die initiale Annahme, dass das hauptsichliche
Risiko analer Geschlechtsverkehr ist, wurde durch Vergleichsstudien zwischen HIV-
positiven MSM und i.v.-Drogennutzern, die keinen Analverkehr praktizieren, bei denen
aber dhnliche Raten an analen hochgradigen plattenepithelialen Lisionen (high-grade
squamous intraepithelial lesions, HSIL) auftraten, widerlegt [113]. Auch HIV-positive
Frauen, die keinen Analverkehr praktizieren, weisen hohere Raten an hohergradigen AIN
auf. Zwei groBe Studien wiesen Raten von 16% und 18,3% nach, bei der Subgruppe von

Frauen, die Analverkehr praktizieren, sogar von 27% [68, 150].

Aber nicht nur auf molekularbiologischer Ebene stellt die HIV-Infektion einen
Risikofaktor dar. Wie bereits erwédhnt liegt bei HIV-Positiven eine hohere HPV-
Infektionsrate vor, insbesondere bei MSM. Diese spezielle Gruppe muss als besonderes

Risikokollektiv gewertet werden.

In einigen Studien wurde bei HIV-Positiven die CD4-Zellzahl als Einflussfaktor evaluiert.
Patienten mit niedriger CD4-Zellzahl hatten eine hohere Rate an HR-HPV [6, 69, 106] und
analen Dysplasien [150], so dass eine niedrige CD4-Zellzahl innerhalb dieses Kollektivs

einen unabhingigen Risikofaktor darstellt.

Angesichts dieser Daten wére anzunehmen, dass die ART einen protektiven Einfluss
beziiglich analer Neoplasien hat. Dies ist jedoch nicht der Fall. Eine kalifornische Studie
verglich anale Pathologika von HIV-Patienten in den Jahren 1994/95 unter damaliger ART
mit denen von Patienten unter intensivierter ART 2001/02 und konnte keine Unterschiede
beziiglich infektioser Erkrankungen feststellen [60]. Eine 2005 erschienene
epidemiologische Studie aus den USA verglich Analkarzinom-Inzidenzen der Pra-HIV-
Ara (1973-1981; Inzidenz 0,6/100.000 Einwohner) mit der HIV-Ara (1982-1995; Inzidenz
0,8/100.000 Einwohner) und der ART-Ara (1996-2001; Inzidenz 1,0/100.000 Einwohner).
Ein giinstiger Einfluss der ART auf die Entwicklung analer Neoplasien ist folglich zurzeit

nicht belegt [20].
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Zudem weisen HIV-Patienten eine schnellere Progredienz des Analkarzinoms aus einer
AIN auf. Eine wichtige Arbeit von Kreuter, die Diagnostik, Verlauf und HPV-Assoziation
analer Lasionen bei 446 HIV-Infizierten untersuchte, beschrieb bei 5 Patienten mit AIN,
die die Therapie verweigerten, eine mediane Progression von der Dysplasie zum invasiven

Karzinom von 8,6 Monaten [87].

Der Altersgipfel fiir das Analkarzinom liegt in der Normalbevolkerung zwischen dem 58.
und 64. Lebensjahr [30]. HIV-Patienten sind hingegen wesentlich frither betroffen, hier
liegt der Altersgipfel bei etwa 45 Jahren [20, 85].

Neben dem Patientenalter scheint auch die Dauer der HIV-Erkrankung fiir die Entwicklung
einer analen Neoplasie relevant zu sein. In einer kleinen Untersuchung wurden HIV-
Patienten mit AIN-Nachweis mit HIV-Patienten mit Analkarzinom verglichen. Bei
Letzteren bestand die HIV-Erkrankung signifikant ldnger als bei der erstgenannten Gruppe
(12.6 +/- 2.3 Jahre versus 5,9 +/- 2,0 Jahre, p=0.05). CD4-Helferzellzahl und HI-Viruslast

wiesen im Vergleich beider Gruppen keine signifikanten Unterschiede auf [42].

Zusammenfassend haben HIV-Kranke verglichen mit der Normalbevdlkerung ein bis zu

100-fach erhohtes Risiko, an einem Analkarzinom zu erkranken [108].

1.2.7.3 Sexualverhalten

Die oben erwidhnten Daten suggerieren, dass das Sexualverhalten, wenngleich nicht
hauptséchlich, sehr wohl ein Risikofaktor fiir die Entstehung einer analen NPL darstellt.
Dies liegt an der Ausbreitung von HPV durch engen Hautkontakt und der Suszeptibititét
der epithelialen Transformationszonen vom Anal- und weiblichen Genitaltrakt. So ist
belegt, dass bei friihem ersten Sexualkontakt einer Frau die Infektionswahrscheinlichkeit
hoher ist [121]. Frauen, die ihren ersten Sexualkontakt vor Abschluss des 16. Lebensjahres
hatten, haben im Vergleich zu Frauen, die nach dem 20. Lebensjahr ihren ersten
Sexualkontakt hatten, ein erhdhtes Risiko, an einem Analkarzinom zu erkranken [49]. Das
Risiko steigt mit der Anzahl der Sexualpartner: Unabhingig von Geschlecht und sexuellen
Vorlieben steigt das Analkarzinomrisiko bei Frauen um den Faktor 4,5 und bei Ménnern
um den Faktor 2,5, wenn sie 10 oder mehr Sexualpartner hatten [48]. Nyitray ermittelte
2008 anale HPV-Privalenzen von knapp 25% unter heterosexuellen Mannern, darunter

33,3% HR-HPV. Unabhingige Risikofaktoren waren auch hier Anzahl der Sexualpartner
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bezogen auf die Lebenszeit und Héufigkeit der Sexualkontakte im vorangegangenen

Monat [103].

Altere Daten beschreiben rezeptiven Analverkehr unter MSM als weiteren Risikofaktor
mit einem relativen Risiko von 33,1 (95%-Konfidenzintervall 4,0-272,1). Dieselbe Studie
beschreibt sexuell {ibertragbare Krankheiten in der Vorgeschichte (Gonorrhoe, Herpes-
Simplex-Virus (HSV) 2, anale Condylome, Chlamydieninfektion) ebenfalls als
Risikofaktoren [27].

1.2.7.4 Tabakkonsum

Tabakkonsum gilt als einziger gesicherter nicht-sexueller Risikofaktor. Holly et al.
ermittelten fiir Zigarettenraucher abhingig von der konsumierten Menge ein relatives
Risiko von 1,9 bis 5,2, an einem Analkarzinom zu erkranken [72]. Ryan et al. beschreiben
bei Rauchern ein 5-7-fach  erhohtes Risiko. Ursache hierfiir scheinen
immunmodulatorische Prozesse mit Reduktion von Langerhans-Zellen und hierdurch
verminderter Antigenpriasentation an die T-Lymphozyten zu sein [125]. Eine dénische
Studie fand ein besonders hohes kombiniertes Risiko bei tabakkonsumierenden Frauen in
der Pramenopause, insbesondere bei spét einsetzender Menopause. Somit scheint die
Karzinomentstehung durch eine Kombination aus Rauchen und Ostrogeneffekt begiinstigt

zu werden [50].

1.3 Das Analkarzinom
1.3.1 Anatomie des Analkanals

Der Analkanal ist ein 3—5 c¢cm langer Bereich, der sich vom distalen Rektumrand bis zur
Linea anocutanea erstreckt. Die anatomische Grenze zum Rektum bildet die Linea dentata,
die Transitionszone, an der das Zylinderepithel des Rektums in nichtverhornendes
Plattenepithel des Analkanals — das Anoderm — tibergeht. Nach aulen wird der Analkanal
durch die Linea anocutanea, an der das Anoderm in das verhornende Plattenepithel der

Epidermis iibergeht, begrenzt.
Der Lymphabfluss des obersten Teils des Analkanals erfolgt gemeinsam mit dem des
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unteren Rektums iiber die iliakalen und perirektalen Lymphknoten. Die Lymphe des
Analkanals distal der Linea dentata erfolgt iiber die inguinalen und externen iliakalen

Lymphknoten.

1. Rektum

2. Rektumwandmuskulatur

3. Musculus levator (M. puboileococcygeus)
4. Ligamentum anococcygeum

5. Plexus haemorrhoidalis internus (Corpus
carvernosum recti)

6. M. puborectalis (M. levator)

7. Proktodealdriise

8. Analkrypte

9. M. sphincter ani externus

10. M. sphincter ani internus

11. Linea anocutanea

12. Intersphinktere Rinne

13. Linea dentata

14. anorektaler Ring

15. M. sphincter ani internus

16. M. sphincter ani externus (a. Pars
subcutaneus, b. Pars superficialis, c. Pars
profundus)

17. M. praerectalis

18. M. corrugator ani

19. Prostata

A Perirektaler Raum D Intralevatorischer Raum
B Ischiorektaler Raum E Pelvirektaler Raum
C Intersphinkterer Raum

Abbildung 4: Topographie des Analkanals Quelle: [96]

1.3.2 Definition des Analkarzinoms

Das Analkarzinom ist ein maligner Tumor des Analbereichs. In ca. 80% geht es vom
Plattenepithel des Analkanals aus, sehr selten finden sich auch Adenokarzinome, die sich
aus dem Zylinderepithel oberhalb der Linea dentata entwickeln. Das Analkarzinom wird
eingeteilt in Analkanal- (85%) und Analrandkarzinom (15%), anatomische Grenze bildet
die Linea anocutanea. Diese Differenzierung ist aus therapeutischen und prognostischen
Griinden wichtig: Analrandkarzinome werden wie Hauttumore primér exzidiert und haben
eine gilinstigere Prognose, Analkanalkarzinome werden primér durch Radiochemotherapie

behandelt und nur in Sonderfillen (Residuen, Rezidive) exzidiert.
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Die histopathologische Tumortypisierung nach WHO kann Abbildung 5 entnommen

werden.

Plattenepithelkarzinom (etwa 75-80%)

Adenokarzinom (15-20%)
- vom Rektumtyp (am hdufigsten)
- vom Analdriisentyp (glandulér/gut differenziert muzings)

- innerhalb von anorektalen Fisteln

Kleinzelliges (anaplastisches) Karzinom

Undifferenziertes Karzinom

Malignes Melanom

Andere maligne Tumore

Abbildung 5: Histopathologische Tumortypisierung von Analkarzinomen (nach [120])

1.3.3 Epidemiologie

In der Normalbevolkerung in Deutschland ist das Analkarzinom mit einer Privalenz von
0,3 bis 1 pro 100.000 Personenjahre selten [120]. Es macht 1-2% aller Malignome im
Gastrointestinaltrakt und 2—4% aller Kolo- und anorektalen Malignome aus [120]. Der
Altersgipfel liegt zwischen dem 58. und 64. Lebensjahr, Frauen sind mit 0,5-1
Neuerkrankungen pro 100.000 Personenjahre etwas hiufiger betroffen als Manner (0,3-0,8
pro 100.000 Personenjahre) [48]. Jéhrlich erkranken weltweit 4—7 Personen pro 1
Millionen Einwohner [30].

In den letzten drei Jahrzehnten wurde ein deutlicher Anstieg der Inzidenz beobachtet,
insbesondere bei HIV-Patienten [95]. Wie bereits erwihnt, liegt die Pravalenz bei diesem
Risikokollektiv weit hoher, es werden Inzidenzen von 42 bis 137/100.000 Personenjahre
beschrieben [108]. Die Wahrscheinlichkeit eines HIV-Positiven, an einem Analkarzinom

zu erkranken, liegt bis zu 100-fach hoher als bei einem HIV-Negativen [108].
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1.4 Diagnostische Mittel

1.4.1 Anale Exfoliativzytologie

In der Gynékologie ist der Abstrich mit zytologischer Untersuchung seit 1971 Bestandteil

der Fritherkennung von Zervixkarzinomen. Das Prinzip beruht auf der Tatsache, dass an

Transformationszonen ein hoher Zellumsatz mit Exfoliation besteht. Das abgestoBene

Epithel wird durch Biirstenabstrich gewonnen, auf einen Objekttriger mdglichst

gleichmiaBig aufgetragen und rasch fixiert. Nach Papanicolaou- Férbung folgt eine

zytomorphologische Untersuchung mit Klassifizierung anhand der {iberarbeiteten

Miinchener Nomenklatur II in eine von fiinf Gruppen (PAP I-V). Zunehmend wird jedoch

— insbesondere im Rahmen von Studien — anstelle der Miinchener Klassifikation die

weltweit geldufige Bethesda-Klassifikation verwendet.

Gruppe Miinchen II | Definition Korrelation Bethesda
(PAP)
0 Technisch unbrauchbares Material Kein Aquivalent
I Unauffilliges Zellbild N: normal, kein
Anbhalt fiir
intraepitheliale
Lision
II Entziindlich-degenerative, unreife Kein Anhalt fiir
Metaplasie, HPV-Zeichen ohne intraepitheliale
wesentliche Zellkernverdnderungen, Lasion/LSIL bei
Hyper- und Parakeratosen HPV-Zeichen
11 Schwere entziindliche oder degenerative | ASC-US/ASC-H
Verdnderungen, keine Unterscheidung
zwischen gut- und bosartig moglich
1D Dyskariosen in Superfizial- und LSIL/HSIL
Intermediérzellen entsprechend einer
leichten oder maBigen Dysplasie
IVA Dyskariosen von Zellen aus tieferen HSIL: schwere
Schichten entsprechend einer Dysplasie, Carcinoma
hohergradigen Dysplasie in situ
IVB Dyskariosen tieferer Schichten, Kein Aquivalent
beginnende Invasion nicht
auszuschlielen
\Y Zellen eines invasiven Karzinoms CA: Karzinom
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ASC-US: atypische squamdse Zellen unklarer Signifikanz, ASC-H: atypische squamose Zellen,
HSIL nicht auszuschlieBen, LSIL: niedriggradige squamdse intraepitheliale Lasion, HSIL:
hochgradige squamose intraepitheliale Lasion

Tabelle S: Korrelation der zytologischen Klassifikationen Miinchener IT und Bethesda [9, 25,
134]

Alternativ wird eine Diinnschicht- oder fliissigkeitsbasierte Zytologie durchgefiihrt, bei der
das mittels Biirste entnommene Material ohne zeitliche Verzdgerung in eine Fixierlosung
gegeben werden muss. AnschlieBend erfolgt in mehreren maschinellen und
computergestiitzten Schritten eine Aufbereitung mit Zellseparation und einschichtiger

Auftragung auf einen Objekttridger mit nachfolgener PAP-Féarbung.

Vergleichende Studien brachten bislang widerspriichliche Daten beziiglich der
diagnostischen Sicherheit der Diinnschicht-Zytologie hervor, jedoch liegen keine Daten
vor, die einen Nachteil dieser Methode belegen. Neben einer Studie, die keine
Verbesserung der Sensitivitit verglichen mit konventioneller Zytologie ermittelte [132],
erschien 2013 eine Studie aus Deutschland, die der Diinnschichtzytologie hinsichtlich
zervikaler pramaligner Léasionen eine signifikant hohere Sensitivitdt attestierte [82].
Vorteile der Methode scheinen eine bessere Probenqualitit, kiirzere Mikroskopiedauer und
die Moglichkeit von Zusatztests — allerdings bei hoheren Kosten fiir Gerdte und

Verbrauchsmaterial — zu sein.

Eine US-amerikanische Studie von 2007 ergab fiir die Zytologie eine Sensitivitit von
91,1% und eine Spezifitit von 42,8% bei der Detektion intraanaler Lasionen [54]. Andere
Studien sind weniger optimistisch. Insgesamt erreicht die anale Zytologie eine Sensitivitit

zwischen 60 und 80%, vergleichbar mit der zervikalen Zytologie [98, 100].

Analog zum standardisierten gynékologischen Vorgehen werden in der Leitlinie ,,Anale
Dysplasien und Analkarzinom bei HIV-Infizierten” beide Methoden empfohlen [41]. Die
Einteilung sollte entsprechend der international angewandten Bethesda-Klassifikation

vorgenommen werden.
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1.4.2 HPV-PCR

Eine auf der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) basierende anale HPV-Bestimmung kann
zwischen Niedrig und Hochrisiko-HPV sowie Befall mit singulirem oder multiplen
Virustypen differenzieren. Hieraus lassen sich Risiken flir das Vorliegen einer analen

Dysplasie durchaus ableiten (s. Kapitel 1.2.7.1).

Es gibt eine Vielzahl an kommerziellen Testverfahren, die in erster Linie flir das
gynékologische CIN-Screening angeboten werden. Hierbei sollten die Tests mindestens
die 13 HR-HPV-Typen 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 und 68 nachweisen
konnen [137].

Neben den PCR-Testformaten, die eine umfassende Genotypisierung ermdglichen, gibt es
die klinisch leichter anwendbaren Hybrid Capture Tests, die ohne Virus-DNA-
Amplifikation auskommen und zudem wenig anfillig fiir Kontamination sind. Allerdings

fehlt ihnen die Moglichkeit der Genotypisierung.

Alle derzeit validierten Testverfahren besitzen in Studien zum CIN-Screening eine sehr
hohe analytische Sensitivitit und Spezifitit. Vergleichsstudien bescheinigten der HPV-
PCR wegen der direkten Assoziation eines Befalls mit HR-HPV 16 und 18 mit
hochgradigen CIN (CIN3) eine bessere Sensitivitit als die alleinige Zytologie. Die
Kombination beider Methoden erreichte fiir CIN3 und hohergradige Léasionen eine

Sensitivitdt von 96,7% [16].

1.4.3 Proktoskopie

Die Proktoskopie dient der Beurteilung des Analkanals in nativem Zustand. Hierbei wird
ein Proktoskop in den Analkanal eingefiihrt und mit Hilfe einer Lichtquelle der Analkanal
im Riickzug des Proktoskops mit dem bloBen Auge beurteilt. Hierbei konnen groBere
Verianderungen wie Hadmorrhoiden, Condylome, Ulcera oder Malignome diagnostiziert
werden. Feinere Verdanderungen, insbesondere Dysplasien, konnen in der Regel nicht oder

nur selten erahnt werden.

Im Rahmen der Proktoskopie werden zur anschlieBenden ano- oder endoskopischen
Beurteilung Fliissigkeiten auf das Anoderm gebracht, insbesondere Essigsdure und

Lugol’sche Losung. Hierdurch grenzen sich pramaligne Lasionen besser von normalem
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Gewebe ab. Diese Verdnderungen sind jedoch zumeist sehr klein, so dass eine Detektion

nur mit optischer Vergroflerung mdoglich ist.

1.4.4 Hochauflosende Anoskopie (HRA)

Bereits 1993 wurde die Rolle der Anoskopie in Verbindung mit Histologie und Zytologie
zur Detektion analer Dysplasien untersucht [138]. Im Rahmen einer Vergleichsstudie
wurden 90 HIV-positive und -negative MSM mittels analer Zytologie und Anoskopie mit
gezielter Biopsie evaluiert. In 86% der Fille lagen HPV-assoziierte Anomalien vor.
Dysplasien wurden bei 36% durch Zytologie und bei 92% (27% hochgradig) durch

gezielte Biopsie nachgewiesen.

Nach Behandlung des Anoderms mit 3%-iger Essigsdure (aufgetragen iiber wenige
Minuten mit einer Kompresse oder einem Wattetrdger) demarkieren sich Dysplasien als
weillgraue, helle Ldsionen inmitten von normalem Plattenepithel. Zur Beurteilung wird ein
konventionelles Anoskop oder Proktoskop eingebracht und das Anoderm {iber ein
gynékologisches Kolposkop mit bis zu 30-facher VergroBerung begutachtet. Hierbei
sollten das distale Rektum, die gesamte Zirkumferenz des Analkanals, die Linea dentata
und die Perianalregion untersucht werden. Auch Lugol’sche Losung ist zur besseren
Unterscheidung der Dysplasien im Rahmen der HRA anwendbar. Abbildung 6 gibt einen

Eindruck iiber die anoskopische Darstellung von AIN nach Behandlung mit Essigsdure.

A: Hochgradige Epitheldysplasie bei 11 Uhr (roter Kreis, histologisch AIN 3).
B: Intraanale Kondylome mit histologisch gesicherter AIN 3 bei 7 Uhr (roter Kreis).
Abbildung 6: Hochauflésende Anoskopie nach Behandlung mit Essigsdure Quelle: [35]
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1.4.5 Hochauflosende Endoskopie mit Chromoendoskopie

Die Chromoendoskopie wird in der Gastroenterologie zur besseren Erkennbarkeit
verschiedenster epithelialer Lésionen eingesetzt. Es werden Relief-Farbemethoden, die
eine bessere Kontrastierung des Schleimhautreliefs durch Ansammlung des Férbemittels
(z.B. Indigokarmin) in den Schleimhautfalten ermdglichen, und Absorptionsfiarbungen
angewandt. Letztere nutzen die Eigenschaften bestimmter Zellarten, Farbstoffe zu
absorbieren. Beispielsweise wird beim Barrett-Osophagus Methylenblau angewandt,
welches Barrettepithel blau anfarbt. Dysplasien innerhalb des Barrettepithels nehmen keine

Farbe an und konnen so identifiziert werden.

Lugol’sche Losung wird hingegen von normalem Plattenepithel absorbiert und farbt dieses
durch Reaktion mit intrazelluldr enthaltenem Glykogen dunkelbraun. Intraepitheliale
Liasionen der Speiserdhre wie auch des Analkanals enthalten kein oder nur wenig
Glykogen, bleiben somit ungefiarbt oder leicht gelb bis orange und kdnnen so von
normalem, dunkelbraunem bis schwarzem Anoderm unterschieden werden. Anale
Dysplasien stellen sich in der Regel als hellgelbe bis orangefarbene, oft leicht

aufgetriebene, inselartige Areale im dunkel gefarbten Anoderm dar.

Eine weitere Moglichkeit, Dysplasien besser kenntlich zu machen, ist die Anwendung von
3%-iger Essigsdure. Essigsdure 14sst Dysplasien heller erscheinen als normales Anoderm.
Nach der Erfahrung der Beteiligten der vorliegenden Studie ist dieser Effekt jedoch eher
gering. Der Vorteil der Essigsdure-Anwendung liegt vielmehr darin, das Anoderm zu

reinigen, damit die Lugol’sche Losung besser absorbiert wird.

Die folgenden Abbildungen verschaffen einen Eindruck {iber die anale Chromoendoskopie

(ACE) und ihrer Darstellung pramaligner Lisionen.
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M4E FLlE

ANEEMHAUS DEER
TINERINNEN

Abbildung 7: AIN bei analer Chromoendoskopie (im Bild mittig bei 2 Uhr, leicht erhabene,
hellgelbe Struktur)

JEENHAUZ DEER
TIMERINMEN

Abbildung 8: AIN (im Bild mittig bei 12 Uhr, gelbe Struktur)
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EREANEENHATS DEER
AUTCUSTINERINNEN

Abbildung 9: AIN (im Bild 3 — 4 Uhr auflien, Kondylom bei 5 Uhr innen)

Eine zusétzliche Funktion bietet die virtuelle Chromoendoskopie, herstellerspezifisch als
FICE® (Fuji Intelligent Colour Enhancement, Firma Fuji) und NBI® (Narrow Band
Imaging, Firma Olympus) vermarktet. Hierbei handelt es sich um einen digitalen (FICE®)
oder optischen (NBI®) Algorithmus, der die Wellenlidngenbereiche des endoskopischen
Bildes begrenzt und so zusétzliche Eindriicke auffilliger Léasionen verschaffen kann. Der
diagnostische Zusatznutzen dieser Systeme bleibt im endoskopischen Alltag fraglich, kann
aber insbesondere durch stirkere Kontrastbildung zur Erkennung und Einschidtzung von

Lisionen beitragen.

Die folgenden Abbildungen geben einen Eindruck iiber verschiedene FICE®-

Darstellungen.
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Abbildung 11: Biopsie einer dysplasiesuspekten Lésion (im Bild bei 3 Uhr)
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1.4.6 Histologie

Zur histologischen Beurteilung werden Biopsien nach Hamatoxylin-Eosin-Farbung auf
Entziindungen, virusbedingte Verdnderungen, Dysplasien oder sonstige Verdnderungen
untersucht. Liegen Dysplasien vor, werden diese anhand des Tiefenausdehnungsgrades
bezogen auf die Mukosa eingeteilt: Eine AIN 1 beschriankt sich auf das untere Drittel der
Epidermis, eine AIN 2 breitet sich bis in das mittlere Drittel aus. Bei Vorliegen einer AIN

3 ist die gesamte Epidermis befallen.

Eine 2010 verdffentlichte Studie flihrte immunhistochemische Untersuchungen an analen
Liasionen durch und stellte durch Nachweis von Ki-67 erhdhte Proliferationsraten in analen
Dyplasien fast. Das Tumorsuppressor-Protein p16 konnte in allen AIN 3 und in einigen
AIN 2 nachgewiesen werden. In allen rekurrierenden oder persistierenden Lésionen war
pl6 nachweisbar, so dass dieser Marker mdglicherweise ein Pradiktor fiir einen schweren
Verlauf sein konnte [116]. Bean et al. kamen zu einem #hnlichen Ergebnis mit einer
Sensitivitdt von 76% und Spezifitit von 86% fiir p16 als diagnostischen Marker fiir eine
hochgradige AIN (diagnostische Genauigkeit 84%). Ahnliche Werte erreichte auch Ki-67
(Sensitivitit 71%, Spezifitit 84%, diagnostische Genauigkeit 83%) [10].

Auch in der vorliegenden Studie wurde bei verddchtigen Befunden eine genaue

Klassifizierung anhand einer p16-Féarbung unternommen.

1.5 Therapie analer Neoplasien
1.5.1 Therapie der AIN

Bei Vorliegen einer AIN stehen ablative und operative Verfahren der lokalen
Immuntherapie und der topischen Chemotherapie gegeniiber. Bisher wurden nur wenige
kontrollierte Vergleichsstudien verdffentlicht, so dass das Vorgehen mehr auf
Erfahrungswerten als auf Evidenz beruht. De Richel et al. verglichen 2013 die
Elektrokauterisation gegen eine Lokaltherapie mit Imiquimod und topischem 5-
Fluorouracil mit dem Ergebnis, dass die Elektrokauterisation den anderen Verfahren
iiberlegen war [122]. Andere Autoren untersuchten die Effektivitit der chirurgischen und
elektrokaustischen Verfahren mit dem Ergebnis hoher Rezidivraten in beiden Verfahren

sowohl bei HIV-positiven als auch bei HIV-negativen MSM [18, 114]. Auch birgt die
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Operation die Gefahr einer narbigen Strikturbildung.

In Deutschland wird in proktologischen Zentren zur lokalen Ablation die Argonplasma-
Koagulation favorisiert, hierfiir liegen jedoch nur Daten zur Effektivitit bei Condylomata
vor. Demnach ist die Methode bei Condylomata effektiv und sicher, jedoch wird eine

Rezidivrate von bis zu 33% beschrieben [153].

Allgemeiner Konsens ist, dass eine Exzision bei hohergradigen AIN, die umschriebenen,
monofokal und maximal semizirkuldr sind, durchgefiihrt werden sollte. Alle anderen
Liasionen sollten mit APC behandelt werden. Bedacht werden miissen hierbei die hohe

Rezidivrate sowie die Schmerzhaftigkeit beider Methoden.

Imiquimod ist ein immunmodulatorisches Virustatikum, das in der Dermatologie zur
Therapie der aktinischen Keratose, kleinen Basalzellkarzinomen und &duBerlichen
Condylomata verwendet wird. Sein genauer Wirkmechanismus ist nicht bekannt, jedoch
wird die antivirale Wirkung auf eine Aktivierung des Immunsystems durch Induktion von
IFN, TNF, IL-1, IL-6 und IL-8 zuriickgefiihrt. Nachweislich wird durch Imiquimod die

Viruslast in infiziertem Gewebe reduziert [5].

2001 erschien erstmals eine Studie, die eine Wirksamkeit der Substanz bei CIN nachwies
[34]. Im selben Jahr erschien ein erster case report, in der ein Carcinoma in situ des
Analrandes bei einem HIV-positiven Mann mit Imiquimod und 5%igem 5-FU erfolgreich
therapiert worden war — zumindest iiber einen Nachsorge-Zeitraum von 3 Monaten [109].
Es folgten insbesondere durch die Arbeitsgruppe um Kreuter und Wieland Untersuchungen
zur Effektivitit bei AIN. In einer Pilotstudie 2006 wiesen Wieland et al. eine 77%ige
klinische und histologische Clearance-Rate bei HIV-positiven MSM mit AIN nach 16-
wochiger, dreimal wochentlicher topischer Anwendung nach. Dies war verbunden mit
einem deutlichen Riickgang von analer HPV-Viruslast und Anzahl der Virustypen. Eine
langfristige HPV-Beseitigung konnte jedoch nicht belegt werden [154]. Eine 2008
verOffentlichte Arbeit belegte bei HIV-positiven MSM mit AIN {iber eine mittlere
Nachbeobachtungszeit von 30,3 Monaten bei 74% der Patienten eine komplette Remission
der AIN sowie einen signifikanten Riickgang der HPV-Typen und HPV-DNA-Last.
Allerdings erlitten 58% aller Probanden neue AIN in zuvor unauffilligen anodermalen
Regionen. Fast alle Lasionen waren hohergradige AIN und assoziiert mit HR-HPV-Typen,

die vor der Therapie nicht nachweisbar waren [86].
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Pelletier et al. wiesen in einer (allerdings kleinen) placebo-kontrollierten
Doppelblindstudie bei latenter analer HPV-Infektion bei HIV-positiven MSM keine

signifikante Viruselimination durch eine Imiquimod-Therapie nach [111].

Insgesamt sprechen die bisherigen Daten fiir eine Effektivitdt der Imiquimod-Therapie in
Bezug auf die Riickbildung von AIN. Ein langfristiger Erfolg kann jedoch nicht
vorausgesetzt werden. Ebenso ist insbesondere die Gruppe der MSM HPV-Reinfektionen
ausgesetzt. Im Anschluss an eine Behandlung mit Imiquimod sollten AIN-Patienten also

engmaschig nachbeobachtet werden.

Die an der vorliegenden Studie teilnehmenden Untersucher setzen Imiquimod als
Reservemittel bei hohergradigen AIN, die sich unter mehrfacher APC-Therapie nicht

adédquat zuriickbilden, ein.

Abbildung 12: APC-Therapie einer AIN (helle Fliche bei 5 Uhr, nach Biopsie (roter Bereich
im Zentrum der Lision)); vor APC-Therapie
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EFRANEENHAUTE DER
ATGTSETINERI NMMEN

Abbildung 13: APC-Therapie einer AIN: dieselbe Lision nach gezielter Behandlung

1.5.2 Therapie des Analkarzinoms

Bis Anfang der 1970er Jahre bestand die Therapie des Analkarzinoms vorwiegend in einer
abdomino-perinealen Amputation mit permanenter Colostomie. Die 5-Jahres-

Uberlebensraten lagen bei 40—70% [80, 115].

1974 wurde durch Nigro et al. eine kombinierte Radiochemotherapie des Analkarzinoms
eingefiihrt und hat zu einer erheblichen Verbesserung der Prognose gefiihrt [101]. Diese
multimodale Therapie, bestehend aus 5-FU, Mitomycin (MMC) und einer Gesamt-
Strahlendosis von 30 Gray, hat zu einer deutlichen Verbesserung der Prognose gefiihrt. Die
britische UKCCCR-Studie aus dem Jahre 1996 wies hinsichtlich lokoregionaler Kontrolle,
Kolostomiefreiheit, krankheitsspezifischem und Gesamtiiberleben, bezogen auf alle TNM-
Stadien mit Ausnahme von TINO, eine deutliche Uberlegenheit der Kombinationstherapie
gegeniiber der alleinigen Radiotherapie nach. Dies bestétigte sich auch im Follow-Up nach

zwOlf Jahren [102]. Nebenwirkungen der Therapie sind hidmatotoxischer Art durch
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Mitomycin und lokal durch die Radiatio, so dass Vergleichsstudien den Verzicht auf MMC
oder den Austausch von MMC gegen Cisplatin untersuchten. Zwar waren MMC-freie
Therapien hinsichtlich der Akut- und Spéttoxizitit vertraglicher, fiithrten jedoch zu
schlechteren Raten hinsichtlich einer Kolostomie, kolostomiefreiem Uberleben und
krankheitsfreiem Uberleben [7, 46]. Weitere Arbeiten beschiftigten sich mit Induktions-
und Erhaltungstherapien sowie mit erhdhter Strahlendosis, allesamt ohne Nachweis eines

Vorteils gegeniiber der Standardtherapie [75, 110].

Zusammenfassend besteht der therapeutische Standard des Analkarzinoms unabhingig
vom Stadium aus einer Radiatio in Kombination mit 5-FU und Mitomycin. Hierdurch
konnen 5-Jahresraten an krankheitsfreiem Uberleben von 67,8%, kolostomiefreiem
Uberleben von 73% und Gesamtiiberlebensraten von 82% erreicht werden [64, 142]. Eine
chirurgische Therapie ist nur noch bei Analrandkarzinomen und Resttumoren nach
Radiochemotherapie indiziert. Die abdominoperineale Exstirpation bleibt nur noch

Rezidiven und Ausnahmefillen als Salvage-Operation vorbehalten.

1.6 Vorsorgemaflinahmen

1.6.1 Deutsch-Osterreichische Leitlinie fiir Anale Dysplasien und Analkarzinome bei

HIV-Infizierten

In der Gynékologie ist das Screening auf zervikale intraepitheliale Neoplasien mittels
Exfoliativzytologie und Papanicolaou-Farbung seit Jahrzehnten etabliert. Angesichts der
gemeinsamen pathogenetischen und Risikofaktoren liegt es nahe, diese Verfahren bei auch
analen Dysplasien anzuwenden. Aufgrund der niedrigen Privalenz des Analkarzinoms in
der Allgemeinbevolkerung ist ein flichendeckendes Screening hierfiir jedoch nicht
sinnvoll. Anders sieht dies beim Kollektiv der HIV-Kranken aus. Diese konnen aufgrund

ihres deutlich erhohten Analkarzinomrisikos von diesen Methoden profitieren [129].

Im September 2013 wurde die Deutsch-Osterreichische Leitlinie fiir anale Dysplasien und
Analkarzinome bei HIV-Infizierten verdffentlicht. Hierin wird erstmals ein diagnostischer
Algorithmus im Sinne eines Screeningprogrammes empfohlen. Ausgangsuntersuchung ist
eine jahrliche anale Zytologie. Abhéngig vom Ergebnis wird bei leichten Veranderungen
(LSIL, ASCH, ASCUS) das Intervall der Zytologie verringert (3—6 Monate) und bei

hohergradigen Verdnderungen eine hochauflésende Chromoendoskopie empfohlen. Bei
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dieser Anoskopie sollten suspekte Befunde biopsiert und histologisch eingestuft werden.
Bei Nachweis einer AIN sollte die Untersuchung im Dreimonatsrhythmus wiederholt

werden und die dysplastischen Areale lokal abladiert werden [41].

Die Leitlinie sieht fiir die Diagnostik die Verwendung eines konventionellen Anoskops
oder eines gynikologischen Kolposkops vor. Ein modernes flexibles Endoskop mit
aufgesetzter Distanzkappe kann alternativ verwendet werden. Empfohlen wird eine
Farbung des Anoderms mit Essigsdure. Als Alternative wird die Anwendung von

Lugol’scher Losung als Kann-Empfehlung ausgesprochen.

1.6.2 Vakzinierung

Analog zum Vorgehen bei jungen Frauen im Rahmen der Zervixkarzinom-Prévention liegt
es nahe, auch beim Analkarzinom Impfpriavention zu betreiben. Jedoch ist das
Analkarzinom in der Normalbevdlkerung eine derart seltene Entitét, dass eine allgemeine

Impfempfehlung nicht ausgesprochen wird und auch nicht kosteneffektiv ware.

Anders ist dies beim Risikokollektiv der HIV-Infizerten. Zwar ist problematisch, dass die
Indikation zur Impfung gestellt wird, wenn die HPV-Infektion bereits manifest geworden
ist. Es liegen jedoch Hinweise vor, dass eine Impfung das Risiko rekurrenter HG-AIN
beim MSM um bis zu 50% verhindern kann [33]. Dieselbe Veroffentlichung errechnete ein
um 63% verringertes Lebenszeit-Risiko fiir dieses Kollektiv (HIV-positive MSM >=27
Jahre zum Zeitpunkt der quadrivalenten Impfung, nach Behandlung einer HG-AIN), an

einem Analkarzinom zu erkranken [33].

Zur Impfung stehen in Europa ein bivalenter ([bHPV] Cervarix®, gegen HPV 16 und 18)
ein quadrivalenter ([qHPV] Gardasil®, gegen HPV 6, 11, 16 und 18) sowie seit 2015 ein
nonavalenter Impfstoff (Gardasil 9®, gegen HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59 und 66) zur Verfligung.

2011 verdftentlichte die Arbeitsgruppe um Palefsky zur Effektivitit des quadrivalenten
HPV-Impfstoffes Daten einer placebokontrollierten Doppelblindstudie an 602 gesunden,
16 bis 26-jahrigen MSM. Es wurde ein Riickgang HPV 6, 11, 16 oder 18-assoziierter
hohergradiger AIN um 74,9% in der geimpften per-protocol-Population beschrieben [105].
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Diesen Daten halten Wieland et al. entgegen, dass es hinsichtlich der HPV-Subtypen
regionale Verteilungsunterschiede gibt und dass gerade bei HIV-Positiven nicht alle
Analkarzinome mit HPV 16 und 18 assoziiert sind. Thre retrospektive Analyse einer kdlner
Kohorte von 103 HIV-Positiven mit AIN 2 und 3 wies nach, dass 31,1% der Biopsien
ausschlieBlich HPV-Typen enthielten, die nicht von dem qHPV abgedeckt wurden. Als
Schlussfolgerung sollte ein moglichst groBBes Impfspektrum — wie durch den nonavalenten

Impfstoff gewihrleistet — berticksichtigt werden.

Andererseits wiesen Toft et al. 2014 an 91 HIV-positiven Méannern und Frauen nach, dass
sowohl der bHPV als auch der qHPV zur kreuzreaktiven Antikdrperbildung gegen HPV-
31, -33 und -45 fiihrt. Dieses Phdnomen war bei samtlichen Probanden beobachtet worden

[141].

Zusammenfassend ist die gegenwértige Datenlage zur HPV-Impfung bei MSM mit oder
ohne HIV eher spérlich, und wenngleich es Hinweise auf einen Schutz vor persistierenden
HPV-Infektionen und Verhinderung einer Progression und Rekurrenz hohergradiger AIN
auch bei Impfung nach Beginn der sexuellen Aktivitit gibt, kann derzeit keine generelle

Empfehlung fiir die HPV-Vakzinierung ausgesprochen werden.

1.7 Zielsetzung der Studie

Die Effektivitit des Dysplasiescreenings auf CIN zur Pravention von Zervixkarzinomen ist
hinreichend untersucht, und die Zytologie und Kolposkopie werden flichendeckend

eingesetzt.

Das Analkarzinom mit seiner Vorstufe AIN besitzt die gleiche Atiopathogenese wie das
Zervixkarzinom, ist jedoch in der Normalbevilkerung eine wesentlich seltenere
Erkrankung. Dennoch gibt es ein Risikokollektiv, bei dem die Erkrankung wesentlich
hiufiger auftritt: HIV-Infizierte, insbesondere MSM. Fiir diese Gruppe ist ein

Screeningprogramm notwendig und bereits etabliert.

Derzeit ist es im Rahmen des Screenings bei Nachweis von zytologischen Abnormalitdten
gingige Praxis, eine hochauflésende Anoskopie mit Hilfe von Kolposkopen mit
Essigsdurefiarbung durchzufiihren. Diese wird auch in der aktuellen Leitlinie empfohlen, ist

aber nicht flichendeckend verfiigbar. Es liegt also nahe, andere, breiter verfiigbare
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Untersuchungsverfahren zu evaluieren.

Gastroenterologisch eingesetzte Endoskope sind heutzutage hoch entwickelt, und ein
hochauflosender  Bildsensor mit ekzellenter Bildqualitdt ist, ebenso  wie
chromoendoskopische Verfahren, in gastroenterologischen Zentren Standard. Die
vorliegende Arbeit untersucht die hochaufléosende Endoskopie mit Hilfe von flexiblen
Chipkamera-Endoskopen kombiniert mit Chromoendoskopie mittels Lugol’scher Losung
(anale Chromoendoskopie, ACE) hinsichtlich ihrer Effektivitit zur Friiherkennung von
analen Dysplasien im Risikokollektiv der HIV-infizierten Ménner und Frauen. So soll
diese Studie langfristig dazu beitragen, die Analkrebsvorsorge besser zu etablieren und

verfligbar zu machen.
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2 Methodik

2.1 Fragestellung

Ziel der vorliegenden  prospektiven  Querschnittsuntersuchung  war,  die
gastroenterologische hochauflosende Video- und Chromoendoskopie (ACE) als neues
Verfahren zur Fritherkennung analer Dysplasien bei HIV-kranken Ménnern und Frauen auf

seine Effektivitit zu liberpriifen.

2.2 Patientenkollektiv

Von 2007 bis 2013 wurden 211 Patienten rekrutiert. Eingeschlossen wurden HIV-infizierte
Mainner und Frauen, die noch nie ein anales Dysplasiescreening erhalten hatten und eine
negative Anamnese hinsichtlich analer Malignomerkrankungen aufwiesen. Alle Patienten
wurden miindlich und schriftlich iber das endoskopische Verfahren, die
Chromoendoskopie und die Studienteilnahme informiert und gaben ihr schriftliches

Einverstiandnis.

Die zustindigen Ethikkommissionen gaben ein positives Votum zum Protokoll
(Aktenzeichen 2010337). Die Studie wurde von der Klinischen Arbeitsgemeinschaft AIDS
Deutschland (KAAD) unterstiitzt.

2.3 Untersuchungsablauf

Wegen der Endoskopie, des Brennens von Lugol’scher Losung bei Hautkontakt und der
potentiellen Schmerzhaftigkeit von analen Biopsien wurden die Patienten unter Sedierung
mit Propofol untersucht. Ein Monitoring von Sauerstoffsittigung, Herzfrequenz und
Blutdruck wurde gemall Leitlinie fiir Sedierung in der Gastrointestinalen Endoskopie

durchgefiihrt.

Zur Untersuchung wurden die Patienten in Linksseitenlage positioniert. Nach analer
Inspektion wurde erst eine Biirstenzytologie, dann je ein Trockenabstrich fiir die HPV-
PCR und Genotypisierung sowie Chlamydien- und Gonokokken-PCR entnommen. Es

folgte eine digitale Austastung, bevor eine Proktoskopie mit Beurteilung des Anoderms im
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Nativzustand durchgefiihrt wurde. AnschlieBend wurde im Rahmen der Proktoskopie 3-
%ige Essigsdure appliziert, mit einem Wattetriiger verteilt und der Uberschuss entfernt.
Nach erneuter Inspektion wurde nach dem selben Prinzip Jod-Kaliumjodidlosung
(Lugol’sche Losung) appliziert. Die Qualitdt der Farbung wurde makroskopisch beurteilt,

bei mangelnder Farbannahme wurde die Farbung ein zweites Mal durchgefiihrt.

Die Endoskopie wurde mit hochauflosenden Videokoloskopen der Firma Fujinon® (Serie
EC-590 und -600) und Olympus® (Serie CV-180) mit aufgesetzter transparenter
Muskoektomiekappe zur Expansion des Analkanals durchgefiihrt.

~(u’! |

Abbildung 14: Mukosektomiekappe am Koloskop-Ende, mit transparentem Pflaster fixiert

Bei der visuellen Beurteilung wurde das dunkelbraune Anoderm identifiziert und nach
darin enthaltenen, nicht farbannehmenden Arealen abgesucht. Diese Areale wurden gezielt
biopsiert. In den Fillen, bei denen keine minderfirbenden Areale vorkamen, wurden
mindestens zwei ungezielte Biopsien entnommen. Es folgte je eine Kontrollbiopsie aus
normalem Anoderm und Rektum. Anderweitig auffillige Befunde wie Kondylome wurden

ebenfalls separat biopsiert.

Zur Gewinnung zusitzlicher Eindriicke wurde in einigen, schwer zu beurteilenden Fillen

wihrend der Untersuchung eine virtuelle Chromoendoskopie (FICE®) angewandt.

Die Untersuchungen fanden an zwei gastroenterologischen Zentren durch flinf
Untersucher, die alle durch den Studienleiter in das Verfahren eingewiesen und darin

trainiert wurden, statt.
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2.4 Auswertung
2.4.1 Zytologische Auswertung

Die Auswertung der zytologischen Proben wurde durch vier verschiedene Institute
(Zytologisches Institut der Universitét Diisseldorf, Cytologisches Labor Dr. med. Topalidis
Hannover, Zentrum fiir Pathologie und Zytodiagnostik Koln und Zytologisches Insitut
Bensberg) durchgefiihrt. Hierbei wurden zwei Verfahren angewendet. Ein Teil der Proben
wurde nach Durchzug eines Wattetrdgers auf einem Objekttrager ausgestrichen und
luftgetrocknet, vom zytologischen Institut nach Papanicolaou gefdrbt, lichtmikroskopisch
ausgewertet und nach der Miinchner Nomenklatur klassifiziert. Zur Vereinheitlichung
erfolgte im Rahmen der Auswertung eine Zuordnung zur Bethesda-Klassifikation. Ein
groBBerer Teil der Pridparate wurde nach Insitutswechsel im Diinnschichtzytologie-
Verfahren analysiert. Hierzu wurde eine Spezialbiirste (Rovers” Anex” Brush RT, Anal
Cell Sampler, REF 380390331) peranal in das Rektum gefithrt und mit kreisenden
Bewegungen durch den Analkanal gezogen. Der Biirstenaufsatz wurde anschlieend
entfernt, in das ethanolhaltige Transportmedium (SafePrep”, CytoGlobe GmbH, REF 42-
1321-00) gegeben und innerhalb von 24 Stunden ins Zytologielabor transportiert. Dort
folgte eine automatisierte Aufbereitung des Zellmaterials im ThinPrep 2000-Prozessor®
mit Dispersion (Trennung von Entziindungszellen, Erythrozyten, Mucus und Detritus),
Aspiration und Kollektion (Filtration durch einen TransCyt®-Filter mit computergestiitzter
Bildung eines Monolayers, einer diinnen Zellschicht mit definierter Zellzahl) und
anschlieBendem Zelltransfer und Fixierung auf einen Objekttrager. AnschlieBend wurden

die Priparate nach Papanicolaou gefarbt, ausgewertet und nach Bethesda klassifiziert [51].

2.4.2 Molekularbiologische Auswertung

Die molekularbiologische Auswertung wurde vom Institut fiir Virologie der Universitit zu
Koln (Nationales Referenzzentrum fiir Papillom- und Polyomaviren), durchgefiihrt (Prof.
Dr. Ulrike Wieland, Prof. Dr. Dr. h.c. Herbert Pfister, Uniklinik Koln, First-Piickler-Str.
56, 50935 Koln).

Zur Materialgewinnung wurde ein Wattetrdger in das Rektum eingefiihrt, mit kreisender
Bewegung durch den Analkanal gezogen und anschlieBend in einem Becher mit

physiologischer Kochsalzlosung ausgeschlagen. Am selben Tag erfolgte der Transport in
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das Institut. Zur DNA-Isolation wurde das QIAamp Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland) verwendet. Die HPV-Detektion und Typisierung wurden mittels alpha-HPV
PCR (A6/A8-PCR), die Hybridisierung der PCR-Produkte mit 38 spezifischen PCR-
Sonden mittels bead-based multiplex Genotypisierungs-Assay durchgefiihrt. Eine Beta-
globin Gen-PCR wurde durchgefiihrt, um zu demonstrieren, dass die Proben eine
ausreichende DNA-Menge enthielten und frei von PCR-inhibierenden Substanzen waren
(Light Cycler Control Kit DNA, Roche, Mannheim, Deutschland). HPV 16, 18, 26, 30, 31,
33, 34, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 67, 68, 70, 73 und 82 wurden als Hochrisiko-
oder moglicherweise/wahrscheinlich Hochrisiko-HPV-Typen eingeordnet. HPV 6, 11, 40,
42,43, 44, 54, 55,57, 61, 71, 72, 81, 83, 84 und 89 wurden als low-risk (LR)-HPV-Typen
eingestuft [51] .

2.4.3 Histologische Auswertung

Dysplasieverddchtige Verdnderungen des Analkanals wurden, ebenso wie ungezielte
Biopsien bei fehlendem Dysplasienachweis sowie Kontrollbiopsien aus normalem
Anoderm und Rektumschleimhaut, mittels Biopsiezange entnommen und in separaten
Topfen in Formalinlosung fixiert. Im zwei Zentren flir Pathologie (Institut fiir Pathologie,
Universitétsklinik Diisseldorf, Zentrum fiir Pathologie und Zytodiagnostik Koln) erfolgte
die histologische Befundung nach Hématoxylin-Eosion-Farbung sowie Periodic Acid-
Schiff-Reaktion. Histologisch auffillige Befunde wurden zur besseren Einteilung
zusitzlich durch p16-/Ki-67-Immunhistochemie nachbearbeitet. Die Einteilung erfolgte in
Kenntnis der endoskopischen Verdachtsdiagnose nach der WHO-Klassifikation in

folgende Kategorien:

Histologisch negativ (keine Dysplasie),
AIN 1 (leichte Dysplasie),

AIN 2 (méBige Dysplasie),

AIN 3 (schwere Dysplasie),

Carcinoma in situ.

2.5 Datenerfassung und Auswertung

Zur Datenerfassung wurde eine Excel-Datenbank angelegt. Diese enthielt zu jedem
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Probanden folgende Merkmale:

- Patientenname,

- Einschlussjahr,

- Geschlecht,

- Alter,

- Untersuchungsdatum,

- Indikation,

- Befund der Proktoskopie,

- Proktoskopischer Verdacht auf Dysplasie,

- Befund der Endoskopie,

- Endoskopischer Verdacht auf Dysplasie,

- Histologischer Befund der endoskopisch dysplasieverddchtigen Lasionen,
- Sonstige histologische Pathologien,

- Histologischer Befund der Referenzbiopsie aus dem Anoderm,
- Vorliegen einer Entziindung im Anoderm,

- Histologischer Befund der Referenzbiopsie aus dem Rektum,
- Vorliegen einer Entziindung im Rektum,

- Zytologisches Institut,

- Zytologische Klassifikation nach Bethesda,

- Zytologische Klassifikation nach Miinchen II,

- Sonstige zytologische Pathologien,

- Infektion mit Chlamydia trachomatis,

- Infektion mit Neisseria gonorrhoeae,

- HPV-Nachweis,

- Vorliegen einer Infektion mit HPV

6/11/16/18/26/31/33/34/35/39/40/42/44/45/51/52/53/54/55/56/57/58/59/61/62/66/67/68/70/

71/72/73/81/82/83/84/89/97,

- Erstdiagnose der HIV-Erkrankung,
- Transmissionsweg,

- CDC-Stadium,

- Vorliegen eines AIDS-Stadiums,

- Antiretrovirale Therapie,

- Beginn der ART,
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- CD4-Zellzahl,
- HI-Viruslast.

Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS 19 fiir Windows mit dem Ziel, Sensitivitit,
Spezifitit, diagnostische Genauigkeit und positive sowie negative Vorhersagewerte der
Chromoendoskopie zu evaluieren. Die univariaten Vergleichsanalysen wurden mit dem
Wilcoxon Rangsummentest und dem Exakten Test nach Fisher berechnet. Ein p-Wert

<0.05 wurde als signifikant angesehen.

Multivariate Analysen hinsichtlich der Pridiktoren fiir die Diagnosen einer analen

Dysplasie wurden mittels logistischer Regression durchgefiihrt.

Ergdnzend wurde die Privalenz analer Dysplasien und der HPV-Befall im untersuchten

Kollektiv ermittelt.

2.6 Studienzentren

Die Studie wurde an folgenden Instituten durchgefiihrt:

Klinik fiir Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie
Universitétsklinikum Diisseldorf
Heinrich-Heine-Universitét

Moorenstral3e 5

40225 Diisseldorf

Klinik fiir Allgemeine Innere Medizin, Gastroenterologie und Infektiologie
Krankenhaus der Augustinerinnen

Jakobstralle 27 — 31

50678 Koln
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3 Ergebnisse

3.1 Basischarakteristika der Patientenkohorte

Zwischen 2007 und 2013 wurden 228 Patienten in die Studie aufgenommen, von denen bei
211 Féllen komplette histologische Daten erhoben und verwertet werden konnten. Diese

Gruppe wurde weiter evaluiert.

3.1.1 Alters- und Geschlechtsverteilung

Der grofite Teil der Untersuchten war méannlich (n=202, 95,7%), hiervon lag der Anteil der
MSM bei 183 (86,7% bezogen auf die Gesamtkohorte). Das mediane Alter der Probanden
lag bei 45 Jahren, der jiingste Patient war 24, der ilteste 75 Jahre alt. Eine Ubersicht der
Basisdaten gibt Tabelle 6.

Parameter Ergebnisse

Teilnehmer Gesamt n (%) 211 (100)
Periode 2 (2011-2013) 132 (62,6)

Geschlecht mannlich n (%) 202 (95,7)
weiblich 9(@4.)3)

Alter Jahre Median (range) 45 (24-75)

Periode 2: siehe Ausfithrungen in Kapitel 3.9.
Tabelle 6: Alters- und Geschlechtsverteilung der Patientenkohorte

3.1.2 HIV-spezifische Daten

Die Dauer der HIV-Erkrankung zwischen Erstdiagnose und Studieneinschluss betrug im
Median 8 Jahre mit einer Streuung von 0-27 Jahren (0 Jahre: Screening im Rahmen der
HIV-Erstdiagnose). Der HIV-Transmissionsweg war iiberwiegend iiber MSM-Kontakt
(n=183; 86,7%). Zu nahezu jeweils gleichen Teilen erfolgte die Transmission
heterosexuell, endemisch und durch i.v.-Drogenabusus (jeweils ca. 2,5%). Die Verteilung

ist in Tabelle 7 dargestellt.
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Bei 36,5% der Probanden lag ein AIDS-Stadium der HIV-Erkrankung vor. Die Mehrzahl
(62,1%) befand sich im CDC-Stadium A oder B.

Parameter Ergebnisse

Dauer der HIV-Infektion | Jahre Median (range) 8 (0-27)

Transmission MSM n (%) 183 (86,7)
heterosexuell n (%) 6 (2,8)
Endemiegebiet n (%) 52.4)
i.v. Drogenabusus n (%) 524)
unbekannt n (%) 12 (5,7)

CDC-Stadium A n (%) 85 (40,3)
B n (%) 46 (21,8)
C n (%) 77 (36,5)

Tabelle 7: HIV-spezifische Parameter des Patientenkollektivs

Zum Zeitpunkt der Untersuchung erhielten 160 (75,8%) Probanden eine ART mit einer
medianen Therapiedauer von 2 Jahren (Spannweite 0—19 Jahre). Die Verteilung der

Substanzen ist in Tabelle 8 dargestellt.

ART bei Einschluss n (%) 160 (75,8)
Dauer der ART Jahre Median (range) | 2 (0-19)
ART Substanzen: NRTI | Tenofovir n (%) 105 (49,8)
Backbone Abacavir n (%) 31 (14,7)
Zidovudin n (%) 11(5,2)
andere n (%) 4(1,9)
ART-Substanzen: Proteaseinhibitoren | n (%) 82 (38,9)
Kombinationspartner NNRTI n (%) 54 (25,6)
Integraseinhibitoren | n (%) 6 (2,8)
CCR-5-Inhibitoren | n (%) 1(0,5)
Mehr als 1 Klasse | n (%) 12 (5,7)
CD4-Zellzahl /ul Median (range) | 500 (20—1.900)
HI-Viruslast /ml Median (range) | 19 (19-2.160.000)

Tabelle 8: Antiretrovirale Therapie und Immunstatus des Patientenkollektivs
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Im Median lag die Zahl der CD4-Helferzellen bei 500/ul (Spannweite 20—1.900/ul). Die
HI-Viruslast lag im Median bei 19 Kopien/ml (Spannweite 19—2.160.000). Der grofte Teil
der Probanden (n=139 Probanden (65,9%)) war mit einer Viruslast unter der

Nachweisgrenze virologisch stabil eingestellt.

3.2 Zytologische Befunde:

In 127 Fillen (60,2%) wurde ein unspezifischer oder normaler zytologischer Befund
erhoben. 3 Fille (1,4%) wurden als ASC-US beschrieben. Eine LSIL lag in 51 (24,2%),
eine HSIL in 23 Fillen (10,9%) vor. Ein Plattenepithelkarzinom (squamous cell
carcinoma, SCC) wurde in einem Fall (0,5%) beschrieben. 7 Fille (3,3%) waren

zytologisch nicht auswertbar oder fehlten.

Zytologische Befunde

140
120
100
80
60
40

20
3 7
0 1 —

unspezifisch/ ASCUS LSIL HSIL SCC keine Aussage/
normal fehlend

Abbildung 15: Zytologische Befunde, nach Bethesda klassifiziert

3.3 Proktoskopische Befunde

Bei 13 Patienten (6,2%) wurde proktoskopisch in der Nativbeurteilung der Verdacht auf
eine Dysplasie erhoben. Eine Ubersicht iiber die weiteren Befunde gibt Tabelle 9.
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Proktoskopischer Befund n (%)
Entziindung Entziindung vorhanden 17 (8,1)
Keine Entzlindung vorhanden 194 (91,9)
Kondylom Kondylom vorhanden 56 (26,5)
Kondylom nicht vorhanden 155 (73,5)
Dysplasie Dysplasie vorhanden 13 (6,2)
Dysplasie nicht vorhanden 198 (93,8)

Tabelle 9: Ergebnisse der nativen Proktoskopie (optischer Eindruck)

3.4 Video-chromoendoskopische und histologische Befunde

Bei 111 Probanden (52,6%) wurde der Verdacht auf eine anale Dysplasie erhoben und
entsprechende Region gezielt biopsiert. Hiervon wurde bei 61 Proben (54,9%) der Befund
einer AIN erhoben. Weitere Befunde waren entziindliche Verdnderungen, Hyper- und
Parakeratosen, hyperplastisch-regenerative Verdnderungen, Condylomata acuminata und
Rektumschleimhaut-Inseln. In Abbildung 16 sind die histologischen Befunde mit ihrer
Haufigkeit aufgefiihrt.

Histologische Befunde dysplasieverdéachtiger Areale
(n=111)

AN [ 24 (11,4 %)
AN 2 |, 30 (14,2%)
AN [ 7 (33%)
Entziindung _ 15 (7,1 %)
Hyper-/Parakeratose [N 14 (6,65)
Plattenepithelhyperplasie/Regeneratepithel [ NN NN 1: (5,7 %)
condylomaacuminatum [ 8 (3.8 %)

Rektum-Mukosainsel l 1(0,5 %)

0 5 10 15 20 25 30 35

Abbildung 16: Histologische Befunde gezielter Biopsien dysplasieverdéchtiger Areale
Neben dysplasiesuspekten Arealen wurden bei allen Probanden ungezielte Biopsien aus
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dem normal erscheinenden Anoderm entnommen. Hiervon waren 106 von 211 Biopsaten
(50,2%) auch histologisch unauffallig. In 26 Fillen (12,3%) wurde histologisch eine AIN
beschrieben. Abbildung 17 zeigt die Verteilung der pathologischen Befunde aus den

ungezielten Biopsien des Gesamtkollektivs.

Histologische Befunde aus ungezielten Biopsien
(n=211)

AN I 15(7,1%)

AN2 [l 10 (4,7 %)

AIN3 | 1(0,5%)
Entzindung [ 36 (17,1 %)
Hyper-/Parakeratose [ 11 (5,2 %)
Plattenepithelhyperplasie/Regeneratepithel [ 21 (10 %)

Condylomaacuminatum [l 10 (4,7 %)

Plattenepithelkarzinom | 1(0,5 %)
Normalbefund | 106 (50,2 %)

0 20 40 60 80 100 120

Abbildung 17: Histologische Befunde ungezielter Biopsien aus normal erscheinendem
Anoderm

Insgesamt wurde bei 7 von 211 Probanden (34,6%) eine anale Dysplasie nachgewiesen.
Hierbei wurden Doppelnachweise (positiver Nachweis in sowohl der gezielten als auch
ungezielten Biopsie) beriicksichtigt und zu einem Einzelwert zusammengefasst. Bezogen
auf das Gesamtkollektiv lag eine AIN 1 bei 15,2%, AIN 2 bei 16,1% und eine AIN 3 bei
3,8% vor.
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Abbildung 18: Detektion von Dysplasien: kombiniert gezielte und ungezielte Biopsien

3.5 Virologische Ergebnisse

3.5.1 Humanes-Papillomavirus-Nachweis

Von den 211 Probanden konnten bei 192 HPV-PCRs durchgefiihrt werden. 19

Probeabstriche waren nicht verwertbar.

Bei 173 Probanden (90,1%) wurde ein HPV-Befall des Analkanals nachgewiesen. Von den
HPV-Subtypen wurde HPV 16 am hiufigsten nachgewiesen: in 71 Proben (37%). HR-
HPV-Typen wurden insegesamt 327 Mal gefunden. HPV-Niedrigrisikotypen wurden 122
Mal identifiziert. Die Abbildungen 19 und 20 stellen die Haufigkeitsverteilung der

einzelnen Subtypen ohne Beriicksichtigung von multiplem Befall dar.
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Abbildung 19: Haufigkeitsverteilung der HR-HPV-Subtypen im untersuchten Kollektiv
(n=173), Befall mit multiplen Subtypen nicht beriicksichtigt
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Abbildung 20: Hiufigkeitsverteilung der LR-HPV-Subtypen im untersuchten Kollektiv
(n=173), Befall mit multiplen Subtypen nicht beriicksichtigt
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Ein Befall mit multiplen HPV-Subtypen lag bei 110 von 173 Patienten (63,6%) vor. Von
diesen 110 Patienten lagen bei 100 (91%) HR-HPV-Typen vor. Bei einer Anzahl von mehr
als 2 Subtypen lagen bei nahezu allen Probanden HR-Subtypen vor. Abbildung 21
demonstriert die Verteilung der Patienten mit multiplem Befall in Abhéngigkeit der Anzahl
an Subtypen.
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Abbildung 21: Verteilung des HPV-Befalls anhand der Anzahl an HPV-Subtypen (Ordinate).
Blau: Gesamtzahl der Patienten. Orange: Anteil der Patienten mit HR-HPV-Typen

3.6 Bakteriologische Ergebnisse

Bei 6 Probanden (3,1%) wurde Neisseria gonorrhoeae mittels PCR nachgewiesen. Bei 18
Personen (9,1%) lag ein Befall mit Chlamydia trachomatis vor, ebenfalls mittels PCR

nachgewiesen.

3.7 Univariate Analysen

Zur Untersuchung auf pradiktive Faktoren fiir die Entstehung von analen Dysplasien
wurde das Kollektiv in Subgruppen ohne und mit histologischem Dysplasienachweis

(letztere bestehend aus Dysplasienachweis aus gezielten und ungezielten Biopsien)
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unterteilt. Analysiert wurden die Faktoren Geschlecht, Alter, Dauer der HIV-Infektion,
Transmissionsweg, CDC-Stadium, ART bei Einschluss, Dauer der ART, CD4-Zellzahl,
HI-Viruslast, Ergebnis der analen Chromoendoskopie (Dysplasieverdacht vs. keinen

Verdacht), anale Zytologie und HPV-Nachweis.

3.7.1 Geschlecht und Alter

Bei einem sehr geringen Frauenanteil (n=9 (4,3%)) unter den Probanden erreichte der
Geschlechtervergleich kein signifikantes Niveau (p=0.17). Das mediane Alter war in
beiden Gruppen nahezu gleich, so dass auch hier keine Signifikanz in der Pradiktion analer

Dysplasien vorlag (p=0.61).

Verteilung in Subgruppen

Parameter Patlenter} mit Patienten | p-Wert
nachgew1esener ohne AIN
AIN
minnlich . 72 (35.6) 130 (64.4)
Geschlecht weiblich n (%) 1(11.1) 8839 |17
Alter Jahre [median | , 4 5 5 73, 44 (24-75) | 0.61
(range)]

Tabelle 10: Pridiktoren von analer Dysplasie, univariate Analyse, Geschlecht und Alter

3.7.2 HIV-spezifische Ergebnisse

Die Dauer der HIV-Infektion zur Zeit des Einschlusses in die Studie war mit einem
Median von 8§ Jahren in dem Kollektiv ohne Dysplasienachweis ldnger als im Kollektiv mit
Nachweis (Median 6 Jahre, p=0.07). Auch der Transmissionsweg (MSM vs. die anderen
Transmissionswege zusammengefasst, p=0.29) erwies sich ebenso wie der Vergleich der
Kollektive im AIDS-Stadium CDC C sowie in den Nicht-AIDS-Stadien CDC A und B als
nicht signifikant unterschiedlich (p=0.1). Ob die Patienten bei Studieneinschluss eine ART
einnahmen (p=0.86), spielte ebenso wenig eine Rolle wie die Dauer der ART bei

Studieneinschluss (p=0.17).
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Ein Signifikanzniveau unter 0.05 wurde bei dem Faktor HI-Viruslast (p=0.035) erreicht.

Ein hohes Signifikanzniveau wies die Verteilung der CD4-Zellzahl (p<0.001) auf.

Verteilung in Subgruppen

Patienten mit

Parameter . Patienten p-Wert
nachgewiesener ohne AIN
AIN
Dauer der HIV- Jahre [median
Infektion (range)] 6 (0-27) 8 (0-27) 0.07
Transmissions- | MSM o 66 (36.1) 117 (63.9)
gruppen andere n (%) 7 (25.0) 21 (75.0) 0.29
. non-AIDS o 39 (29.8) 92 (70.2)
CDC-Stadium AIDS n (%) 32 (41.6) 45 (58.4) 0.10
ART bei ja o 56 (35.0) 104 (65.0)
Einschluss nein n (%) 16 (32.7) 33 (67.3) 0.86
Dauer der ART Jahre [median |} 5 )9, 2(0-19) | 0.17
(range)]
/uLL [median . 533 (59—
CD4-Zellzahl (range)] 419 (20-1.630) 1.900) <0.001
. /mL [median 19 19 (19—
HI-Viruslast (range)] (19-740.000) | 2.160.000) | 2032

Tabelle 11: Pridiktoren von analer Dysplasie, univariate Analyse, HIV-spezifische Ergebnis-

Se

3.7.3 Ergebnisse der Chromoendoskopie, Zytologie und Virologie

Der optische Eindruck der analen Chromoendoskopie (p<0.001), die anale Zytologie
(p<0.001) und der Nachweis von HPV11 (p=0.03), HPV16 (p=0,005), HPV18 (p=0,003),
HPV45 (p=0,008) und HPV66 (p=0,04) erreichten signifikante Werte bezogen auf den

histologischen Nachweis einer analen Dysplasie.
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Verteilung in Subgruppen
p Patienten mit . p-
arameter . Patienten
nachgewiesener ohne AIN Wert
AIN
Anale Dysplasie-
Chromoendoskopie | Verdacht n (%) 62(50.0) 62(50.0) <0.001
(optischer Normalbefund ° '
Eindruck) 11(12.6) 76 (87.4)
Jede Dysplasie 41 (54.7) 34 (45.3)
Anale Zytologie n (% <0.001
yioTog ;‘;rt‘;ilgeie OO 13 235 104 (76.5)
HPV 11 positiv o 13 (59.1) 9 (40.9)
HPV 11 negativ | " *) |56 (32.9) 114 (67.1) | %03
HPV 16 positiv o 35(49.3) 36 (50.7)
HPV 16 negativ | ") [34 (28.1) 87(71.9) | 200
HPV 18 positiv o 20 (58.8) 14 (41.2)
. HPV 18 negativ | ™) [49(31.0) 109 (69.0) | 9003
HPV-Nachweis
HPV 45 positiv n (%) 14 (63.6) 8 (36.4) 0.008
HPV 45 negativ ° 55(32.4) 115 (67.6) '
HPV 66 positiv o 9(64.3) 5(35.7)
HPV 66 negativ | ™) [60 (33.7) 118 (663) | 294
gile;teypen Kein signifikanter Unterschied

Tabelle 12: Pridiktoren von analer Dysplasie, univariate Analyse, Ergebnisse der Chromo-
endoskopie, Zytologie und Virologie

3.8 Multivariate Analyse hinsichtlich der Pridiktoren einer analen Dysplasie

Zur vertiefenden Evaluation wurden drei Modelle multivariater Analysen auf die Daten
angewandt (logistische Regression). Eingeschlossen wurden Parameter, die in den
univariaten Analysen signifikante Unterschiede aufwiesen, sowie Faktoren, die in der

Literatur als fiir die AIN bedeutsam beschrieben wurden (siche Einleitung).

Entsprechend der univariaten Analyse erreichte der Nachweis einer HPV-Infektion in allen
drei Modellen Signifikanz. Das Vorliegen von HPV erhoht das Risiko fiir anale Dysplasien
etwa um den Faktor 9 (odds ratio 8.48 bis 9.86 in den drei Modellen). Eine CD4-
Helferzellzahl unter 500/pl stellt ebenfalls mit einer odds ratio zwischen 2.33 und 2.48 und
p-Werten von 0.02 und 0.01 in den drei Modellen einen Risikofaktor fiir anale Dysplasien

dar.

HI-Viruslast, Alter und Transmissionsweg erreichten keine Signifikanz.
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. 95%
Parameter Odds ratio Konfidenzintervall p-Wert
Modell 1
HPV-Positivitit 9.86 1.26-77.0 0.03
CD4-Zellzahl < 500/uL 2.33 1.18-4.61 0.02
HIV-Last (pro Logstufe 0.96 0.77-1.19 0.68
Kopien/ml)
Modell 2
HPV- Positivitét 9.38 1.20-73.47 0.03
CD4-Zellzahl < 500/uL 243 1.21-4.86 0.01
HIV-Last (pro Logstufe 0.94 0.75-1.17 0.58
Kopien/ml)
Alter (fiir jedes Personenjahr) 0.99 0.96-1.02 0.42
Modell 3
HPV- Positivitét 8.48 1.07-66.95 0.04
CD4-Zellzahl < 500/uL 2.48 1.23-4.97 0.01
HIV-Last (pro Logstufe 0.94 0.75-1.17 0.58
Kopien/ml)
Alter (fiir jedes Personenjahr) 0.99 0.96-1.02 0.39
Transmission MSM 1.61 0.57-4.57 0.37

HPV: Humanes Papillomavirus
MSM: Minner, die Sex mit Méadnnern haben

Tabelle 13: Multivariate Analyse hinsichtlich der Pridiktoren einer analen Dysplasie

3.9 Diagnostische Genauigkeit

Zur Errechnung der diagnostischen Genauigkeit wurde zum einen der gesamte Zeitraum
der Studie (2007-2013) untersucht. Da es sich bei der ACE um ein schwer zu erlernendes,
durch Ubung und Erfahrung gewinnendes Verfahren handelt, wurde eine zweite Phase

(2011-2013) separat analysiert.

Fiir den Gesamtzeitraum der Studie erreichte die ACE eine Sensitivitdt von 85%. Die
Spezifitit betrug 55% fiir alle AIN-Stadien. Der positive pradiktive Wert (PPW) lag bei
0.5. Der negative pradiktive Wert lag mit 0.87 deutlich hoher.

Bezogen auf die verschiedenen Stadien der AIN war die Sensitivitit fiir hohergradige
Lisionen besser (AIN 2: 94%, AIN 3: 88%), ebenso der negative pradiktive Wert (AIN 2:
0.98, AIN 3: 0.99).

In Phase 2 der Studie wurde die Sensitivitit insgesamt hoher (fiir alle AIN-Stadien: 93%,
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AIN 2: 96%, AIN 3: 100%). Dieser Trend war auch beim negativen pradiktiven Wert zu
verzeichnen (AIN gesamt: 0.94, AIN 2: 0.98, AIN 3: 1.0). Tabelle 14 gibt eine Ubersicht
der diagnostischen Giite bezogen auf die AIN-Stadien.

ACE Dysplasie AIN 1 AIN 2 AIN 3
(alle Stadien)

| Komplette Studie (2007-2013)

Sensitivitit 0.85 0.75 0.94 0.88
Spezifitit 0.55 0.44 0.48 0.42
Positiver pradiktiver Wert 0.50 0.19 0.26 0.06
Negativer pradiktiver Wert 0.87 0.91 0.98 0.99

| Studienphase 2 (2011-2013)

Sensitivitit 0.93 0.87 0.96 1.0
Spezifitit 0.51 0.40 0.44 0.38
Positiver pradiktiver Wert 0.47 0.16 0.27 0.05
Negativer pradiktiver Wert 0.94 0.96 0.98 1.0

Tabelle 14: Diagnostische Giite der analen Chromoendoskopie (ACE) bei der Detektion
analer Dysplasien
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4. Diskussion

HIV-kranke Ménner und Frauen haben unabhingig von ihrer antiretroviralen Therapie und
threr Immunsituation ein erhohtes Risiko, an einem Analkarzinom zu erkranken [51]. Sie
erkranken wesentlich frither als Gesunde und weisen schlechte therapeutische Erfolgsraten
auf [63]. Das Analkarzinom ist nach westlichen Standards zwar gut behandelbar, kann
jedoch bei zu spdter Diagnose zu einem erheblichen Verlust an Lebensqualitét fithren. Das
Erkrankungsrisiko kann durch Fritherkennung und konsequente Therapie der Vorlaufer-
Lision, der AIN, kontrolliert werden [51, 129]. Daher erscheint es sinnvoll und notwendig,
dem Risikokollektiv der HIV-Positiven eine Fritherkennungsmafinahme anzubieten.

Entsprechend wurde 2013 erstmals hierzu eine Leitlinie veroffentlicht [41].

Die Datenlage zu diagnostischen Standards im analen Dysplasiescreening ist diirftig.
Aufgrund der pathogenetischen Analogie zum Zervixkarzinom wurden die empfohlenen
Untersuchungsverfahren aus der Gynékologie iibertragen. So sind die anale Zytologie und
die mit einem Kolposkop durchgefiihrte Anoskopie gegenwirtig der diagnostische

Standard [61] und werden in der Regel nur von Dermatologen angeboten.

Die Analzytologie eignet sich als alleiniges Mittel aufgrund ihrer schlechten Sensitivitét
nicht. Nahas et al. ermittelten 2009 fiir alle drei AIN-Stadien eine Sensitivitdt von 61% mit
einer Spezifitdt von 60%. Fiir hochgradige Dysplasien lag die Sensitivitidt nur bei 16%,
allerdings mit hoher Spezifitit (97%) [98]. Wir fanden in 39,8% eine abnormale
Analzytologie. Dies deckt sich mit anderen Studien, die Werte zwischen 38 und 47%,
abhingig von der Hohe der CD4-Zellzahl, beschreiben [26, 129, 150].

Die geringe Anzahl an Studien, die sich mit der hochauflosenden Anoskopie befassen,
spiegelt die schlechte Verfligbarkeit dieser Methode wider. Es gibt eine einzige
Veroffentlichung, die die HRA im gleichen Kontext wie unsere Arbeit iiberpriift [56]. Mit
der Absicht, breiter verfiigbare Verfahren zu evaluieren und einzufiihren, nutzten wir die in
den letzten Jahren erheblich verbesserte Technik der hochauflésenden Endoskopie und
untersuchten sie — in Kombination mit der Chromoendoskopie — als
Fritherkennungsverfahren im Rahmen einer prospektiven Studie. So wére jeder mit
entsprechender Technik ausgestattete Gastroenterologe in der Lage, ein solches Screening

durchzufiihren.

62



211 Patienten wurden in der Klinik fiir Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie
des Universitétsklinikums Diisseldorf sowie in der Klinik fiir Allgemeine Innere Medizin,
Gastroenterologie und Infektiologie des Krankenhauses der Augustinerinnen, Koln,
rekrutiert. Das Patientenkollektiv bestand groBtenteils aus HIV-positiven Méinnern
mittleren Alters, die sich beim Sex mit Mannern infiziert hatten. Der Altersmedian lag bei
45 Jahren, die Erstdiagnose der HIV-Infektion lag im Median 8 Jahre zuriick. Unser
Kollektiv spiegelte die gute Versorgung HIV-Kranker in Deutschland wider: Der grofite
Teil erhielt bereits seit ldngerer Zeit eine ART, die Viruslast war im Median niedrig, und

die Mehrzahl der Patienten befand sich in einem Non-AIDS-Stadium.

Durch die hochauflésende anale Chromoendoskopie wurden bei 34,6% der Untersuchten
anale Dysplasien nachgewiesen. Der Anteil an hohergradigen Dysplasien (AIN 3) war mit
3,8% verhéltnismiBig gering, in der Mehrzahl der Fille lagen AIN 1 (15,2%) oder AIN 2
(16,1%) vor. Die Studie von Giminez et al. wies vergleichbare Werte fiir die Anoskopie
nach, allerdings mit anderer Verteilung der Schweregrade (39,1% anale Dysplasien
allgemein, 25% niedriggradige AIN (AIN 1 und 2 zusammengefasst), 14,1% AIN 3) und
berechnete fiir die HRA eine Sensitivitdit von 90% mit einer Spezifitdt von 19,2%. Der

PPW lag bei 41,7%, der NPW bei 75%.

Die diagnostische Leistung unseres Verfahrens war mit einer Sensitivitdt von 85% sehr
gut. Insbesondere bei hohergradigen Lésionen war die Sensitivitdt hervorragend (AIN 2:
94%,; AIN 3: 88%). Auch hinsichtlich des negativen Vorhersagewertes erreichte das
Verfahren exzellente Werte: bezogen auf Dysplasien allgemein 94%, bei AIN 3 sogar
99%. Die hochauflosende anale Chromoendoskopie ist also ein effektives Verfahren zur
Detektion von analen Dysplasien und eine hocheffektive Methode zum Ausschluss

hochgradiger AIN.

Schwichen weist die ACE in der Spezifitit (55%) und im positiven Vorhersagewert (50%)
auf. Minderfarbende Areale innerhalb des Anoderms kommen nicht nur bei Dysplasien,
sondern auch bei benignen Lisionen wie Parakeratosen, Rektumschleimhautinseln und
inflammatorischen Verdanderungen vor. Es ist nicht moglich, diese anhand des optischen
Eindruckes von Dysplasien zu unterscheiden. Somit bleibt die histologische Sicherung der

Verdachtsdiagnose auch fiir das Verfahren der ACE unumgénglich.

Die anale Chromoendoskopie ist eine technisch anspruchsvolle Untersuchung, die viel

Ubung erfordert bei flacher Lernkurve. Zur Evaluation dieser Tatsache fiihrten wir eine
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Trendanalyse durch, indem wir die diagnostische Performance der zweiten Hilfte des
Studienzeitraumes (2011-2013, Phase 2) mit den Gesamtergebnissen verglichen. In Phase
2 stieg erwartungsgeméil die Gesamtsensitivitit (93%) wie auch die Sensitivitit fiir jede
einzelne Dysplasiestufe (AIN 1: 87%; AIN 2: 96%; AIN 3: 100%) an. Auch der negative
Vorhersagewert besserte sich auf 94% bezogen auf alle Dysplasiestufen. Die Spezifitit fiel
jedoch in allen Bereichen, ebenso wie der positive Vorhersagewert, ab. Erklaren ldsst sich
dieses Phanomen moglicherweise durch die geschulteren Augen der Untersucher, die in
der zweiten Phase insbesondere niedriggradige AIN aber auch nicht-neoplastische
Liasionen besser erkannten. Allerdings beweist die geringere Spezifitdt bei hoherer
Sensitivitit in Phase 2 auch, dass es trotz viel Ubung nicht mdglich ist, anhand des

optischen Eindruckes benigne von dysplastischen Lasionen zu unterscheiden.

Dennoch erfiillt die ACE zwei Anforderungen: Sie erkennt mit hoher Sensitivitdt anale

Dysplasien, und sie schlieBBt mit groBer Sicherheit insbesondere hochgradige AIN aus.

Bislang wurde eine einzige Studie aus Brasilien verdffentlicht, die mit dem Vorgehen
unserer Studie vergleichbar ist. Hierbei wurde die Methode der kolposkopischen
Anoskopie nach topischer Behandlung mit Essigsdure auf Sensitivitit und Spezifitét
untersucht [56]. Die Ergebnisse unseres hier evaluierten Verfahrens liegen sehr nahe an
den Daten aus Brasilien und lassen schlussfolgern, dass die ACE eine valide und effektive

diagnostische Methode ist.

Anale Chromoendoskopie | Anoskopie mit Kolposkop
[56]
Sensitivitdt 0.85 0.9
Spezifitit 0.55 0.19
Positiver pradiktiver Wert 0.5 0.42
Negativer pradiktiver Wert 0.87 0.75

Tabelle 15: Vergleich anale Chromoendoskopie/Anoskopie mit Kolposkop

Die deutsch-osterreichische Leitlinie sieht als primares Screeningverfahren eine anale

Zytologie vor, die in iliber 40% pathologisch sein kann [26, 129]. Im diagnostischen
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Algoritmus wird als weiterfithrende Maflnahme die hochauflésende Anoskopie oder die
anale Chromoendoskopie empfohlen. Vergleicht man die Studienergebnisse beider
Verfahren, zeigt sich, dass die ACE eine der hochauflésenden Anoskopie mindestens
gleichwertige Methode ist. Fiir beide Untersuchungsverfahren sollten groflere prospektive

und vergleichende Studien eine solidere Basis fiir die Leitlinienempfehlungen schaffen.

Im Rahmen unserer Untersuchungen wurden aus ungezielten Biopsien aus endoskopisch
normalem Anoderm bezogen auf die Gesamtdauer der Studie 15,1% AIN nachgewiesen. In
Phase 2 hatte sich dieser Wert mehr als halbiert (7,1%), was wiederum als Lerneffekt der
Untersucher gewertet werden kann. Eine Studie, in der die diagnostische Wertigkeit
ungezielter Biopsien wihrend HRA untersucht wurde (n=391), wies in 9,8% hochgradige
AIN nach [133]. In unserer Studie wurde eine einzige AIN 3 mittels ungezielter Biopsie
ermittelt, so dass die Wertigkeit dieser Maflnahme von untergeordneter Bedeutung ist.
Vergleiche mit chromoendoskopischen Screeningmethoden beim Barrett-Osophagus
stiitzen dies: Ungezielte Quadrantenbiopsien bringen keinen zusétzlichen Nutzen zum
chromoendoskopischen Screening [117]. Uberdies zeigen neuere Daten im gleichen
Kontext, dass die neuesten technischen Verfahren in der Endoskopie — virtuelle und reelle
Chromoendoskopie eingeschlossen — zu einer hoheren Treffsicherheit gezielter Biopsien

fithren und ungezielte Biopsien eher in den Hintergrund treten werden [29].

Allerdings weist unsere Studie auch Limitationen auf. In der Probandenauswahl lag ein
Selektionsbias, da sich viele der Patienten in stationdrer Behandlung befanden — zum Teil
auch wegen HIV-abhéngiger Erkrankungen. Dies hatte sicherlich einen Einfluss auf die
HIV-abhingigen Variablen des Gesamtkollektivs. Zudem wurde die Indikation zur
Endoskopie oft wegen des Verdachtes auf eine infektiose Erkrankung gestellt. Hierdurch
erklart sich wohl auch der hohe Nachweis von Chlamydia trachomatis (> 9%). Das
Vorliegen einer rektoanalen Infektion hat potentiell den optischen Eindruck der
Endoskopie beeinflusst. Hier wire eine weitere Studie, die ausschlieBlich klinisch gesunde,

asymptomatische HIV-Patienten untersucht, wiinschenswert.

Das Verfahren ist abhingig vom optischen Eindruck und der Erfahrung. Beides ist
untersucherabhéngig. Dieser Einschrinkung wurde versucht entgegenzuwirken, indem alle
Untersucher von derselben Person trainiert und supervidiert wurden. Dennoch muss
angenommen werden, dass die Untersuchungsqualitdt heterogen war, was einerseits die
Studienergebnisse sicherlich beeinflusst hat, andereseits jedoch auch die Realitét eines

flichendeckenden Einsatzes dieser Methode widerspiegelt.
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Unsere Methode weist zwar eine sehr hohe Sensitivitit auf, die Spezifitit ist jedoch wie bei
der HRA gering. Hier sollten weitere Studienansitze eine Besserung erzielen. Denkbar
wiren alternative oder zusitzliche Férbeverfahren oder mikroskopisches Imaging im
Rahmen der Endoskopie zur besseren Differenzierung der malignen von den benignen

Lésionen.

AbschlieBend wire eine Studie, die die anale Chromoendoskopie mit der hochauflosenden

Anoskopie direkt vergleicht, wiinschenswert.

Die Analkarzinomvorsorge bei HIV-Positiven ist ein vergleichsweise junges
Themengebiet, das auf einer kleinen Datenbasis fullit. Dennoch sind die Aussichten
spannend, und gegenwértige Studien wie die TECAIN-Studie der Universitétsklinik Essen,
eine Vergleichsstudie verschiedener Therapiemodalititen der AIN, geben Hoffnung auf

eine Versorgungsoptimierung dieses Patientenkollektivs.
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6. Anhang: Patientenaufklirung und Einwilligung

Aufklarung/Einwilligung zur Teilnahme
an einer Studie zur hochauflosenden Aufkleber

Endoskopie in der Diagnostik analer Dysplasien

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient,

Ihnen ist angeboten worden, an einer Studie zur Diagnostik von Gewebeverdnderungen im
Analkanal teilzunehmen. Dies geschieht vor dem Hintergrund, dass einerseits Vorldufer
von bosartigen Erkrankungen im Analkanal relativ hdufig bei HIV-Infizierten auftreten
und andererseits noch keine Standards fiir die Diagnosestellung existieren. Ziel der Studie
ist eine Verbesserung der Erkennung dieser Erkrankungen.

Bei Thnen ist eine endoskopische Untersuchung des letzten Teils des Darmes sowie des
Darmausganges mit modernen Methoden geplant. Hierbei wird in einer normalen flexiblen
Endoskopie mit einer auf das Endoskop aufgebrachten Kappe vorgegangen. Die
Untersuchung wird nach Darmentleerung mittels eines kleinen Einlaufes durchgefiihrt. Sie
erhalten eine Spritze in die Vene, die Sie wiahrend der Untersuchung schlafen ldsst. Hierbei
handelt es sich nicht um eine Narkose.

Wihrend der Untersuchung wird ein Farbstoff auf die Haut bzw. Schleimhaut aufgebracht,
um die genannten Verdnderungen besser zu erkennen. Da dieser Jod enthilt, sollte die
Untersuchung nicht durchgefiihrt werden, wenn eine Jodallergie bei Thnen bekannt ist. Die
Féarbung kann Ortliche Reizzustinde hervorrufen, die in der Regel rasch von selbst
verschwinden. Es werden kleine Gewebeproben, sogenannte Biopsien, aus der Oberflache
der Darmschleimhaut entnommen. Diese werden auf Verdnderungen, die das Risiko einer
bosartigen Erkrankung andeuten, untersucht. Die Entnahme kann dazu fiihren, dass eine
Blutung im Gefolge auftritt, die jedoch in der Regel spontan zum Stillstand kommt. Falls
sogenannte ,,Dysplasien®, also Vorldufer von bosartigen Erkrankungen, gefunden werden,
wird Thnen unabhdngig von dieser Studie eine Therapie angeboten werden, um der
Entwicklung einer Krebserkrankung vorzubeugen. Hier kann z.B. eine Behandlung mit
ortlich wirksamen Medikamenten erforderlich werden. Thr Arzt wird Thnen bei Bedarf auch
Kontroll-Untersuchungstermine vorschlagen, um den weiteren Verlauf der Erkrankung zu
beobachten und gegebenenfalls erneut zu behandeln.

Die Anwendung der Endoskopie erfolgt unter Anwendung etablierter Methoden der
Gastroenterologie, hierbei soll auf die Beachtung von minimalen Verdnderungen im
Bereich des Darmausganges besonderer Wert gelegt werden. In vielen Zentren erfolgt die
Diagnostik mit anderen bildgebenden Methoden. Die in der Studie eingesetzte Technik ist
weniger eingreifend als viele gingige Verfahren, da die Untersuchung mit einem Gerét
durchgefiihrt wird, das flexibel und schmal ist. Auch eine Dehnung des Darmausganges
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mit einem Spekulum wird nicht erfolgen. Weiterhin ist eine Narkose nicht erforderlich, da
Sie eine Spritze erhalten, die sie schlafen ldsst. Insgesamt ist von einem sehr geringen
Risiko fiir Nebenwirkungen oder Komplikationen auszugehen, die sich nicht von denen
der iiblichen Enddarmspiegelung unterscheiden. Das Untersuchungsverfahren wird im
Gesprach mit ihrem Arzt und auf dem zusitzlich ausgehédndigten Informationsbogen
erliutert. Die Studie dient der Datensammlung, um Erkenntnisse liber den Nutzen der
Endoskopie zu gewinnen. Sie wurde von der zustindigen Ethikkommission positiv
bewertet.

Sie werden durch ein Gesprach mit Threm Arzt und mit Hilfe der iiblichen Texte fiir die
Endoskopie aufgeklirt. Zogern Sie bitte nicht, Fragen zu stellen und Unklarheiten mit
Ihrem Arzt zu klaren. Die Risiken der Endoskopie gehen nicht iiber die iiblichen, wie im
Aufklarungsbogen und im Gespréach genannt, hinaus.

Ihre Daten werden gespeichert und pseudonymisiert weiterverarbeitet. Es gilt
selbstverstindlich die idrztliche Schweigepflicht. Aus den Aufzeichnungen wird kein
Riickschluss auf Thre Person moglich sein. Auch eine wissenschaftliche
Veroffentlichung erfolgt ohne Nennung lhres Namens. Sie konnen jederzeit die
Zustimmung zur Studienteilnahme zuriickziehen, ohne dass Thnen daraus Nachteile
entstehen.

Einwilligung: Ich erklére, dass ich iiber die Studienteilnahme ausreichend aufgeklért
worden bin und Gelegenheit zur Klarung von Fragen bestand. Ich erkldre hiermit meine
Zustimmung zur Studienteilnahme, zur Entnahme von Gewebeproben und zur Speicherung
meiner pseudonymiserten Daten. Ich weill, dass ich jederzeit meine Einwilligung
zuriickziehen kann, ohne dass mir daraus Nachteile entstehen.

Ort, Datum: ........ccooovvviiiiiinnn. Proband: ...,

Datum: ..................... ATZt: oo (Name: ........cooviiiiiiiinnne. )

77



Danksagung

Mein oberster Dank gilt Professor Dr. med. Mark Oette, der die Untersuchungstechnik, die
Gegenstand der vorliegenden Studie ist, entwickelt hat, die Studie initiiert und betreut hat
und mir die Mdglichkeit gegeben hat, die Technik zu erlernen. Sie ist ein fester Bestandteil
meiner drztlichen Tatigkeit geworden und wird auch kiinftig von mir weitergefiihrt
werden.

Aber nicht nur diese Studie verpflichtet mich zum Dank. Professor Oette hat mir in den 10
Jahren unserer Zusammenarbeit die Gastroenterologie und Infektiologie in all ihren
Facetten beigebracht. Mir personlich am wichtigsten war jedoch seine Vermittlung des
kritischen Hinterfragens sowohl im é&rztlichen Alltag als auch in wissenschaftlichen
Fragestellungen. In dieser Eigenschaft hat Professor Oette mich im &rztlichen Denken und
Handeln stark geprigt, und ich danke ihm hierfiir zutiefst.

Ich danke Claudia Miiller fiir die unverzichtbare Hilfe bei der Vervollstindigung der
Daten. Ferner danke ich meinem Freund und Kollegen Dr. med. Johannes Haes fiir das
Korrekturlesen und die angenehme Zusammenarbeit. Ebenso danke ich Anne Heigl fiir das
Korrekturlesen der englischen Zusammenfassung.

Ich bin den Patienten dankbar, die in die Teilnahme der Studie eingewilligt haben und von
denen ein groBer Teil noch immer regelméBig zu den Untersuchungen und Behandlungen
kommt.

Meinen geliebten Eltern, Adolf und Waltraud Schiinemann, und meinen Briidern, Thomas
und Holger, danke ich von Herzen fiir ihre Unterstiitzung in allem, was ich tue.
Abschliefend gilt mein herzlichster Dank Michael Schulz, ohne dessen Unterstiitzung ich

es nicht geschafft hitte, diese Arbeit zu Ende zu bringen.



