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. Zusammenfassung

I. Zusammenfassung

Die regelmiBige gynidkologische Krebsvorsorge mittels PAP-Test hat zu einer betrécht-
lichen Reduktion der Inzidenz und Mortalitit des Zervixkarzinoms beigetragen. Aller-
dings hat die PAP-Zytologie als singuldrer Abstrich eine begrenzte Sensitivitdt, um zer-
vikale Prikanzerosen zu erkennen. Im Gegensatz dazu ist der HPV-Test ein hochsensiti-
ver Test. Jedoch kann dieser nicht zwischen klinisch relevanten ,,transformierenden® und
voriibergehenden ,.transienten” Infektionen unterscheiden, weswegen ein zuséitzlicher

Marker fiir ein effizientes Screening sinnvoll ist.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Leistungsfihigkeit der p16™%4¥/Ki-67-Dop-
pelfirbung (CINtec® PLUS) mit den Ergebnissen der Zytologie sowie der Histologie
(Probeexzision und/oder Konisation) zu vergleichen. Insgesamt wurden 350 Fille die
zwischen Dezember 2008 und August 2012 aus einer Dysplasie-Sprechstunde der
Frauen-klinik des Universitdtsklinikums Diisseldorf stammten, in die Studie einbezogen.
Die Priparate entsprachen dabei konventioneller Zytologie und enthielten mindestens

eine leichte Dysplasie (Gruppe IIID (MN2), I[IID1 (MN3) bzw. LSIL).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Sensitivitit der p16™*4?/Ki-67-Doppelfir-
bung am eigenen Material bezogen auf das zytologische Untersuchungsergebnis bei
68,5% lag, die Spezifitit bei 65,5%, der positive Pradiktionswert bei 91,4% und der ne-
gative Pridiktionswert bei 27,9% lagen. Ahnliche Kombinationen von Werten ergaben
sich auch im Vergleich fiir die histologischen Biopsie-Diagnostiken (68,7%; 60,6%;
88,2%; 31,0%) bzgl. aller 350 Fille sowie bzgl. einem Teilkollektiv von 184 histologi-
schen Konisation-Diagnostiken (71,7%; 38,9%; 91,5%; 13,0%). Fiir die der Studie vor-
liegenden Fille kann man schlussfolgern, dass sich die p16™%4/Ki-67-Doppelfirbung
(CINtec® PLUS) zur Identifizierung von CIN II+ nicht als Suchtest eignet, da die Ergeb-
nisse fiir die Sensitivitdt wie auch fiir die Spezifitit zu gering ausfielen, wohingegen so-
wohl der hohe positive Pridiktions- als auch der niedrige negative Priadiktionswert der
Doppelfarbung auf eine klinisch gut nutzbare Anwendung als Bestdtigungstest oder Re-

flextest hindeutet.



II. Abstract

I1. Abstract

Regular gynaecological cancer screening using the PAP test has contributed to a consid-
erable reduction in the incidence and mortality of cervical cancer. However, as a singular
smear, the PAP cytology has a limited sensitivity to detect cervical precancerous lesions.
In contrast, the HPV test is a highly sensitive test. On the other hand, it cannot distinguish
between clinically relevant ,,transforming* and temporary ,,transient™ infections, which

is why an additional marker is useful for efficient screening.

The aim of this work is to compare the performance of the pl16/Ki-67 double staining
(CINtec® PLUS) with the results of the cytology and the histology (biopsy and/or coni-
zation). A total of 350 cases from a dysplasia consultation at the gynaecological clinic of
the University Hospital Diisseldorf between December 2008 and August 2012 were in-
cluded in the study. The preparations corresponded to the conventional cytology and con-

tained at least one mild dysplasia (group I1ID (MN2), IIID1 (MN3) or LSIL).

The results of this work show that the sensitivity of the p16/Ki-67 double staining on our
own material based on the cytological examination result was 68,5%, the specificity led
to 65,6%, the positive prediction value resulted in 91,4% and the negative prediction
value was 27,9%. Similar combinations of values were also found in the comparison for
the histological biopsy diagnostics (68,7%; 60,6%; 88,2%; 31,0%) for all 350 cases and
for a sub-collective of 184 histological conization diagnostics (71,7%; 38,9%; 91,5%;
13,0%). For the cases presented in the study, it can be concluded that the p16/Ki-67 dou-
ble staining (CINtec® PLUS) is not suitable as a search test for identifying CIN II+, as
the results for sensitivity and specificity were too low, whereas both the high positive
predictive value and the low negative predictive value of the double staining indicate a

clinically useful application as a confirmatory or reflex test.
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1. Einleitung

1. Einleitung

Durch FritherkennungsmalBBnahmen ist es insbesondere in den vergangenen 50 Jahren,
ndmlich seit der Einflihrung der gynékologischen Krebsvorsorge im Jahr 1971, gelungen
die Inzidenz und die Mortalitdt des Gebdrmutterhalskrebses in Deutschland deutlich zu
senken. Erste Ansétze hierzu reichen aber viel weiter zuriick; zwei besonders wesentliche

Aspekte sollen im Folgenden erdrtert werden.

1.1. Historie der Pravention des Zervixkarzinoms

Zur Vermeidung einer vollstindigen Hysterektomie - somit zur Gebarmutterbewahrung,
und dariiber hinaus zur Fertilitatserhaltung der Frau - mussten friihdiagnostische Verfah-
ren entwickelt werden. Diese beiden Entwicklungen, die zur Verbesserung der Karzi-
nomdiagnostik und Karzinomtherapie des weiblichen Genitalbereichs gehoren, fallen in
die 20er Jahre. Dem norddeutschen Gyndkologen Hinselmann ist die Einfiihrung der Kol-
poskopie im Jahr 1924 zu verdanken. Diese erlaubt eine 3,5-20-fache Vergroferung der
Zervix und trigt somit zur verbesserten visuellen Gebdrmutterhalsdiagnostik und damit
zur Frithdiagnostik sichtbarer Lasionen bei, aus denen simultan auch Gewebeproben fiir

die histologische Untersuchung gewonnen werden kdnnen.

Abb. 1: H. Hinselmann

(mit freundlicher Genehmigung vom Springer-Verlag)
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Die mithilfe der Kolposkopie durchgefiihrte sog. Schiller‘sche Jodprobe hat bis heute
Relevanz und geht auf dessen Namensgeber, den dsterreichisch-amerikanischen Medizi-
ner Schiller, zuriick. Dieser fand, dass die Abgrenzung zwischen atypischen und norma-
len Epithel unter dem Mikroskop scharf und sichtbar war. Er bemerkte auch, dass die
erstgenannten wenig bzw. kein Glykogen enthalten und daher mit einer 1%igen wéssrigen
Jod-Kali-Losung nachgewiesen werden konnen und, dass sie sich nur schwach hellbraun
bzw. ockerfarben darstellen oder gar ungefirbt bleiben, wohingegen sich die normalen

Epithelien dunkel(braun) anfirben [Schiller 1928; Bubendorf et al. 2011, S. 99f1].

Ein weiterer Durchbruch in der Frithdiagnostik ist die Einfiihrung der gyndkologischen
Abstrichzytologie, auch PAP-Test genannt. Der Mediziner Papanicolaou stellte in den
USA auf der Third Race Betterment Conference im Jahre 1928 diesen Test vor und be-
schreibt in dessen Publikation Proceedings of the Conference seine Untersuchungen und
Ergebnisse [Papanicolaou 1928]. Im Folgenden sind die wesentlichen Abstriche aus die-

ser Arbeit graphisch abgebildet und die Beobachtungen beschrieben:

Abb. 2: Eine ca. 120-fache Vergroflerung eines Vaginalab-
strichs mit squamosen Zellen und einer Vielzahl von Leukozy-
ten

Abb. 3: Eine ca. 120-fache Vergroflerung eines Vaginalab-
strichs mit Zervixkarzinom, wobei die Leuko- und Monozyten
als dunkle Gruppierungen erkennbar sind
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Abb. 4: Eine ca. 300-fache VergroBerung eines Vaginalab-
strichs mit Zervixkarzinom, wobei die Monozytengruppen
vergroB3erte hyper-chromatische Zellkerne aufweisen

(Abb. 2-4: mit freundlicher Genehmigung von John Wiley and Sons)

Jedoch fand dieser urspriingliche Beitrag keine grofle Beachtung. Erst die im Jahre 1943
zusammen mit Traut verdffentlichte Arbeit Diagnosis of Uterine Cancer by the Vaginal
Smear erbrachte die internationale Aufmerksamkeit [Papanicolaou und Traut 1943]. Die
erste Krebsfritherkennungsmethode war entwickelt und bleibt bis heute die standardma-
Big durchgefiihrte Screening-Methode der Exfoliativzytologie. In der Bundesrepublik
Deutschland ist seit 1971 der PAP-Test als Fritherkennungsuntersuchung im Rahmen der
gesetzlichen Krankenversicherungsleistung integriert. Ab dem 20. Lebensalter hatte jede
Frau gemdl der bis zum 31.12.2019 geltenden Regelung einen jéhrlichen Anspruch auf
eine gyndkologische Krebsvorsorgeuntersuchung. Diese Fritherkennungsmaf3inahme
fithrte innerhalb von dreifig Jahren zu einem drastischen Riickgang von ca. 60%-70% der
Inzidenz und Mortalitit an Zervixkarzinomen [Becker et al. 2008, S. 287; BMG 2012, S.
20]. Auch in der seit dem 1. Januar 2020 geltenden Neuregelung der gynidkologischen
Krebsvorsorge, die als zweites Standbein nunmehr die HPV-Testung mit berticksichtigt,
kommt der Zytologie eine weiterhin sehr wesentliche Rolle zu, auch wenn sich die Un-
tersuchungsintervalle bei Patientinnen ab 35 Jahren, solange die Zytologie unauffallig ist

und der HPV-Test negativ ausfillt, auf drei Jahre verlédngert haben.

Seit mehreren Jahrzehnten weill man inzwischen, dass Zervixkarzinome Folge einer
transformierenden Infektion mit humanen Papillomviren (HPV) sind. Hierauf wird in Ka-
pitel 1.2. ndher eingegangen. Die Entdeckung des high-risk humanen Papillomavirus-
Subtyps-16 (HR-HPV-16) im Jahre 1983 und weitere Beitrdge brachten zur Hausen 2008
den Nobelpreis fiir Medizin. Von dieser Entdeckung ausgehend erfolgte die weitere Spe-

zifizierung der HPV-Subtypen, unter anderem die Entdeckung weiterer low-risk- (z.B.
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HPV-6 und -11) und high-risk-Typen (z.B. HPV-18). Nach heutigem Wissensstand ist
bekannt, dass der Grof3teil der Frauen sich im Leben einmal oder mehrfach mit humanen
Papillomaviren infiziert, die Infektion jedoch mehrheitlich sowohl klinisch inapparent

bleibt, als auch nicht zum Gebarmutterhalskrebs fiihrt.

Die fokussierte Forschung fiihrte schlieBlich zu zwei verschiedenen Impfstoffen mit den
Handelsnamen Gardasil® und Cervarix®, welche in Deutschland zugelassen sind. Beide
Impfstoffe gewdhrleisten den Schutz gegen die bei Zervixkarzinom am haufigsten nach-
weisbaren Virustypen HR-HPV-16 und HR-HPV-18, wobei Gardasil® zusitzlichen
Schutz gegeniiber Virusinfektionen durch LR-HPV-6 und LR-HPV-11 bietet. Ein neuer
Impfstoff, als Gardasil 9 bezeichnet, ist seit Mitte 2015 in Deutschland zugelassen und
schiitzt gegen neun HPV-Typen (6, 11, 16, 18, 31, 33,45, 52 und 58). Die Stindige Impf-
kommission (STIKO) empfiehlt seit 2018 Miadchen und Jungen im Alter von 9 bis 14
Jahren, um die Krankheitslast durch HPV-assoziierte Tumoren zu reduzieren, sich gegen
HPV zu impfen [Eckart 2011, S. 136; Kreienberg et al. 2011, S. 379; Kaufmann et al.
2013, S. 368ff; RKI 2018].

1.2. Humane Papillomaviren (HPV)

1.2.1. Verlauf und Ubertragung der HPV-Infektion

Es wird vermutet, dass das kumulative Risiko im Verlauf eines Frauenlebens, sich mit
HPV zu infizieren, bei ca. 80% liegt. Frauen unter 30 Jahren sind am héufigsten betroffen.
Etwa zehn Prozent aller Frauen infizieren sich mit einem oder mehreren Virusstimmen
aus dem Bereich der high-risk HPV, von diesen erkrankt allerdings nur ca. 1%. Ungefdhr
70% der Infektionen bilden sich spontan zuriick [Nauth 2014, S. 174]. Nur wenn die
HPV-Infektion persistiert und transformiert wird, kann eine zervikale intraepitheliale Ne-
oplasie (CIN) entstehen und sich gegebenenfalls spiter ein invasives Karzinom entwi-

ckeln [Hillemanns et al. 2007, S. 2; Breitenecker 2009, S. 131].
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In einer Studie aus dem Jahr 1993 verdffentliche Ostdr Zahlen zur Wahrscheinlichkeit
der Regression, Persistenz und Progredienz von zervikalen intraepithelialen Neoplasien.
Bei einer HPV assoziierten CIN I kann in 57% der Félle eine spontane Regression eintre-
ten und in 32% der Fille persistieren. Nur in 11% der Félle geht eine leichtgradige Ver-
anderung der Zervix in ein Carcinoma in situ und in etwa 1% der Fille in ein invasives
Karzinom tiber. Bei einer CIN II bilden sich in 43% der Fille die Verdnderungen spontan
zuriick. In 35% der Fille persistiert die Dysplasie, ein Progress zum Carcinoma in situ
tritt in 22% der Félle auf und in 5% der Félle zum invasiven Karzinom. Bei einer CIN III
kann in 32% der Fille eine spontane Ausheilung eintreten. Zur Persistenz kann es in 56%
der Fille kommen. Eine schwergradige Lision hat die hochste Wahrscheinlichkeit zur
Progression und fiihrt in ca. 12% der Fille zur Entstehung eines invasiven Karzinoms
[Ostor 1993, S. 190]. Die durchschnittliche Progressionszeit bis zum Carcinoma in situ
betragt bei der CIN I (leichte Dysplasie) etwa 5-7 Jahre, bei der CIN II (médBige Dyspla-
sie) 3-4 Jahre und bei CIN III (schwere Dysplasie) etwa ein Jahr. Der Zeitraum von einer
initialen Lésion bis zur Invasivitidt kann im Durchschnitt etwa 10-15 Jahre betragen

[Kaufmann et al. 2013, S. 443f].

Die Ubertragung der HPV-Infektion erfolgt in erster Linie durch ungeschiitzten Ge-
schlechtsverkehr. Weitere wahrscheinlich assoziierte Faktoren fiir eine Infektion, die teil-
weise miteinander zusammenhingen diirften, werden folgendermallen aufgelistet [Brei-

tenecker 2009, S. 130; Petru et al. 2011, S. 73]:

e Alter der Frau bei Aufnahme eines regelmifBigen Geschlechtsverkehrs
e Zahl der Geschlechtspartner

¢ andere Geschlechtskrankheiten

¢ Anzahl der Geburten und Aborte

e sozioOkonomischer Status

¢ Nikotinabusus

e mangelhafte Genitalhygiene
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1.2.2. Genom-Struktur

Es sind derzeit mehr als 100 verschiedene humane Papillomavirus-Typen bekannt, die

sowohl die Haut, als auch die Schleimhéute infizieren kénnen (s. Abb. 5).

Anhand ihrer DNA-Eigenschaften kann man diese in fiinf Genera aufteilen (alpha, beta,
gamma, mu und nu), wobei die ersten beiden die grofiten Gruppen ausmachen und 90%
der derzeit identifizierten HPV-Typen beinhalten. Dies veranschaulicht auch die untere

Abbildung 5 nach Doorbar [Doorbar 2006, S. 526].

5
Gamma-papillomavirus
Mu-papiliomavirus &

~
Nu-papillomavirus

Abb. 5: HPV, welche die Zervix infizieren, gehoren der Gruppe alpha an

(mit freundlicher Genehmigung vom Portland Press)

Etwa die Hilfte der derzeit identifizierten HPV-Typen gehoren der Gruppe alpha an und
infizieren hauptsachlich den Anogenitalbereich. Aufgrund ihres onkogenen Potenzials
konnen viele dieser HPV-Typen einer von zwei unterschiedlichen Risikokategorien zu-
geteilt werden. Die Einteilung erfolgt in eine Hochrisikogruppe (high-risk HPV (HR-
HPV)) und in eine Niedrigrisikogruppe (low-risk HPV (LR-HPV)). Zu den HR-HPV Sub-
typen gehoren 16, 18, 31, 33, 35,45, 51, 52 sowie 56. Insbesondere Infektionen mit HPV-

16 oder HPV-18 konnen zur Entwicklung von pramalignen Lésionen oder gar malignen
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Lisionen, darunter auch des Zervixkarzinoms, fithren. Im Gegensatz dazu wird den LR-
HPV Subtypen 6, 11, 42, 43 sowie 44 kein entscheidendes onkogenes Potenzial zuge-
schrieben. Sie konnen gutartige Ldsionen wie anogenitale Warzen (Condylomata acumi-
nata) auslosen [Bubendorf et al. 2011, S. 122f]. Die {ibrigen vier Genera beta, gamma,
mu und nu infizieren bevorzugt die Haut, wobei die letzten drei genannten nicht kanze-

rogen sind.

Aus Doorbar entnommen folgt eine sehr anschauliche Genom-Code-Darstellung des

HPV-16 [Doorbar 2006, S. 528]:

E2 E2 E2 E2 TATA P97
#4 #3 E1 SPI#2 #1

/
/
LCR P97
7904/
Pi

670

Abb. 6: Genom-Code-Darstellung des HPV-16 [Doorbar 2006]

(mit freundlicher Genehmigung vom Portland Press)

Die Papillomaviren bestehen aus relativ kleinen, etwa 50 nm grof3en und unbehiillten Vi-
ruskapsiden, in denen die zirkuldre doppelstringige DNA mit einer Lange von etwa 8000
Basenpaaren vorliegt. Das virale Genom setzt sich aus acht open reading frames (ORF)
zusammen, die alle von einem DNA-Strang abgelesen werden. Diese Gene werden, neben
einem nicht-kodierten Abschnitt (LCR/URR/NCR), in zwei proteinkodierte Bereiche un-

terteilt, ndmlich zum einen in die early region (ER) sowie zum anderen in die /ate region
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(LR). Die erstgenannte enthilt sechs ORFs, und zwar E1, E2, E4, E5 sowie die Onkogene
E6 und E7, welche groftenteils fiir die virale Genexpression und Replikation verantwort-
lich sind. Die LR besitzt zwei ORFs, namlich das Haupt- (L1) bzw. das Nebenkapsidpro-
tein (L2), welche in der Endphase das virale Genom einhiillen, so dass es iiberlebens- und

infektionsfdhig bleiben kann [Trunk et al. 2005, S. 283f].
1.2.3. Ablauf der HR-HPV-Infektion

Die charakteristische anatomische Préadilektionsstelle des HPV-assoziierten Zervixkarzi-
noms liegt in der Regel im Bereich des Ubergangs von Ekto- zu Endozervix, der sog.
Transformationszone, in denen ein einschichtiges glanduldres Epithel auf ein mehrschich-
tiges nicht-verhorntes Plattenepithel trifft [Reuschenbach et al. 2011, S. 452]. Besonders
anfillig fiir Infektionen sind die Basalzellen des Plattenepithels. Den Infektionsverlauf

visualisiert die folgende Abb. 7 nach Doorbar [Doorbar 2006, S. 528]:

Virus Assembly/
Virus Release
ﬁ N B

Genome
Epidermis Amplification
Suprabasal

Genome Maintenance/
Cell Proliferation

Viral DNA

[ Genome Maintenance

po7  p670 p670

Cutaneous Mucosal

Abb. 7: Visualisierung eines Infektionsverlaufes [Doorbar 2006]

(mit freundlicher Genehmigung von Portland Press)

Durch Mikroldsionen begiinstigt, konnen sich die Humanen Papillomaviren an die Basal-
membran binden und somit die Basalzellen des Plattenepithels infizieren. Die durch HPV
hervorgerufenen Lisionen weisen stets ein monoklonales Wachstumsmuster auf, so dass

spater von mehreren infizierten Basalzellen nur eine Lédsion wichst [Miinger 2002]. Es
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wird vermutet, dass fiir diese Infektion bzw. Bindung primir Rezeptoren wie Heparan-
sulfatproteoglykane [Petterson et al. 2005] und sekundér das a6-Integrin [Evander et al.
1997] essentiell sind. Bei HPV-16 erfolgt die Endozytose in die Wirtszellen durch eine
Clathrin-Schicht und z.B. bei HPV-31 durch Clathrin-unabhingige Caveolae [Day et al.
2003, S.1; Doorbar 2006, S. 527]. Das virale Kapsid 16st sich mittels Endosomen auf und
wird durch Lysosomen abgebaut. Begiinstigt durch das Nebenkapsidprotein L2 gelangt
die virale DNA erst in das Zytosol und anschlie3end in den Zellkern [Richards et al. 2005,
S. 1552]. Das virale Genom vervielfacht sich als Episom, d.h. als extra-chromosomales
und autonom replizierendes DNA-Molekiil, in der Basalzellschicht in eher geringer Ko-
pienzahl (etwa 20- bis 100-fach pro Basalzelle) und bedarf dazu der Funktion des viralen
Replikationsproteins E2, welches E1 im nicht-kodierten Bereich rekrutiert. Diese beiden
Proteine dienen auch zur Teilung und zum Erhalt des Episoms in der Wirtszelle. Die je-

weiligen Entwicklungsstufen werden in Abschnitt 1.2.4. genauer erldutert.

Erst die Differenzierung der infizierten Basalzellen in die Suprabasalschicht ermdglicht
die Expression der viralen Gene. Dabei regulieren die early-region-ORFs E1 und E2 die
Aktivierung der librigen ER-ORFs und somit unter anderem der Onkogene E6 und E7
[Conway et al. 2009, S. 307]. Die Expression von E6 und E7 spielen eine bedeutende
Rolle bei der Entstehung von Dysplasien, welche, wie bereits oben erwéhnt, sich nur in

ca. 1% der Fille zu einem Karzinom entwickeln.

Das E6-Gen bindet das Tumor-Suppressorprotein p53, welches wiederum das zelluldre
Protein E6-AP (E6-associated protein) bindet, so dass insgesamt ein trimerer Komplex
entsteht. Dies verhindert die Apoptosefdhigkeit der Zellen durch Inaktivierung des p53.
Zudem fiihrt das Onkogen E6 zur Telomerase-Aktivitét, welches zum Erhalt der Zelltei-
lungsfahigkeit dient [Trunk et al. 2005, S. 286].

Von nicht minderer Bedeutung ist das Onkogen E7. Dieses Onkoprotein interagiert mit
der hypophosphorylierten Form des Retinoblastom-Proteins (pRB), welches mit dem

Transkriptionsfaktor E2F ein Retinomblastom-E2F-Transkriptionsfaktor-Komplex aus-
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macht. Diese Wechselbeziehung 16st den Komplex und E7 bindet sich mit pRB, wohin-
gegen E2F die fiir die virale DNA Replikation erforderlichen Zellproteine, wie Cyclin A
und Cylin E, aktiviert. Dies wiederum bedingt eine unkontrollierte und erhohte Zell-
proliferation, welche ein Karzinomwachstum fordert. Durch diesen Prozess kommt es
zusitzlich zu einer massiven Uberexpression des pl16™4_Proteins. Ferner 16st E2F das
Protein p142®F aus, dessen Expression in direktem Zusammenhang mit p16 steht, und
hemmt das MDM (murine double minute). Infolge dessen wird auch der p53 Anteil blo-
ckiert [Hillemanns et al. 2007, S. 3f; Trunk et al. 2005, S. 286f; Doorbar 2006, S. 530].

Die Funktion der Onkogene E6 und E7 werden in der folgenden Abb. 8 nach Trunk et al.
veranschaulicht [Trunk et al. 2005, S. 287]:

Abb. 8: Simulation des Zellzyklusablaufs bei der HR-HPV induzierten Karzinogenese [Trunk et a. 2005]

(mit freundlicher Genehmigung vom Springer-Verlag)

1.2.4. Zervikale Intraepitheliale Neoplasie

Die zervikale intraepitheliale Neoplasie, engl. cervical intraepithelial neoplasia (CIN),
ist eine Bezeichnung fiir abnorme Zellveranderungen in der Schleimhaut des Gebarmut-

terhalses, die durch histologische Untersuchungen festgestellt worden sind. Seitens der

10
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Weltgesundheitsorganisation (WHO) werden, um den Grad der Dysplasie wiederzuge-

ben, die Einteilungen eins bis drei verwendet [Hillemanns et al. 1997; Nauth 2014 S.

181f]. In der europdischen Nomenklatur werden die einzelnen CIN-Grade leichten, mitt-

leren bzw. schweren Dysplasien sowie dem Carcinoma in situ zugeordnet. Die in den
USA im Jahre 1988 [NCI 1989 S. 567ff] eingefiihrte und 2001 modifizierte Bethesda-

Nomenklatur ordnet die drei Formen der CIN in ein zweigliedriges System der plat-

tenepithelialen nicht-invasiven Lésionen (squamous intraepithelial lesions) ein. Unter-

schieden werden:

CIN I (leichte Dysplasie): Die abnormen Zellen differenzieren sich von der Ba-
salzellschicht in die Suprabasalschicht, die Ausdehnung bleibt jedoch auf das un-
tere Drittel des Plattenepithel begrenzt (LSIL = low-grade squamous intraepithe-

lial lesion)

(Remission ca. 57%, Persistenz ca. 32%, Progression ca. 11%)

CIN II (méBige Dysplasie): Die Trennung zwischen CIN II und CIN III ist flie-
end, in der Regel sind etwa zwei Drittel des Plattenepithels eingenommen (HSIL

= high-grade squamous intraepithelial lesion)

(Remission ca. 43%, Persistenz ca. 35%, Progression ca. 22%))

CIN III (schwere Dysplasie und Carcinoma in situ): Nahezu das gesamte Plat-
tenepithel ist in allen Schichten betroffen (HSIL = high-grade squamous in-

traepithelial lesion)

(Remission ca. 32%, Persistenz ca. 56%, Progression ca. 12%)

Die Angaben zur Remission, Persistenz sowie zur Progression stammen aus Ostor [Ostor

1993, S. 190].

11
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Die untere Abb. 9 stellt die unterschiedlichen Grade der Dysplasie dar [Doorbar 2006, S.
533]:
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Abb. 9: Dysplasie-Grade [Doorbar 2006] (mit freundlicher Genehmigung von Portland Press)

Die Verinderungen der einzelnen CIN-Formen findet auch ein Aquivalent in der zytolo-
gischen Nomenklatur, womit in Deutschland die gyndkologischen Abstriche beurteilt
werden. Sowohl in der bis zum 30. Juni 2014 giiltigen modifizierten Miinchner Nomen-
klatur II [Nauth 2014, S. 366], als auch in der seitdem eingefiihrten Miinchner Nomen-
klatur III [Griesser et al. 2013, S.1042-1048], die in manchen Punkten wesentlich starker
spezifiziert, werden Zellbilder mit leichter und mittlerer Dysplasie (CIN I, CIN II) als
Gruppe III D und Zellbilder mit schweren Dysplasien bzw. einem Carcinoma in situ (CIN
IIT) als Gruppe 1Va eingestuft. Da die Daten der vorliegenden Studie zu ihrem Zeitpunkt
nach der Miinchner Nomenklatur II klassifiziert wurden, lassen wir die neue Nomenklatur

auf3er Betracht.

Die folgende Tabelle zeigt die Gegeniiberstellung der WHO-Nomenklatur, Bethesda-
System und Miinchner Nomenklatur II zur Beschreibung histologischer und zytologi-

scher Befunde, sowie die diagnostische und therapeutische Empfehlung:

12
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Histologie

Zytologie

WHO-Nomenklatur

Bethesda-System

Miinchner

Diagnostische und
therapeutisches Vor-

gehen (bei Durchfiih-

(low squamous intraep-

ithelial lesion)

(CIN - Cervical Intra- (SIL - Squamous in- rung der Studie)
Nomenklatur IT
epithelial Neoplasia) traepithelial lesion)
Jéhrliche gynékologi-
) sche Vorsorge mit zyto-
Normales Zellbild PAPI )
logischer Kontrollunter-
suchung
Normal/NILM
(negative for intraepi- Zytologische Kontroll-
thelial lesion or malig- untersuchung, Zeitab-
stand je nach klini-
Entziindliche Verinde- nancy)
PAPII schem Befund, ggf.
rungen
nach vorheriger Ent-
ziindungsbehandlung
oder Hormongabe
ASC-US
(atypical squamous
cells of undetermined
significance) Kurzfristige zytologi-
Nicht-neoplastische sche Kontrolluntersu-
Verdnderungen, die mit ASC-H chungen, je nach klini-
, _ PAP III
einer HPV-Infektion (atypical squamous schem Befund, ggf. so-
assoziiert sind cells exclude) fortige histologische
Abklarung
AGC
(atypical glandular
cells)
Leichte Dysplasie — LSIL Zytologische und ggf.
CINI PAP IIID kolposkopische Kon-

trolluntersuchung in 3

Monaten; bei Persistenz

13
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iiber 1 Jahr histologi-
HSIL )
MaiBige Dysplasie — sche Abklarung
CIN II (high squamous in-
traepithelial lesion)
Schwere Dysplasie HSIL
oder Carcinoma in situ (high squamous in- PAP IVa
—CINIII traepithelial lesion) Histologische Abkla-
rung, ggf. nach kurz-
) fristiger zytologischer
Schwere Dysplasie
Kontrolle
oder Carcinoma in situ,
) ) ) PAP IVDb
invasives Karzinom
nicht auszuschlieen
SCC
' ' Histologische Abkla-
Invasives Karzinom (Squamous cell carci- PAPV
rung
noma)

Tabelle 1: Gegeniiberstellung der WHO/Bethesda/Miinchner-Nomenklatur zur Beschreibung von histolo-
gischen und zytologischen Befunden (modifiziert nach der IDA-Leitlinie ,,Pravention, Diagnostik und The-
rapie der HPV-Infektion und priinvasiver Lésionen des weiblichen Genitale* der Deutschen Gesellschaft
fiir Gynékologie und Geburtshilfe (DGGG) et al., IDA 2010, S. 13f; Nauth 2014, S. 366; Kaufmann et al.
2013, S. 453)

1.3. Diagnostische Verfahren in der Friiherkennung des Zervixkarzi-

noms

In diesem Abschnitt werden einzelne Techniken zur Fritherkennung des Gebarmutter-
halskrebses auf ihre Sensitivitit (Prozentsatz richtig ermittelter Kranker unter allen Kran-
ken), ihre Spezifitit (Prozentsatz richtig ermittelter Gesunder unter allen Gesunden), ih-
ren positiven Pradiktionswert (Prozentsatz der Vorhersage von Krankheitsdiagnosen,
welche sich im Nachhinein als richtig darstellen) und/oder negativer Pradiktionswert
(Prozentsatz der Vorhersage von zurecht als gesund diagnostizierten Befunden) hin néher

erlautert.
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1.3.1. Konventionelle Abstrichzytologie

Die konventionelle Abstrichzytologie ist die Standardmethode in der Fritherkennung des
Zervixkarzinoms und wird seit den 1970er Jahren in der Krebsvorsorge in Deutschland
angewandt, derzeit mit ca. 16,2 Millionen Fillen pro Jahr [Schneider 2014]. Fiir alle
Frauen ab dem 20. Lebensjahr wurden in der bis zum 31. Dezember 2019 geltenden Re-
gelung die Kosten einmal pro Jahr fiir diese opportunistischen Kontrolluntersuchungen
von den gesetzlichen Krankenkassen tibernommen [Kaufmann et al. 2013, S. 450; DKFZ
2015]. Seitdem gibt es fiir Frauen ab 35 Jahren eine modifizierte Regelung eines kombi-
nierten Screenings mit Zytologie und HPV-Testung, wihrend fiir Frauen unter 35 Jahren
das bisherige jahrliche zytologische Screening nach wie vor giiltig ist. Laut der in 1992
in Kraft getreten ,,Qualitidtssicherungsvereinbarung Zervix-Zytologie* der Kassendrztli-
chen Bundesvereinigung (KBV) ist jede fachlich befdhigte gynikologische Praxis in
Deutschland dazu verpflichtet, der KBV jahrlich Daten zur statistischen Erfassung bereit-
zustellen [KBV 2015, S. 7].

Das Zellmaterial wird mithilfe einer Biirste (z.B. Cytobrush, Cervex Brush) bzw. mit spe-
ziellen Holz- oder Plastikspateln (z.B. Szalay-Spatel) moglichst gezielt von der Transfor-
mationszone und von der Portiooberfliche entnommen. Das Zellmaterial wird dann
gleichméBig und diinn auf einen oder zwei Objekttrager abgestrichen und mittels Spray
oder Athylalkohol sofort durch den Untersucher fixiert. Als Standardfirbung wird die
Papanicolaou-Farbung eingesetzt. Bei der Mikroskopie werden diverse Kriterien der Zel-
len mikroskopisch beurteilt, insbesondere die Morphologie des Zellkerns und des Kern-
chromatins sowie die Kern-Plasma-Relation [Nauth 2014, S. 186ff].

Die Spezifitit des PAP-Tests wird mit {iber 90% angegeben [Petru et al. 2011]. Fiir hoch-
gradige zervikale Dysplasien variieren die Sensitivititswerte zwischen 20% - 50% [Kauf-
mann et al. 2013, S. 452]. Falsch-negative Diagnosen gehen nach iiblicher Schiatzung in
ca. zwei Drittel der Félle auf einen sogenannten Sampling Error zuriick, also auf Entnah-

mefehler oder -probleme, und zu ca. einem Drittel auf einen Screening Error zuriick, d.h.
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auf Ubersehen oder Fehlinterpretieren diagnostisch wichtiger Zellen [Wilkinson 1990, S.
823; Baltzer 1999, S. 266; Cohn et al. 2001, S. 540].

1.3.2. Fliissigkeitsbasierte Zytologie (FBZ)

Die fliissigkeitsbasierte Zytologie ((FBZ), engl. liquid based cytology (LBC)), dient zur
Herstellung von Diinnschichtpraparaten, daher wird es auch oft als Diinnschichtverfahren
bezeichnet. Dieses Verfahren soll dazu dienen, dass es bei der Ubertragung vom Entnah-
meinstrument auf die Objekttrager zu keinem Zellverlust kommt und dadurch die Aus-
beute an Zellen sehr hoch ist. Zudem reduziert es Verunreinigungen durch Blut, Schleim,
Leukozyten und Artefakte. Die Zellen werden ohne Uberlagerung, idealerweise als ein-
schichtiger Monolayer, auf kleine Fldchen aufgebracht. Dies soll ein leichteres Screening
und eine bessere Interpretation von Zellbildern erlauben. Aus dem Rest der Suspension
konnen weitere Zusatzuntersuchungen, wie z.B. die Anwendung des HPV-Tests, der mo-
lekularen Tests (p16, Hauptkapsidprotein L1) und der bakteriologischen Untersuchungen
durchgefiihrt werden, ohne die Patientin erneut einbestellen zu miissen. Allerdings hat
die FBZ auch Nachteile. Die Beurteilung der entziindlichen Verédnderungen und die bak-
terielle Flora sind mit ihr wenig oder gar nicht mdglich. Desweiteren machen die Inves-
titionen in die Gebrauchsmaterialien sowie in die Gerate es kostenintensiv [Nauth 2014

S. 376f; Bubendorf et al. 2011 S. 101f].

Seitens der US Food and Drug Administration (FDA) sind zwei LBC-Methoden zugelas-
sen. Dazu zéhlen das ThinPrep- und das SurePath-System. Bei beiden Diinnschichttech-
niken erfolgt die Zellentnahme mit einem Lamellentrdger oder Spatel. Das Zellmaterial
wird nicht direkt wie beim konventionellen Abstrich auf einen Objekttrager aufgetragen,
fixiert und gefarbt, sondern in einen Behilter mit Fixierfliissigkeit eingebracht. Bei der
erstgenannten Methode werden die Zellen durch Ansaugen mittels Mikroporenfilter kon-
zentriert und durch Sedimentation auf den Objekttriager aufgebracht. Bei der letzteren
Methode werden die Zellen mittels Zentrifugation durch einen Dichtegradienten gerei-
nigt, dann mittels erneuter Zentrifugation konzentriert und durch Sedimentation auf den

Objekttrager abgelagert [Nauth 2014 S. 376f; Bubendorf et al. 2011 S. 101f].
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Die Uberlegenheit dieser Methode im Vergleich zum konventionellen PAP-Test konnte
in Studien hinsichtlich der Sensitivitit und Spezifitdt nicht eindeutig bewiesen werden
[Siebert et al. 2003; Muth et al. 2003; Lelle et al. 2007; G-BA 2006; Arbyn et al. 2008].
In Deutschland ist die Methode innerhalb der gesetzlichen Krebsvorsorge erst seit dem
01.01.2020 zugelassen. Zuvor stand sie nur filir Leistungen auBerhalb des Vorsorgepro-
grammes zur Verfligung. Dies bedeutet, dass die Mehrheit der in Deutschland beurteilten

gynidkologischen Abstrichpréparate bislang konventionell aufgearbeitet wurde.

1.3.3. Kolposkopie

Das im Jahre 1924 vom deutschen Gynékologen Hinselmann entwickelte Kolposkop ist
eine Art Lupe mit Beleuchtung, welches durch die bis zur 20-fachen VergroBerung eine
genauere mikroskopische Untersuchung der Portio uteri erlaubt. Weiterentwickelte Ge-
rite finden auch heute noch in der Praxis Anwendung. Bei einem vorangegangenen zyto-
logischen PAP IIID-Befund (oder schwerwiegender) wird zur Abklérung dessen die Kol-
poskopie angewendet [Schneider et al. 2008, S. 151]. Sie ist also keine Methode im Rah-
men des allgemeinen Screenings, sondern kommt erst bei auffilligen Befunden, welche
ca. 1,5% der gynikologischen Vorsorgeabstriche betreffen, als Abklarungsmethode zum
Tragen. Da in dem seit dem 1. Januar 2020 geltenden neuen Abklarungsalgorithmus die
Kolposkopie sehr an Gewicht gewonnen hat, soll das Vorgehen bei dieser Untersuchung

kurz erldutert werden.

Die Schleimhaut des Gebdrmutterhalses wird mit einer 3%- bzw. 5%igen Essigsdure be-
tupft. Es zeigen sich je nach Ausprigung der Zellschichtungsstdrung typische weillliche
Verianderungen, die sich deutlich vom grauroten normalen Plattenepithel abheben. Als
weiterfithrende MaBnahme wird die Schiller'sche Jodprobe angewendet. Wie in Ab-
schnitt 1.1. erwédhnt, werden durch die Applikation der 1%-igen wéssrigen Jod-Jodka-
lium-Losung (KJJ2) die glykogenhaltigen Zellen (normales Epithel) dunkel(braun) ange-
farbt, wohingegen die glykogenarmen Zellen (atypisches Epithel) sich nur leicht firben
und gar ungeférbt bleiben [Baltzer 1999, S. 266f; Kiihn 2011, S. 450]. Somit kann mit-

hilfe der kolposkopischen Untersuchung unter Berlicksichtigung der Jodaufnahme, der
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Farbe, der Oberflichenbeschaffenheit, des GefdBabstandes sowie der Begrenzung der
identifizierten Léasion eine leichtgradige, miBige oder schwergradige Lision prognosti-
ziert werden. Hilfreich ist die Kolposkopie auch bei chirurgischen Eingriffen, so dass
gerade bei schwergradigen Lasion gezielter und gewebesparender vorgegangen werden

kann [Schneider et al. 2008, S. 151].

Allerdings weist die Kolposkopie als singulidre Untersuchung sowohl eine sehr niedrige
Sensitivitit (etwa 10%) als auch eine niedrige Spezifitit (hohe falsch-positiv Rate) auf,
was unnotige invasive Abkldrungen mit sich bringen kann. In Kombination mit der Zy-
tologie jedoch kdnnen Sensitivitdtswerte von iiber 90% erreicht werden [Petru et al. 2011,

S. 75].

1.3.4. HPV-DNA-Nachweisverfahren

Die bewihrten Methoden fiir den DNA-Nachweis einer HPV-Infektion sind der Hybrid

Capture 2 Test sowie Verfahren, die auf einer Polymerasekettenreaktion basieren.

Mit dem Hybrid Capture 2 Test (HC2) werden zwei HPV-Gruppen identifiziert, zum
einen die low-risk HPV-Typen sowie zum anderen die high-risk HPV-Typen. Einzelne
HPV-Genotypisierungen sind hiermit nicht realisierbar. Die Sekretprobe mit unbekann-
tem und infiziertem Virus-DNA-Doppelstrang wird durch Hitzedenaturierung in Virus-
Einzelstringe getrennt. Durch Hinzufiigen markierter Einzelstrang-DNA-Bruchstiicke
mehrerer bekannter low-risk bzw. high-risk HPV-Typen binden diese mit den komple-
mentidren Basensequenzen aneinander und bilden sog. Hybride, welche durch spezifische
Antikorper erfasst (engl. capture) werden. Mithilfe dieser markierten Antikdrper leuchten
die Hybride auf, so dass ein fluoreszenzoptischer HPV-Nachweis mdglich wird [Nauth

2014, S. 382].
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Bei der Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction (PCR)) wird die doppel-
stringige Virus-DNA, welche anschlieend vervielfiltigt wird, zunichst durch thermi-
sche Denaturierung in ihre Virus-Einzelstringe gespalten. Das Einsetzen hochspezifi-
scher Primer, die aus verkiirzten DNA-Einzelstringen bestehen, ermoglicht das Bilden
von Hybriden, da sie sich an die komplementdren Virus-Einzelstringe anlagern. Die Ver-
vielfiltigung erfolgt mittels Hinzufiigen von DNA-Polymerase, welches eine biochemi-
sche Kettenreaktion auslost und somit zu millionenfachen Testmaterialien fiihrt. Eine
wiederholte Denaturierung sowie die Hinzugabe von markierten Virustyp-spezifischen
Gensonden ldsst eine Vielzahl von Hybriden entstehen, die dann photometrisch leicht

nachweisbar sind [Nauth 2014, S. 382].

Anhand eines sehr umfangreichen Patientenkollektivs — Daten von mehr als 60.000
Frauen aus Nordamerika und Europa — wiesen nach Cuzick et al. bei der Identifizierung
von CIN II oder hohergradigen Lasionen iiber alle Altersgruppen die HPV-Testung und
die Zytologie folgende Werte auf [Cuzick et al. 2006, S. 1098]:

HPV-DNA-Test Zytologie
Sensitivitit 96,1% 53,0%
Spezifitit 90,7% 96,3%
PPV 15,5% 20,3%

Tabelle 2: Werte der HPV-Testung und der Zytologie bei der Identifizierung von CIN II+ [Cuzick et al.
2006]

Wie aus der Tabelle 2 entnommen werden kann, erzielt ein HPV-DNA-Test eine hohe
Sensitivitét. Trotz dieser hohen Sensitivitidt weisen einige Studien darauf hin, dass je nach
Grad der Lision, in 5%-30% der Fille keine viralen Infektionen identifiziert werden kén-
nen [de Cremoux et al. 2003, S. 493]. Eine vom gemeinsamen Bundesausschuss an das
Institut fiir Qualitdt und Wirtschaftlichkeit im Gesundheitswesen (IQWiG) in Auftrag ge-
gebene Studie konnte weder eine Befiirwortung noch eine Ablehnung bzgl. des HPV-
DNA-Tests als Primér-Screening aussprechen [IQWiG 2011]. Im Rahmen der Reform
der gynédkologischen Krebsvorsorge zum 1. Januar 2020 sind nun fiir Frauen ab einem

Alter von 35 Jahren der HPV-DNA-Test Teil des Screening-Programms geworden.
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1.3.5. L1 Kapsidprotein-Nachweisverfahren

Beim L1-Tumormarker-Nachweis erfolgt eine immunzytochemische Bestimmung des
Hauptkapsidproteins L1 des Humanen Papillomaviruses (HPV), so dass mithilfe von spe-
zifischen monoklonalen Antikorpern dieses L1 Hiillprotein in dysplastischen Zellen farb-
lich nachgewiesen wird. Das late region ORF L1 des HPVs wird wihrend der aktiven
Infektionsphase im Stadium der Virusreplikation (Stadium der CIN I und CIN II) synthe-
tisiert und somit fiir das Immunsystem als Antigen zur Verfiigung gestellt (s. auch Ab-
schnitt 1.2.2. und 1.2.3.). Von dieser Eigenschaft macht das Kapsidprotein-Nachweisver-
fahren Gebrauch, so dass die Remission bzw. Progression der Dysplasie bestimmt werden
kann. Bei einem L1-positiven Testergebnis geht man von einer Stimulation des Immun-
systems mit einer anschlieBenden Remission der Verdnderung aus. Bei einem L1-negati-
ven Testergebnis schlieit man auf eine fehlende Stimulation des Immunsystems und so-
mit auf ein Risiko, dass sich die Dysplasie ungehindert zum Karzinom weiterentwickeln
kann. Jedoch kann auch bei einer schweren Dysplasie (CIN III) ein L1-positives Tester-

gebnis erfolgen, sodass dieses Verfahren nicht immer eindeutig ist [Nauth 2014, S. 383].

In der prospektiven internationalen Multi-Center-Studie von [Mehlhorn et al. 2013]
wurde die prognostische Relevanz des L1 Kapsidproteins mit cytoactiv an 801 HPV high-
risk positiven Lisionen mit leichten bzw. méBigen Dysplasien (479 LSIL und 322 HSIL)
wéhrend einer Nachbeobachtungszeit von 54 Monaten untersucht. Die klinischen End-
punkte wurden histologisch als CIN III+ Progression, als CIN I/II fiir die stabile Erkran-
kungen und wiederholter negativer PAP-Abstriche als spontan klinische Remission be-
stitigt. Der Unterschied der klinischen Ergebnisse von HPV-L1-negativen und HPV-L1-
positiven Fillen war statistisch hoch signifikant (p < 0,001), unabhéngig von der Einstu-
fung in die leichte (LSIL) und die maBige Dysplasie (HSIL). Insgesamt hatten 296 von
471 L1-positiven LSIL/HSIL-Féllen eine spontane klinische Remission, aber nur 38 von
330 L1-negativen Féllen eine spontane klinische Remission. Dies ist eine gut 5-fach ho-
here Wahrscheinlichkeit fiir die klinische Remission der L1-positiven Félle im Vergleich
zu den L1-negativen Fillen (ca. 63% versus 12%). Ferner entwickelten sich nur 73 von
471 L1-positiven, aber 193 von 330 L1-negativen Fillen zu CIN III+. Dies ist ein fast 4-

fach hoheres Progressionsrisiko fiir L1-negative Fille (ca. 15% versus 58%). Die Rate
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der klinischen Remission war innerhalb der L1-positiven LSIL Félle am hochsten (224
von 328, d.h. ca. 68%), gefolgt von den L1-positiven HSIL-Féllen (72 von 143, d.h. ca.
50%) und am zweitniedrigsten innerhalb der L1-negativen LSIL Félle (29 von 151, d.h.
ca. 19%) sowie am niedrigsten innerhalb der L1-negativen HSIL Félle (9 von 179, d.h.
ca. 5%). Entsprechend diesen Ergebnissen lag die Progressionsrate innerhalb der L1-po-
sitiven LSIL Félle mit ca. 9% (30 von 328) am geringsten, gefolgt von den L1-positiven
HSIL Fillen mit ca. 30% (43 von 143) sowie von den L1-negativen LSIL Fillen mit ca.
52% (78 von 151) und mit ca. 64% (115 von 179) innerhalb der L1-negativen HSIL Félle
am hdochsten. Dies bedeutet, dass die L1-negativen LSIL-Félle gegentiber den L1-positi-
ven Fillen ein gut 5-mal hoheres Progressionsrisiko zu CIN III+ sowie die L1-positiven
HSIL-Félle gegeniiber den L1-negativen HSIL-Fillen eine fast 10-fach hohere Remissi-
onsrate hatten. Dies zeigt, dass LSIL und HSIL Mischungen unterschiedlicher Stadien
sind und dass die Morphologie selbst nicht vorhersagt, welche Lésion zuriickgehen oder
fortschreiten wird. Interessanterweise haben die L1-positiven HSIL-Félle (50%), eine
2,6-fach hohere Remissionswahrscheinlichkeit und ein 1,7-fach niedrigeres Progressions-
risiko als die L1-negativen LSIL-Fille (19%, p < 0,001). Die stabile Erkrankung wurde
bei ca. 22% (102 von 471) L1-positiven und bei 30% (99 von 330) L1-negativen Fillen
gefunden. Der Prozentsatz der stabilen Erkrankung war unabhingig vom L1-positiven
bzw. negativen Status sowie der LSIL bzw. der HSIL Klassifikation und reichte von ca.

20% bis ca. 31% [Mehlhorn et al. 2013].

1.3.6. DNA-Bildzytometrie

Zur Bestimmung von Malignitdt bzw. der Dignitdt zervikaler Schleimhautverdnderungen
ist die DNA-Bildzytometrie eine sehr aussagefdhige Methode, die aber nur an Schwer-
punkten zum Einsatz kommt. Dabei wird die numerische DNA-Aneuploidie als Marker
genutzt, um bei dysplastischen und zweifelhaften zytologischen Befunden die Krebsent-
wicklung vorherzusagen. Dafiir miissen die konventionellen zytologischen Abstrichpra-
parate entfarbt und spezifisch nach Feulgen angefarbt werden. Nach spezifischer Anfér-
bung der DNA wird die optische Dichte und Gréf3e von etwa 300 morphologisch auffil-
ligen Zellen gegeniiber von etwa 30 normalen Referenzzellen im selben Préaparat mittels

eines TV-Bildanalyseverfahrens im Mikroskop gemessen und grafisch in einem sog.

21



1. Einleitung

DNA-Histogramm dargestellt. Das DNA-Histogramm gibt Aufschluss dariiber, ob ein
numerischer euploider, polyploider oder aneuploider Chromosomensatz vorliegt [Bo-
cking et al. 1999, S. 28f.]. Bei einer DNA-Aneuploidie besteht die Wahrscheinlichkeit
von ca. 91% fiir Progression [Bocking 1990], wéhrend bei einer DNA-euploider oder
einer DNA-polyploider Werteverteilung mit einer 85%igen Wahrscheinlichkeit eine Re-
gression eintreten diirfte [Nauth 2014, S. 380f]. Fiir die genaue Vorhersage eines Plat-
tenepithelkarzinoms wird fiir CIN I und CIN II ein positiver Pradiktionswert von 84%
und fiir die Vorhersage reaktiver Verdnderungen ein negativer Pradiktionswert von 86%

angegeben [Bocking et al. 1999, S. 31].

1.3.7. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungsverfahren (FISH)

Im Vergleich zur DNA-Bildzytometrie ist die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung in der
Diagnostik empfindlicher [Bubendorf et al. 2011], aber wesentlich aufwendiger und letzt-
endlich auch teurer. Bei der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung werden Genomab-
schnitte mit spezifischen DNA-Sonden markiert und mit Hilfe eines fluoreszierenden
Farbstoffs in einzelnen Zellen nachweisbar gemacht. Der Virus-DNA-Doppelstrang wird
durch Hitzedenaturierung in Virus-Einzelstringe gespalten. Durch ein Hybridisierungs-
verfahren bindet die mit Fluoreszenzfarbstoff markierte DNA-Sonde der ebenfalls dena-
turierten FISH-Probe, an die komplementéren Stellen des Virus-DNA-Einzelstrangs an.
Die dadurch entstandenen hybridisierten fluoreszenzmarkierten DNA-Sequenzen konnen
mittels Fluoreszenzmikroskop mit einem entsprechenden Fluoreszenzfiltern dargestellt
und gezielt auf die Anzahl der Genkopien ausgewertet werden. Ein FISH-Verfahren mit
Sonden gegen HPV-DNA bestimmt die HPV-Typen 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 52,
53, 56, 58, 59, 66 sowie 82 [Savic et al. 2007].

Das hTERC als RNA-Anteil der humanen Telomerase, welche am Chromosomabschnitt
3926 kodiert wird, dient zur Telomerstabilitdt sowie dessen Langenregulierung. Das Gen
cMYC als Teil des Chromosoms 8 (8q24) gilt als Onkogen und begiinstigt iiber die Tu-
morentstehung. Unter simultaner Verwendung mehrerer Fluoreszenz-Farbstoffe kann die

Kopienzahl der Genkopien beider Gene in identischen Zellen bestimmt werden. Eine
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hohe Genkopienzahl deutet dabei auf eine Progression einer CIN-Lésion zu einem inva-
siven Karzinom hin [Obermann et al. 2013, S. 424{f; Kiibler et al. 2014, S. 825 f]. Unter
anderem zeigt die TERC-Analyse eine hohere Sensitivitit (90,0%) und Spezifitit (89,6%)
gegeniiber der konventionellen Zytologie (Sensitivitit 84,0%, Spezifitit 64,3%) [Ober-
mann et al. 2013, S. 424ff].

Trotz dieser Ergebnisse hat sich bisher das FISH-Verfahren in der Diagnostik an der Cer-

vix uteri nicht durchgesetzt.

1.3.8. Histologie

Bei auffilligen Zytologie- bzw. Kolposkopiebefunden mit Verdacht auf eine zervikale
Prikanzerose oder gar ein manifestes Karzinom (Pap IVa und hoher), in manchen Féllen
auch bei rezidivierenden mittleren Dysplasien (Pap IIID bzw. jetzt nach Miinchner No-
menklatur I1I: Pap IIID-2), ist eine histologische Abklarung indiziert. Dies geschieht mit-
tels unterschiedlicher bioptischer Verfahren, wie z.B. der Knipsbiopsie unter kolposko-
pischer Sicht, der Portioabschabung, der endozervikalen Kiirettage oder einem der ver-
schiedenen Konisationsverfahren. Das letztere Verfahren dient nicht nur zur diagnosti-
schen Klarung, sondern auch als therapeutische MaBBnahme. Bei dem ambulant durchge-
fithrten Eingriff wird der Konus mittels Skalpells, Laser oder elektrischer Schlinge her-

ausgeschnitten und in Formalinldsung fixiert.

Bei der Skalpellkonisation ist es von Vorteil, dass die Konusridnder histologisch genau
diagnostizierbar sind. Nachteilig sind hingegen unter anderem eventuelle Nachblutungen

und/oder Infektionen.

Fiir die Laserkonisation spricht, dass durch die Anwendung des Laserstrahls das umlie-
gende Gewebe geringer geschiadigt wird. Die Schnittrdnder des ausgeschnittenen Konus

sind blutungsfrei und kénnen dadurch schneller abheilen. Allerdings ist die histologische
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Beurteilung eingeschréinkt, da der Laserstrahl das zu entfernende Gewebe an den Schnitt-

randern thermokoaguliert und entsprechend morphologisch veréndert.

Bei der Hochfrequenz-Schlingenkonisation (Large Loop Excision of Transformation
Zone (LLETZ), Loop Electric Excision Procedure (LEEP)), die heute hdufig angewandt
wird, wird das zu entfernende Gewebe mittels diinner elektrischer Schlinge, die sich der
GroBe der Portio und dem zu entfernenden Gewebebezirk anpasst, entfernt. Bei geeigne-
ter Handhabung ist die histologische Diagnose der Schnittrander trotz der Hitzenekrose

beurteilbar [Baltzer 1999, S. 268ff; Baltzer et al. 2004, S. 536f].

Zur weiteren histologischen Untersuchung wird das gewonnene Prdparat unabhédngig
vom konkreten Entnahmeverfahren an den Pathologen weitergegeben und dort nach den

iiblichen Regeln des Faches aufgearbeitet.

In der Dissertation von Miiller aus dem Jahre 2015 wurden die zytologischen und histo-
logischen Befunde (485 Biopsien und 105 Konisaten) in der Gebarmutterhalskrebsdiag-
nostik miteinander verglichen. Es stellte sich heraus, dass die Korrelation zwischen der
Zytologie und der Histologie bei der Konisation gegeniiber dem Vergleich zur Biopsie
hoéher waren (ca. 57% versus ca. 43%), dies galt sowohl fiir die Fille von CIN I+ bei PAP
IIID+ (ca. 90% versus ca. 80%) als auch fiir die zugehorigen komplementéren Fille, also
ohne CIN Befund bei PAP IIID+ (ca. 10% versus 20%). Lediglich fiir den Fall von CIN
[T+ bei PAP IVa/IVb/V lagen die Werte gleich auf (ca. 89%) [Miiller 2015, S. 451].

In Analogie wurden in einer fritheren Studie von Mangold und Nauth aus dem Jahre 2008
zytologisch vorbefundete Félle der PAP-Gruppen IVa/IVb (CIN III-Verdachtsfille) mit
den histologischen Ergebnissen der Konisation und der Biopsie miteinander verglichen
(468 Proben). Dabei stellte sich heraus, dass auch hier die Treffsicherheit einer Konisa-
tion gegeniiber einer kolposkopisch gesteuerten Portiobiopsie iiberlegen war (ca. 79%

versus 27%) [Mangold und Nauth 2008].
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1.4. p16"™¥4/Ki-67-Doppelfirbung (CINtec® PLUS)

In der hier vorgelegten Studie geht es um den Stellenwert der p1 6™X4¥/Ki-67-Doppelfir-
bung Immunzytologie als zu erprobende weitere diagnostische Methode. Deswegen sol-
len jetzt das Prinzip und der biologische Hintergrund dieser Anwendung vorgestellt wer-
den. Da sich der Handelsname des Tests, CINtec® PLUS, weitgehend als einfachere Be-
zeichnung durchgesetzt hat, soll diese im Folgenden verwendet werden. Prinzipiell ist es
aber auch mdglich, beide einzelnen Schritte der Testung durch anderweitig erworbene

Antikorper nacheinander durchzufiihren.

Das CINtec® PLUS-Kit ist ein immunzytochemischer Test, der iiber die gleichzeitige
Doppelfirbung des Zellzyklusinhibitors p16™%4* und des Proliferationsmarkers Ki-67 in
einer oder mehrerer Zervixzellen im Abstrich Verdnderungen nachweisen kann, von de-
nen man sich verspricht, eine verlissliche Aussage iiber eine mdgliche Progression der

zugrunde liegenden Lision zu erhalten.

Nach Daten neueren klinischer Studien weist das CINtec® PLUS-Verfahren sowohl eine
hohe Sensitivitdt als auch eine hohe Spezifitit auf. Es dient zur Identifizierung von hoch-

gradigen zervikalen Dysplasien (CIN II+) innerhalb folgender Patientengruppen:

e der Gruppe von Frauen mit abnormen PAP-Befunden,
e der Gruppe von Frauen mit einem ASC-US-Befund und/oder LSIL-Befund, was
nach neuer Miinchner Nomenklatur III den Gruppen II-p und IIID1 entspricht,

e der Gruppe von Frauen mit negativem PAP-, aber positivem HPV-Befund.

In Kapitel 4 wird genauer auf die oben genannten Werte zur Treffsicherheit eingegangen.
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1.4.1. p16™NKéa

Durch die Wechselwirkung des Onkoproteins E7 mit dem Retinoblastomprotein (pRB)
wird die Funktion von pRB in den infizierten Zellen gechemmt. Die Hauptaufgabe des
pRB in normalen Zellen ist die Inhibition des zyklinabhingige Kinaseinhibitors p16™K4
[Khleif et al. 1996]. Dieser transkriptionshemmende Mechanismus wird durch die Akti-
vitit des Onkoproteins E7 herunter reguliert. Infolge dessen kommt es zu einer starken
Uberexpression von p16™&4 in HPV-assoziierten Lésionen. Daher ist p16™%* ein geeig-
neter Marker fiir die onkogene Aktivitdt des high-risk HPV E7 in differenzierten Zellen

der Basal- und Parabasalzellschicht. Im Gegensatz dazu ist in normalen Zellen der Cervix

uteri pl 6™%* immunzytochemisch nicht nachweisbar [Klaes et al. 2001].

1.4.2. Ki-67

Das Ki-67-Protein wurde im Jahre 1983 von Gerdes et al. entdeckt und ist durch den
monoklonalen Antikdrper-Prototyp Ki-67 definiert [Gerdes et al. 1983], der durch Immu-
nisierung von Miusen mit Kernen der Hodgkin-Lymphom-Zelllinie L428 erzeugt wurde.
Der Name stammt von dem Ausgangsort (Kiel) und dem 67. Antikérperklon einer Ver-
suchsreihe ab. Trotz erfolgter Genstrukturanalyse ist tiber die funktionelle Bedeutung des
Ki-67-Proteins wihrend der Zellproliferation insgesamt wenig bekannt. Jedoch ist es un-
bestreitbar, dass die Ki-67-Protein-Expression und die Zellproliferation eng miteinander
verkniipft sind [Scholzen et al. 2000]. Nach detaillierter Zellzyklusanalyse ist bekannt,
dass das Ki-67-Antigen in den Zellkernen der postmitotischen Wachstumsphase, Synthe-
sephase, Postsynthesephase (Gi-, S- und G2/M-Phasen) des Zellzyklus sowie in der Mi-
tose exprimiert wird. Jedoch ist es in den ruhenden Zellen der Go-Phase (Ruhephase) nicht
vorhanden. Wéhrend der iibrigen Zellzyklusphasen (Gi, S und G) kann das Ki-67-Anti-
gen ausschlieBlich im Zellkern nachgewiesen werden. In der Mitose wird der Grofteil
des Proteins auf die Oberfliche der Chromosomen verlegt [Gerdes et al. 1984]. Da das
Ki-67-Antigen in allen proliferierenden Zellen vorhanden ist, macht die Anwesenheit die-

ser Struktur es zum ausgezeichneten Marker zur Bestimmung der Wachstumsfraktion ei-
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ner gegebenen Zellpopulation [Scholzen et al. 2000]. Aus diesem Grund werden die An-
tikorper gegen das Ki-67 Protein zunehmend als prognostische Einschédtzung in verschie-

denen Typen von humanen Neoplasien verwendet [Brown et al. 1990].

1.5. Ziel der Studie

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Leistungsfihigkeit der kombinierten CINtec®
PLUS-Methode an bekannten Zervix-Abstrichen am Patientengut des Schwerpunktes
Cytopathologie der Heinrich-Heine-Universitéit Diisseldorf zu ermitteln. Untersucht wur-
den dazu insgesamt 350 zytologische Proben, die insgesamt in sechs Krankheitsgruppen
(keine Dysplasie, leichte Dysplasie, médige Dysplasie, schwere Dysplasie, Carcinoma in
situ und invasives Karzinom) unterteilt wurden. Zu allen Féllen der Krankheitsgruppen
lagen die zeitnahen histologischen Vergleichsergebnisse aus Probeexzisionen oder Koni-
sationen vor. Dabei wurde eine Frist von 90 Tagen nicht tiberschritten, da man annimmt,
dass innerhalb dieses Zeitraumes an der zugrundeliegenden Lision keine signifikanten

biologischen Verdnderungen stattfinden.

Die Ergebnisse der p16™4¥/Ki-67-Doppelfirbung wurden mit den Befunden der Zytolo-
gie und der Histologie korreliert und auf statistische Kenngréen wie Sensitivitit, Spezi-

fitdt, positiver und negativer Pradiktionswert bezogen.

Zu der Studie liegt ein positives Ethikvotum seitens der Ethikkommission der Medizini-
schen Fakultit der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf (Nr. 4267 vom 17.05.2013)

VOor.
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2. Material und Methoden

2.1. Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv aus 350 Fillen stammt aus einer im Vorfeld durchgefiihrten Stu-
die, die sich mit der Korrelation zytologischer und histologischer Befunde in der Gebér-
mutterhalskrebsdiagnostik beschéftigte [Miiller 2015]. Es handelt sich um Abstrichpré-
parate der Cervix uteri die im Rahmen der Dysplasiesprechstunde der Frauenklinik der
Heinrich-Heine-Universitédt Diisseldorf zwischen Dezember 2008 und August 2012 an-
gefertigt und am Schwerpunkt Cytopathologie ausgewertet wurden. Dabei wurden die
Diagnosen gemédf der Gruppeneinteilung der seinerzeit giiltigen Miinchner Nomenklatur

II [Nauth 2014, S. 366] kategorisiert. D.h. wie folgt:

e keine Dysplasie Gruppe 1/ Gruppe 11
e leichte Dysplasie Gruppe 111D

e maifige Dysplasie Gruppe 111D

e schwere Dysplasie Gruppe [Va/b

e Carcinoma in-situ Gruppe IVa/b

e Karzinom Gruppe V

Sédmtliche zytologischen PAP-Befunde sowie die Ergebnisse der zeitnahen histologi-
schen Befunde lagen vor der Durchfiihrung dieser Studie bereits vor. Eine histologische
Klédrung erfolgte hiufig zeitgleich mit der zytologischen Untersuchung oder maximal 90
Tage danach. Somit lagen bei den 350 Abstrichen jeweils der PAP-Befund sowie die Er-
gebnisse der Probeexzisionen (PE) vor. Bei 184 Patientinnen wurde zusétzlich jeweils

eine Konisation durchgefiihrt.
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2.1.1. Altersverteilung des Patientenkollektivs

Bei den Patientinnen handelt es sich um Frauen im Alter zwischen 16 und 88 Jahren,
wobei das Lebensalter zum Zeitpunkt des jeweiligen ersten zytologischen Befundes er-

fasst wurde. Die Abb. 10 zeigt die Altersverteilung dieser Patientinnen.

H Anzahl d. Frauen im jeweiligen Alter

30

25

20
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16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 84 86 88

Abb. 10: Patientinnen sortiert nach Alter; Abszisse: Patientenalter; Ordinate: Patientenanzahl

Die meisten Frauen waren zwischen 27 und 35 Jahre alt. Dabei lag der Modalwert der
Altersverteilung bei 30 Jahren. Nur 6,0% (21 von 350) der Probandinnen waren 60 Jahre

oder dlter und lediglich eine Patientin war minderjéhrig.

Ferner veranschaulicht die untere Abb. 11 den Alters-Mittelwert von 35,2 Jahren sowie
den Alters-Median von 33,0 Jahren der insgesamt 350 Patientenfdlle. Die Standardabwei-
chung betrdgt 11,7 Jahre.
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Abb. 11: Préparate sortiert nach Patientenalter; Abszisse: Préparate; Ordinate: Patientenalter

2.2. Durchfiihrung der immunzytochemischen Untersuchung

Die gleichzeitige Immunfirbung der zervikalen zytologischen Proben fiir p16™%44/Ki-67
wurde mit dem CINtec® PLUS Kit (Roche mtm Laboratorien AG) gemil den Anweisun-
gen des Herstellers durchgefiihrt. Das Kit wurde entwickelt, um eine zweistufige im-
munzytochemische Féarbeprozedur an zervikalen zytologischen Proben durchzufiihren.
Die gebrauchsfertige Primér-Antikérperlosung, welche zum Nachweis der Antigene
dient, besteht aus einem monoklonalen Maus-Antikorper (Klon E6H4), welcher gegen
das menschliche p16™%43_Protein gerichtet ist, und einem monoklonalen Kaninchen-An-
tikorper (Klon 274-11 AC3), der gegen das menschliche Ki-67-Protein gerichtet ist. Die
verwendeten gebrauchsfertigen Visualisierungsreagenzien umfassen zum einen ein Poly-
mer-Reagenz mit konjugierter Meerrettichperoxidase und Ziege-Anti-Maus-Fab‘-Anti-
korperfragmenten (HRP) und zum anderen ein Polymer-Reagenz mit konjugierter alkali-
scher Phosphatase und Ziege-Anti-Kaninchen-Fab‘-Antikorperfragmenten (AP). Die An-
tikorper-Chromogen-Reaktionen, d.h. die HRP-vermittelte Umwandlung von 3,3°-Dia-
minobenzidin (DAB) Chromogen und die AP-vermittelte Umwandlung von Fast Red-
Chromogen, fiihren zur braunen Férbung an den p16-Antigenstellen und zur roten Far-
bung an den Ki-67-Antigenstellen. Nach der Gegenfarbung mit alkoholfreiem Hamatoxy-

lin werden die Priparate in einem Zwei-Schritt-Verfahren eingedeckt. Um das Verblassen
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des Fast Red Signals zu verhindern, miissen zunéchst die Proben mit dem im Kit enthal-
tenen wassrigen Mittel eingedeckt werden. Nach Trocknung werden die Objekttrager mit

einem Deckgldschen versehen und anschlieBend lichtmikroskopisch ausgewertet.

Ein Arbeitsvorgang mit 20 Objekttragern sowie einer Positivkontrolle dauert ca. vier

Stunden (genauer: 226 Minuten).

2.2.1. Entfernung der Deckgliser

Zur Vorbereitung des Testverfahrens werden die nach Papanicolaou gefarbten Préaparate
in eine 96%-ige Xylol-Losung eingelegt, so dass sich die Deckgléser in der Regel ohne
Zellverlust eigenstindig vom Objekttrager 16sen. Bei der Verwendung von élteren Pripa-

raten (> 1 Monat) gelingt dieses hiufig erst innerhalb von drei bis flinf Tagen.

2.2.2. Vorbereitung der Reagenzien

Um einen Test durchfiihren zu kdnnen, sollten die Reagenzien in ausreichenden Mengen

angesetzt und auf eine Raumtemperatur von etwa 20°C-25°C gebracht werden.

Zur Herstellung der Demaskierungslosung (Epitope Retrieval Solution) und des Wasch-
puffers (Wash Buffer) werden die 10-fach konzentrierten Losungen mit destilliertem
Wasser oder entionisiertem Wasser im Verhiltnis von 1:10 verdiinnt und in entsprechend
groflen Flaschen aufbewahrt. Bei dieser Studie wurde ausschlieBlich destilliertes Wasser

verwendet.

Fiir das Ansetzen der DAB-Gebrauchslosung werden zundchst 1 ml DAB-Substratlosung
in ein Reagenzgetill gegeben und ein Tropfen (25ul-30ul) des DAB-Chromogens hinzu-

gefiigt und vorsichtig gemischt. Die angesetzte Losung ist etwa acht Stunden haltbar. Die
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Fast Red Gebrauchslosung wird hingegen kurz vor dem Farbeverlauf angesetzt. Dadurch
wird die Farbintensitit gewéhrleistet und die Sensitivitdt aufrechterhalten. Einem Millili-
ter der einer Naphthol-Phosphat-Substrat-Losung wird ein Tropfen (40ul-45ul) des Fast

Red-Chromogens beigemengt und ebenfalls gemischt.

2.2.3. Rehydierung

Um die restlichen Riickstinde des Eindeckmediums zu entfernen, werden vor der Anti-
gen-Demaskierung alle zytologischen Proben zunéchst fiir 15 Minuten in frischem Xylol
eingelegt. Danach werden sie in eine absteigende Alkoholreihe fiir jeweils 5 Minuten
gegeben und im destillierten Wasser rehydriert. Alle Schritte, die im Folgenden zusam-

menfassend aufgefiihrt sind, sollten bei Raumtemperatur durchgefiihrt werden:

1. Inkubation der Préparate fiir 15 Minuten in frischem Xylol,
um restliche Riickstinde des Eindeckmediums zu entfernen
Inkubation der Préparate fiir 5 Minuten in 99% Ethanol
Inkubation der Préaparate fiir 5 Minuten in 96% Ethanol
Inkubation der Préaparate fiir 5 Minuten in 70% Ethanol
Inkubation der Priparate fiir 5 Minuten in 50% Ethanol

A i

Inkubation der Praparate fiir 5-20 Minuten im destillierten Wasser

2.2.4. Epitopdemaskierung unter Verwendung des Wasserbades

Thermoresistente Kiivetten werden mit der verdiinnten Demaskierungslosung (Epitope
Retrieval Solution (10x) mit destilliertem Wasser im Verhéltnis 1:10 verdiinnt) in ein
Wasserbad gegeben und auf mindestens 95°C erwérmt. Die Deckel miissen wéhrend der
thermischen Behandlung verschlossen sein, um etwa das Eindringen von Wasser aus dem
Wasserbad, die Verdampfung der Demaskierungslosung sowie die Senkung der Tempe-

ratur in den Kiivetten zu vermeiden. Die Temperaturkontrolle erfolgt mit einem digitalen
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Messgerdt. Nach Erreichen der gewlinschten Temperatur werden die Objekttrdger mits-
amt einer Positivkontrolle (Cintec Control Slide), welches zuvor fiir 5 bis 20 Minuten im
destillierten Wasser inkubiert worden ist, in die Kiivetten mit der vorgewéarmten Desmas-
kierungslosung eingelegt. Die Messung der Inkubationszeit von 10 (+/-1) Minuten bei
95°C-99 °C findet erst dann statt, wenn die Desmaskierungslosung in den Kiivetten eine
Temperatur von mindestens 95°C erreicht hat. Nach der thermischen Behandlung werden
die Kiivetten aus dem Wasserbad herausgeholt. Um das Abkiihlen der Demaskierungslo-
sung fiir 20 (+/- 1) Minuten bei Raumtemperatur zu beschleunigen, werden anschlieSend
die Kiivettendeckel entfernt. Ist die Temperatur auf 50°C oder geringer gesunken, werden
die Objekttrager in eine mit Waschpuffer (Wash Buffer (10x) mit destilliertem Wasser im
Verhiltnis 1:10 verdiinnt) gefiillte Kiivette gegeben und fiir 5 Minuten inkubiert.

2.2.5. Féirbeprotokoll

Die konventionellen Zytologiepriparate werden mit 300ul Reagenz pro Objekttriger be-
netzt. Die Farbung sollte in einer feuchten Umgebung durchgefiihrt werden, um die Aus-
trocknung der Prédparate zu vermeiden. In den folgenden Férbeschritten werden die Ob-
jekttrager jeweils bis zu dreimal in frischem Waschpuffer gespiilt (der Farbevorgang be-

tragt insgesamt ca. 2,5 Stunden):

1. Waschpuffer 5 Minuten
2. Peroxidase-Blockierungsreagenz 5 Minuten
3. Waschpuffer 5 Minuten
4. Primir-Antikdrperlosung (p16™844/Ki-67) 30  Minuten
5. Waschpuffer 5 Minuten
6. Visualisierungsreagenz HRP 15 Minuten
7. 3x Waschpuffer je 5 Minuten
8. Visualisierungsreagenz AP 15 Minuten
9. 3x Waschpuffer je 5 Minuten
10. DAB 10 Minuten
11. Destilliertes Wasser 5  Minuten
12. Waschpufter 5 Minuten

33



2. Material und Methoden

13. Fast Red 15  Minuten
14. Waschpuffer 5  Minuten
15. Destilliertes Wasser 5  Minuten

2.2.6. Gegenfirbung mit Himatoxylin

Zur Gegenfarbung werden die Praparate zunéchst fiir ca. 30 Sekunden in eine alkoholfreie
Himatoxylinlosung gestellt. AnschlieBend erfolgt fiir 30 bis 120 Sekunden die Inkubation
in einer Kiivette mit Leitungswasser. Unter laufendem Leitungswasser werden sie mehr-
mals gespiilt, bis keine Farbriickstinde mehr sichtbar sind. Danach werden sie kurz in

destilliertes Wasser gestellt.

2.2.7. Eindecken im Zwei-Schritt-Verfahren

Das Eindeckverfahren wird in zwei Schritten durchgefiihrt. Somit erreicht man eine hohe
Sensitivitit und verhindert das Ausbleichen des Fast Red-Chromogens. Nach Gegenfar-
bung werden die Objekttriager aus dem destilliertem Wasser herausgenommen. Man ldsst
die tiberschiissige Fliissigkeit ablaufen und wischt die Unterseite mit einem Papiertuch
ab. Acht Tropfen CINtec® PLUS Mount werden blasenfrei auf die Objekttriger aufge-
bracht, bis sie vollstindig bedeckt sind. Danach werden die Objekttréger in horizontaler

Lage tliber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet.

2.2.8. Deckglas

Um sie fiir die Auswertung zu konservieren, werden nach vollstindiger Trocknung des

fliissigen Eindeckmediums die Objekttrager mit Deckglésern versehen.
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2.3. Auswertung

Das CINtec® PLUS-Verfahren kann sowohl ein positives, als auch ein negatives Tester-
gebnis zur Folge haben. Der Nachweis von einer singuldren, morphologisch auffélligen
plattenepithelialen Zelle, die sowohl eine braune zytoplasmatische, als auch eine rote
Kernfirbung zeigt und somit eine simultane p16™%*- und eine Ki-67-Expression auf-
weist, wird als positives Testergebnis definiert. Finden sich keine morphologisch auffil-
ligen Plattenepithelien mit simultaner Doppelfarbung, wird das Féarberesultat als negativ

eingestuft.

Dabei wurde bei jedem Firbedurchgang eine im CINtec® PLUS-Kit enthaltene Positiv-
kontrolle mitgefiihrt, so dass die Testvorgidnge (unabhidngig vom Testergebnis (positiv
oder negativ)) auf ihre Richtigkeit verifiziert werden konnten. Die Praparate wurden unter

dem Lichtmikroskop ausgewertet.

2.4. Datenerfassung und statistische Analyse

Die Dokumentation der Resultate erfolgte mit dem Tabellenkalkulationsprogramm
Microsoft Office Excel. Anhand dessen wurden alle wichtigen Angaben beziiglich der
Patientinnen, wie Name, Geburtsdatum, sowie die Ergebnisse von Zytologie, Probeexzi-

sion, Konisation und CINtec® PLUS erfasst.

Zusitzlich wurden zwei zusitzliche Kategorien pro Patientin hinzugefiigt, die im klini-
schen Alltag und auch in der wissenschaftlichen Literatur iiblich sind und an denen die

Ergebnisse der Zytologie hdufig gemessen werden:

CIN II+ Histologische Verdanderungen, die mindestens einer

CIN II entsprechen (CIN II, CIN III, Karzinom)

35



2. Material und Methoden

CIN III+ Histologische Verdnderungen, die mindestens einer

CIN HI entsprechen (CIN III, Karzinom)

Die sich anschlieBende statistische Analyse erfolgte mit dem Statistikprogramm SPSS

(Statistical Package for the Social Sciences).

Um die diagnostische Genauigkeit eines Verfahrens (hier: CINtec® PLUS) priifen zu kon-
nen, wurden die mdglichen Ergebnisse/Vergleiche der p16™%4/Ki-67-Doppelfirbung,
der Zytologie, der Probeexzision oder der Konisation im Sinne der Vierfeldertafel

(Kreuztafel) zusammengefasst.

Positiv (krank) Negativ (gesund)
Positives Testergebnis Richtig positiv (a) Falsch positiv (b)
Negatives Testergebnis Falsch negativ (c) Richtig negativ (d)

Tabelle 3: Vierfeldertafel (modifiziert nach Sauerbrei et al. 2009)

Als MessgroBBen wurden folgende Parameter ermittelt:

e Sensitivitit (Prozentsatz richtig ermittelter Kranker unter allen Kranken):

SEN=[a/(a+¢)]

e Spezifitit (Prozentsatz richtig ermittelter Gesunder unter allen Gesunden):

SPEZ =[d/ (b + d)]

e positiver Pradiktionswert (Prozentsatz der Vorhersage von Krankheitsdiag-

nosen, welche sich im Nachhinein als richtig darstellen):
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PPV =[a/(a+Db)]

e negativer Pradiktionswert (Prozentsatz der Vorhersage von zurecht als ge-

sund diagnostizierten Befunden):

NPV =[d/ (c +d)].

Des Weiteren wurde, um die Stabilitit und die Zuverldssigkeit des Testverfahrens priifen
zu kénnen, die Konkordanz (Ubereinstimmung) zwischen den Befunden der p16™ 4/Ki-
67-Doppelfarbung, Zytologie, Probeexzision und Konisation untereinander bestimmt.
Die moglichen Ergebnisse zu diesem Zusammenhang wurden mit Hilfe von Cohens
Kappa-Koeffizienten in einer symmetrischen n x n-Matrix (Kreuztabelle) erfasst. Der

Kappa-Koeftizient ist wie folgt definiert:

_ P0—Pe
1-Pe

wobei Py der gemessene Ubereinstimmungswert (Konkordanzrate) und Pe der zufillig
erwartete Ubereinstimmungswert ist. Dieser Koeffizient gibt die Stirke der Ubereinstim-

mung an. Fiir die Interpretation von « gelten folgende Richtwerte [Grouven et al. 2007,

S. 66]:

Wert von k Stiirke der Ubereinstimmung
0,81 -1,00 Sehr gut
0,61 -0,80 Gut
0,41 - 0,60 MittelméBig
0,21 -0,40 Leicht
<0,20 Schwach

Tabelle 4: Interpretationswerte des Kappa-Koeffizienten
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3.1. Graduelle Einteilung der Befunde

3. Ergebnisse

Fiir Studienzwecke wurden die zytologischen und histologischen Befunde graduell von 0

bis 5 eingeteilt. Die Einteilung entspricht der Miinchner Nomenklatur II, der WHO-No-

menklatur/CIN sowie der Bethesda-Nomenklatur wie folgt:

Graduelle Miinchner WHO-Nomen- Bethesda-No-
Dysplasie
Einteilung Nomenklatur II klatur menklatur
) keine /11 - -
1) leichte 111D CINI LSIL
2) méBige 111D CINII HSIL
A3) schwere IVa/b CIN III HSIL
“4) Carcinoma in situ IVa/b CIN IIT HSIL
invasives invasives
Q) Karzinom \%
Karzinom Karzinom

Tabelle 5: Gegeniiberstellung der einzelnen Definitionen bei den zytologischen und histologischen Befun-

den
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Diese graduelle Einteilung wird in den folgenden Abschnitten des Ergebnisteils verwen-

det.

3.2. p16'¥K49/Ki-67-Doppelfirbung vs. Zytologie

Zunichst werden zur Nachvollziehbarkeit der Ergebnisse die Rohdaten der Zytologie im
Vergleich mit dem Ergebnis der CINtec® PLUS-Untersuchung dargestellt. Diese Rohda-

ten sind in der folgenden Tabelle 6 angegeben;

Zytologie
CINtec® PLUS Summe
0) ) (2) 3) “4) )
Positiv 0 19 54 72 68 8 221
Negativ 0 36 44 25 20 4 129
Summe 0 55 98 97 88 12 350

Tabelle 6: Rohdaten p16™%4/Ki-67-Doppelfirbung (CINtec® PLUS) gegeniiber Zytologie

Die Tabelle 7 stellt die Resultate der p16™%44/Ki-67-Doppelfirbung (CINtec® PLUS) im
Vergleich zur Zytologie bzgl. CIN II+ in einer Vierfeldertafel dar, in der die Félle mit
leichten Dysplasien als negativ eingestuft wurden und die Félle ab mittlerer Dysplasie

hingegen als positiv.
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Zytologie
Positiv Negativ Summe
CINtec® PLUS
[2), (3), (4, (3] [(0), ()]

# [%o] # [%o] # [%]
Positiv 202 57,7 19 5,4 221 63,1
Negativ 93 26,6 36 10,3 129 36,9
Summe 295 84,3 55 15,7 350 100,0

Tabelle 7: Vierfeldertafel - CINtec® PLUS, Zytologie bzgl. CIN II+

Wie man der Kreuztabelle bzgl. CIN II+ entnehmen kann, kommt es in 238 von 350 Fil-
len zu einer Ubereinstimmung zwischen dem CINtec® PLUS-Ergebnis und der Zytologie,
d.h. die Konkordanzrate betriigt 68,0%. In diesem Fall liegt eine leichte Ubereinstimmung
vor, da k = 0,36. Ferner folgt fiir die Sensitivitit 68,5%, die Spezifitit 65,5%, den positi-

ven Priadiktionswert 91,4% sowie fiir den negativen Pradiktionswert 27,9%.

In der folgenden Tabelle 8 sind die Auswertungen dargestellt, bei denen die Fille mit

leichten und mit méBigen Dysplasien, also die gesamte Gruppe IIID, als negativ angese-

hen wurden:
Zytologie
Positiv Negativ Summe
CINtec® PLUS
[3), 4), (5)] [(0), (1), )]

# [%] # [%] # [%]
Positiv 148 423 73 20,8 221 63,1
Negativ 49 14,0 80 22,9 129 36,9
Summe 197 56,3 153 42,7 350 100,0

Tabelle 8: Vierfeldertafel - CINtec® PLUS, Zytologie bzgl. CIN 11+
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Wie man der Kreuztabelle bzgl. CIN III+ entnehmen kann, wurden 228 (von 350) Fille
im Vergleich von CINtec® PLUS und Abstrichzytologie als konkordant beurteilt, d.h. die
Konkordanzrate betrigt 65,1%. In diesem Fall liegt eine leichte Ubereinstimmung vor,
da k = 0,30. Ferner ergeben sich fiir die Sensitivitit 75,1%, flir die Spezifitit 52,3%, fiir

den positiven Priadiktionswert 67,0% sowie fiir den negativen Pradiktionswert 62,0%.

3.3. p16™K49/Ki-67-Doppelfirbung vs. Probeexzision

Zunichst werden hier zur Nachvollziehbarkeit der Ergebnisse die Rohdaten der histolo-
gischen Beurteilung der Probeexzisionen im Vergleich mit dem CINtec® PLUS-Ergebnis

an der vorherigen Abstrichzytologie priasentiert.

Probeexzision
CINtec® PLUS Summe
() @ (2) 3) ) ©)
Positiv 20 6 20 137 31 7 221
Negativ 18 22 23 53 8 5 129
Summe 38 28 43 190 39 12 350

Tabelle 9: Rohdaten p16™%4¥/Ki-67-Doppelfirbung (CINtec® PLUS) gegeniiber Probeexzision

Die folgende Tabelle 10 stellt die Resultate der p16™%4¥/Ki-67-Doppelfirbung (CINtec®
PLUS) im Vergleich zur Probeexzision bzgl. CIN II+ in einer Vierfeldertafel dar. Dabei
werden analog zu Tabelle 7 die Félle bis einschlielich leichter Dysplasie (CIN I, LSIL)

als negativ gewertet, diejenigen ab mittlerer Dysplasie als positiv.
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3. Ergebnisse

Probeexzision
Positiv Negativ Summe
CINtec® PLUS
[(2), 3), D), (5)] [(0), (D]

# [%] # [%o] # [%]
Positiv 195 55,8 26 7,4 221 63,1
Negativ 89 25,4 40 11,4 129 36,9
Summe 284 81,2 66 18,8 350 100,0

Tabelle 10: Vierfeldertafel - CINtec® PLUS, Probeexzision bzgl. CIN I+

Wie man der Kreuztabelle bzgl. CIN II+ entnehmen kann, kommt es in 235 von 350 Fal-

len zu einer Ubereinstimmung zwischen dem CINtec® PLUS-Ergebnis und dem der Pro-

beexzision, d.h. die Konkordanzrate betriigt 67,1%. In diesem Fall liegt eine leichte Uber-

einstimmung vor, da k = 0,34. Ferner betrdgt die Sensitivitit 68,7%, die Spezifitit 60,6%,

der positive Pradiktionswert 88,2% und der negative Pradiktionswert 31,0%.

In der Tabelle 11 sind hierzu modifizierte Auswertungen wiedergegeben, bei denen die

Félle mit leichten sowie mit méaBigen Dysplasien, also die Félle mit Diagnosen als CIN I

bzw. als CIN II, als negativ und alle iibrigen als positiv angesehen wurden.

Probeexzision
Positiv Negativ Summe
CINtec® PLUS
[3), 4), (5)] [(0), (1), )]

# [%] # [%] # [%]
Positiv 175 50,0 46 13,1 221 63,1
Negativ 66 18,9 63 18,0 129 36,9
Summe 241 68,9 109 31,1 350 100,0

Tabelle 11: Vierfeldertafel - CINtec® PLUS, Probeexzision bzgl. CIN 111+
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Die Kreuztabelle bzgl. CIN III+ zeigt, dass es in 238 von 350 Fillen zu einer Uberein-
stimmung zwischen dem CINtec® PLUS-Ergebnis und dem der Probeexzision gekom-
men ist, d.h. die Konkordanzrate betrigt 68,0%. In diesem Fall liegt eine leichte Uberein-
stimmung vor, da k¥ = 0,36. Als Sensitivitét ergibt sich 72,6%, als Spezifitdt 57,8%, als

positiver Pradiktionswert 79,2% sowie als negativer Pradiktionswert 48,8%.

3.4. p16™¥49/Ki-67-Doppelfirbung vs. Konisation

Zunichst werden die Ergebnisse die Rohdaten der histologischen Aufarbeitung der 184
durchgefiihrten Konisationen bezogen auf das Ergebnis der zytologischen Untersuchung

mit CINtec® PLUS dargestellt.

Konisation
CINtec® PLUS Summe
) @ ) 3) (€)] Q)]
Positiv 10 1 4 82 29 4 130
Negativ 4 3 9 30 7 1 54
Summe 14 4 13 112 36 5 184

Tabelle 12: Rohdaten p16™%4¥/Ki-67-Doppelfiarbung (CINtec® PLUS) gegeniiber Konisation

Die Tabelle 13 stellt die Resultate der p16™%4¥/Ki-67-Doppelfirbung (CINtec® PLUS)
im Vergleich zur Konisation bzgl. CIN II+ in einer Vierfeldertafel dar. Die Konisationen
ohne Dysplasie oder mit dem Bild einer CIN I werden als negativ und alle {ibrigen als

positiv gewertet.
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Konisation
Positiv Negativ Summe
CINtec® PLUS
[(2), 3), 4), (5)] [(0), (D]

# [%o] # [%o] # [%o]
Positiv 119 64,7 11 6,0 130 70,7
Negativ 47 25,5 7 3.8 54 29,3
Summe 166 90,2 18 9,8 184 100,0

Tabelle 13: Vierfeldertafel - CINtec® PLUS, Konisation bzgl. CIN I+

Wie man der Kreuztabelle bzgl. CIN II+ entnehmen kann, kommt es in 126 von 184 Fil-

len zu einer Ubereinstimmung zwischen dem CINtec® PLUS-Ergebnis und dem der Ko-

nisation, d.h. die Konkordanz betrigt 68,5%. Es liegt eine leichte Ubereinstimmung vor,

da k = 0,37. Die Sensitivitdt liegt bei 71,7%, die Spezifitét bei 38,9%, der positive Pra-

diktionswert bei 91,5% und der negativer Priadiktionswert bei 13,0%.

Die Tabelle 14 zeigt analog Auswertungen, bei denen die Félle ohne Dysplasie sowie die

Fille mit leichten und mit méBigen Dysplasien, also die Fille mit Diagnosen als CIN I

bzw. als CIN II, als negativ und alle iibrigen als positiv angenommen wurden.

Konisation
Positiv Negativ Summe
CINtec® PLUS
[(3), D), (5)] [(0), (1), (2)]

# [%] # [%o] # [%]
Positiv 115 62,5 15 8,2 130 70,7
Negativ 38 20,7 16 8,6 54 29,3
Summe 153 83,2 31 16,8 184 100,0

Tabelle 14: Vierfeldertafel - CINtec® PLUS, Konisation bzgl. CIN I+
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Aus der Kreuztabelle bzgl. CIN III+ ergibt sich, dass in 131 von 184 Fillen eine Uber-
einstimmung zwischen dem CINtec® PLUS-Ergebnis und dem der Konisation vorliegt,
d.h. die Konkordanzrate betréigt 71,2%. In diesem Fall liegt eine mittelmiBige Uberein-
stimmung vor, da k¥ = 0,42. Ferner betrdgt die Sensitivitit 75,2%, die Spezifitit 51,6%,

der positive Priadiktionswert 88,5% sowie der negative Pradiktionswert 29,6%.

3.5. Zusammenfassung der p16'™%4/Ki-67-Doppelfirbungsresultate

Als Uberblick der Vergleichswerte des CINtec® PLUS-Verfahrens mit dem konventio-
nellen Abstrich, der Probeexzision sowie der Konisation bzgl. der Identifizierung von

CIN II+ bzw. CIN III+ folgt zusammenfassend:

Po K SEN SPEZ PPV NPV

CINtec® PLUS vs.
68,0% 0,36 68,5% 65,5% 91,4% 27,9%
Zytologie bzgl. CIN I1+

CINtec® PLUS vs.
65,1% 0,30 75,1% 52,3% 67,0% 62,0%
Zytologie bzgl. CIN III+

CINtec® PLUS vs.
67,1% 0,34 68,7% 60,6% 88,2% 31,0%
Probeexzision bzgl. CIN I1+

CINtec® PLUS vs.
68,0% 0,36 72,6% 57,8% 79,2% 48,8%
Probeexzision bzgl. CIN IIT+

CINtec® PLUS vs. Konisa-
tion bzgl. CIN II+

68,5% 0,37 71,7% 38,9% 91,5% 13,0%

CINtec® PLUS vs. Konisa-

71,2% 0,42 75,2% 51,6% 88,5% 29,6%
tion bzgl. CIN III+

Tabelle 15: Ubersicht der Vergleichswerte CINtec® PLUS, Zytologie, Probeexzision und Konisation
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3. Ergebnisse

3.6. Korrelation der Befundung der zytologischen Abstriche, der Biop-

sien und der Konisationen

In den folgenden Abschnitten werden die Ergebnisse der Zytologie, der Probeexzisionen

und der Konisationen miteinander korreliert. Um eine von der Doppelfarbung unabhén-

gige Korrelationen zu ermitteln, werden dabei die Resultate des CINtec® PLUS-Verfah-

rens nicht beriicksichtigt. Die Daten werden zum einen nach der Miinchner Nomenklatur

II, zum anderen nach dem Bethesda-System und abschlieBend, um die Vergleichbarkeit

mit dem CINtec® PLUS-Verfahren zu ermdglichen, nach der graduellen Einteilung klas-

sifiziert.

3.6.1. Zytologie vs. Probeexzision

Zundchst werden hier zur Nachvollziehbarkeit der Ergebnisse die Rohdaten der Zytologie

im Vergleich mit der Probeexzision présentiert.

Probeexzision
Zytologie Summe
() @ 2 3 (C)) 6

(0) - - - - - - -

1 13 21 6 12 2 1 55
?2) 6 4 29 53 6 0 98
3) 14 1 3 67 12 0 97
“) 5 1 5 55 18 4 88
S) 0 1 0 3 1 7 12

Summe 38 28 43 190 39 12 350

Tabelle 16.: Rohdaten Zytologie gegeniiber Probeexzision ohne p16™%4/Ki-67-Doppelfirbung (CINtec®

PLUS)
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3. Ergebnisse

3.6.1.1. Zytologie vs. Probeexzision nach der Miinchner Nomenklatur I1

Die Tabelle 17a stellt die Resultate des konventionellen Abstrichs im Vergleich zur Bi-
opsie nach Definition der Miinchner Nomenklatur II in einer 3x3-Kreuztafel dar. Dabei
werden die graduellen Einteilungen (0), (1) und (2) zu einer Kategorie, die graduellen
Einteilungen (3) und (4) zu einer weiteren sowie die graduelle Einteilung (5) zu einer

eigenstindigen dritten Kategorie eingruppiert.

Probeexzision
Summe
Zytologie (0), (1), (2) 3@ ®)

# % # % # % # %
0),(1),(2) 79 22,6 73 20,9 1 0,3 153 43,7
3), @) 29 8,3 152 434 4 1,1 185 52,9

Q) 1 0,3 4 1,1 7 2,0 12 3.4
Summe 109 31,1 229 65,4 12 34 350 100,0

Tabelle 17a: Kreuztafel Zytologie, Probeexzision nach der Miinchner Nomenklatur I1

Die Ergebnisse des PAP-Abstrichs stimmen bezogen auf die Gruppeneinteilung mit den
Diagnosen der Probeexzision zu 68,0% iiberein. Davon ist der Anteil der Félle bei einem
I/II- oder IIID-Befund mit 22,6%, bei einem IVa/b-Befund mit 43,4% sowie bei einem
V-Befund mit 2,0% zu beziffern. Die vorliegende Konkordanz ist mit k = 0,38 als leicht

einzustufen und ist statistisch signifikant (p < 0,001).

Um die statistischen Werte bzgl. der Sensitivitit, der Spezifitit, des positiven sowie des
negativen Pradiktionswertes zu ermitteln, wird anschlieBend stets einer der Kategorien
mit den zusammengefassten beiden anderen betrachtet, so dass man eine Vierfeldertafel

erhalt.
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3. Ergebnisse

Probeexzision
Summe
Zytologie [(0), (1), @)] [3). (4), 5)]
# [%] # [%] # [%]
[(0), (1), (2)] 79 22,6 74 21,2 153 43,7
[(3), (4), (5)] 30 8,6 167 47,7 197 56,3
Summe 109 31,1 241 68,9 350 100,0

Tabelle 17b: Kreuztafel Zytologie, Probeexzision nach der Miinchner Nomenklatur 11

Die Ergebnisse des I/I1- oder IIID-Befundes der Zytologie stimmen mit der zugehorigen

Einteilung der Probeexzision zu 70,3% iiberein. Die vorliegende Konkordanz ist mit k =

0,41 als mittelméBig einzustufen und ist statistisch signifikant (p < 0,001). Ferner betragt

die Sensitivitdt 72,5%, die Spezifitit 69,3%, der positive Pradiktionswert 51,6% sowie

der negative Pradiktionswert 84,8%.

Probeexzision
Summe
Zytologie [3), @) [©), (1), @), G)]
# [%] # [%o] # [%]
[(3), (4)] 152 434 33 9,4 185 52,9
[(0), (1), (2), (5)] 77 22,0 88 25,1 165 47,1
Summe 229 65,4 121 34,6 350 100,0

Tabelle 17¢: Kreuztafel Zytologie, Probeexzision nach der Miinchner Nomenklatur I1

Die Ergebnisse des [Va/b-Befundes der Zytologie stimmen mit der zugehdrigen Eintei-

lung der Biopsie zu 68,6% tiberein. Die vorliegende Konkordanz ist mit k = 0,37 als leicht

einzustufen und ist statistisch signifikant (p < 0,001). Ferner betrdgt die Sensitivitdt

66,4%, die Spezifitit 72,7%, der positive Pradiktionswert 82,2% sowie der negative Pri-

diktionswert 53,3%.
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Probeexzision
Summe
Zytologie (3] [(0), (1), (2), (3), (D]
# [%] # [%] # [%]
[(3)] 7 2,0 5 1,4 12 3.4
[(0), (1), (2), (3), ()] 5 1,4 333 95,1 338 96,6
Summe 12 34 338 96,6 350 100,0

Tabelle 17d: Kreuztafel Zytologie, Probeexzision nach der Miinchner Nomenklatur 11

Die Ergebnisse des V-Befundes der Zytologie stimmen mit der zugehdrigen Einteilung
der Biopsie zu 97,1% iiberein. Die vorliegende Konkordanz ist mit k¥ = 0,94 als sehr gut
einzustufen und ist statistisch signifikant (p < 0,001). Ferner betrdgt die Sensitivitét
58,3%, die Spezifitit 98,5%, der positive Pradiktionswert 58,3% sowie der negative Pra-
diktionswert 98,5%.

3.6.1.2. Zytologie vs. Probeexzision nach dem Bethesda-System

Die Tabelle 18a stellt die Resultate des konventionellen Abstrichs im Vergleich zur Bi-
opsie nach Definition des Bethesda-Systems in einer 3x3-Kreuztafel dar. Dabei werden
diesmal die graduellen Einteilungen (0) und (1) zu einer Kategorie, die graduellen Ein-
teilungen (2), (3) und (4) zu einer weiteren sowie die graduelle Einteilung (5) zu einer

eigenstidndigen dritten Kategorie eingruppiert.
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3. Ergebnisse

Probeexzision
Summe
Zytologie (0), (1) ), 3), 4) Q)]

# % # % # % # %
0), (1) 34 9,7 20 5,7 1 0,3 55 15,7
2), (3), @) 31 8,9 248 70,9 4 1,1 283 80,9

Q) 1 0,3 4 1,1 7 2,0 12 3,4
Summe 66 18,9 272 71,7 12 3,4 350 100,0

Tabelle 18a: Kreuztafel Zytologie, Probeexzision nach dem Bethesda-System

Die Ergebnisse des PAP-Abstrichs stimmen mit der Probeexzision zu 82,6% iiberein. Da-

von ist die Ubereinstimmung bei einem LSIL-Befund mit 9,7%, bei einem HSIL-Befund

mit 70,9% sowie bei einem invasiven Karzinom mit 2,0% zu beziffern. Die vorliegende

Konkordanz ist mit k = 0,49 als mittelméBig einzustufen und ist statistisch signifikant (p

<0,001).

Um auch hier die statistischen Werte bzgl. der Sensitivitit, der Spezifitit, des positiven

sowie des negativen Priadiktionswertes zu ermitteln, wird anschlieBend stets einer der Ka-

tegorien mit den zusammengefassten beiden anderen betrachtet, so dass man eine Vier-

feldertafel erhlt.

Probeexzision
Summe
Zytologie [(0), (1] [(2), (3), (4, (5)]
# [%] # [%] # [%]
[(0), (1)] 34 9,7 21 6,0 55 15,7
[(2), (3), (4), (5)] 32 9,1 263 75,1 295 84,3
Summe 66 31,1 284 81,1 350 100,0

Tabelle 18b: Kreuztafel Zytologie, Probeexzision nach dem Bethesda-System
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Die Ergebnisse des LSIL-Befundes der Zytologie stimmen mit der zugehdrigen Eintei-
lung der Biopsie zu 84,9% iiberein. Die vorliegende Konkordanz ist mit k = 0,70 als gut
einzustufen und ist statistisch signifikant (p < 0,001). Ferner betrdgt die Sensitivitit
51,5%, die Spezifitit 92,6%, der positive Pradiktionswert 61,8% sowie der negative Pra-
diktionswert 89,2%.

Probeexzision
Summe
Zytologie (@), 3), ()] [(0), (1), )]
# [%] # [%o] # [%]
@), 3), @] 248 70,9 35 10,0 185 80,9
[(0), (1), (5)] 24 6,9 43 12,3 165 19,1
Summe 272 77,7 78 22,3 350 100,0

Tabelle 18c: Kreuztafel Zytologie, Probeexzision nach dem Bethesda-System

Die Ergebnisse des HSIL-Befundes der Zytologie stimmen mit der zugehdrigen Eintei-
lung der Biopsie zu 83,1% iiberein. Die vorliegende Konkordanz ist mit k = 0,66 als gut
einzustufen und ist statistisch signifikant (p < 0,001). Ferner betrdgt die Sensitivitét
91,2%, die Spezifitit 55,1%, der positive Pradiktionswert 87,6% sowie der negative Pri-
diktionswert 64,2%.

3.6.1.3. Zytologie vs. Probeexzision nach der graduellen Einteilung

Zunichst wird auf die Ergebnisse beziiglich der Identifizierung einer CIN II+ und an-

schlieBend zur Identifizierung einer CIN III+ eingegangen.
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3. Ergebnisse

3.6.1.3.1. Identifizierung einer CIN II+ Lision

Die folgende Tabelle 19 stellt die Resultate des konventionellen zytologischen Abstrichs
im Vergleich zur Biopsie in einer Kreuztafel nach der graduellen Einteilung zur Identifi-

zierung einer CIN II+ Lésion dar:

Probeexzision
Positiv Negativ Summe
Zytologie
[(2), (3), (4), (9] [(0), (D]
# [%o] # [%o] # [%o]
Positiv
263 75,1 32 9,1 295 84,3
[2), 3), D, (3]
Negativ
21 6,0 34 9,7 55 15,7
[(0), (D]
Summe 284 81,1 66 18,9 350 100,0

Tabelle 19: Kreuztafel Zytologie, Probeexzision nach der graduellen Einteilung bzgl. CIN 11+

Die Ergebnisse des PAP-Abstrichs stimmen mit der Biopsie zu 84,9% tiberein. Die Kon-

kordanzrate ist mit k = 0,70 als gut einzustufen.

Bezieht man die Datenverteilung auf die Ergebnisse der Probeexzision, indem man diese
als représentativ ansieht, so ergeben sich fiir die Zytologie Werte fiir die Sensitivitit von
92,6%, fiir die Spezifitit von 51,5%, fiir den positiven Pradiktionswert von 89,2% sowie

fiir den negativen Pradiktionswert von 61,8%.

Setzt man hingegen das Ergebnis der Zytologie als richtig voraus, so wiren, bezogen auf

den diagnostischen Wert der Probeexzision, fiir die Sensitivitit 89,2%, fiir die Spezifitét
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3. Ergebnisse

61,8%, fiir den positiven Pradiktionswert 92,6% und fiir den negativen Pradiktionswert

51,5% anzugeben.

3.6.1.3.2. Identifizierung einer CIN III+ Lision

Die Tabelle 20 gibt die Resultate der konventionellen Abstrichzytologie im Vergleich zur
histologischen Diagnostik an einer Biopsie in einer Kreuztafel nach der graduellen Ein-

teilung zur Identifizierung von CIN III+ wieder.

Probeexzision
Positiv Negativ Summe
Zytologie
[3), ), )] [(0), (1), )]
# [%] # [%] # [%]
Positiv
167 47,7 30 8,6 197 56,3
[3), 4), O]
Negativ
74 21,1 79 22,6 153 43,7
[(0), (1), (2)]
Summe 241 68,9 109 31,1 350 100,0

Tabelle 20: Kreuztafel Zytologie, Probeexzision nach der graduellen Einteilung bzgl. CIN III+

Die Ergebnisse des PAP-Abstrichs stimmen mit der Biopsie zu 70,3% {iberein. Diese

Konkordanzrate ist mit k = 0,41 als mittelméBig einzustufen.

Geht man von den Ergebnissen der Probeexzision als richtig aus, so liegen fiir die Zyto-
logie die Werte fiir die Sensitivitét bei 69,3%, fiir die Spezifitit bei 72,5%, fiir den posi-

tiven Pradiktionswert bei 84,8% und fiir den negativen Pradiktionswert bei 51,6%.
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3. Ergebnisse

Bei Bezugnahme auf das Ergebnis der Zytologie als richtig, ergébe sich fiir die Diagnostik
anhand der Probeexzision eine Sensitivitit von 84,8%, eine Spezifitidt von 51,6%, ein

positiver Pradiktionswert von 69,3% und ein negativer Pradiktionswert von 72,5%.

3.6.2. Zytologie vs. Konisation

Zunichst werden in Tabelle 21 zur Nachvollziehbarkeit der Ergebnisse die Rohdaten der

Zytologie im Vergleich mit der Konisation (184 Fille) dargestellt.

Konisation
Zytologie Summe
© 0] @) (&) (C)) 6))
) : : : : : : :
1 4 3 1 4 0 1 13
2) 3 1 7 25 3 0 39
3) 6 0 3 46 15 0 70
“) 1 0 2 36 16 3 58
®) 0 0 0 1 2 1 4
Summe 14 4 13 112 36 5 184

Tabelle 21: Rohdaten Zytologie gegeniiber Konisation ohne pl16™X4/Ki-67-Doppelfirbung (CINtec®
PLUS)

3.6.2.1. Zytologie vs. Konisation nach der Miinchner Nomenklatur II

Die Tabelle 22a stellt die Resultate des konventionellen Abstrichs im Vergleich zur his-
tologischen Diagnostik an einem Konus nach Definition der Miinchner Nomenklatur 1T
in einer 3x3-Kreuztafel dar. Dabei werden die graduellen Einteilungen (0), (1) und (2) zu
einer Kategorie, die graduellen Einteilungen (3) und (4) zu einer weiteren sowie die gra-

duelle Einteilung (5) zu einer eigenstidndigen dritten Kategorie eingruppiert.
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3. Ergebnisse

Konisation
Summe
Zytologie (0), (1), (2) 3), @ )
# % # % # % # %
0),(1),(2) 19 10,3 32 17,4 1 0,5 52 28,3
3), 4) 12 6,5 113 61,4 3 1,6 128 69,6
Q) 0 0,0 3 1,6 1 0,5 4 2,2
Summe 31 16,8 148 80,4 5 2,7 184 100,0

Tabelle 22a: Kreuztafel Zytologie, Konisation nach der Miinchner Nomenklatur 11

Die Ergebnisse des PAP-Abstrichs stimmen bezogen auf die Gruppeneinteilung mit den
Diagnosen des Konus zu 72,3% iiberein. Davon ist der Anteil der Félle bei einem I/II-
oder IIID-Befund mit 10,3%, bei einem IVa/b-Befund mit 61,4% sowie bei einem V-
Befund mit 0,5% zu beziffern. Die vorliegende Konkordanz ist mit k = 0,29 als leicht

einzustufen und ist statistisch signifikant (p < 0,001).

Um die statistischen Werte bzgl. der Sensitivitit, der Spezifitit, des positiven sowie des
negativen Pradiktionswertes zu ermitteln, wird anschlieBend stets einer der Kategorien

mit den zusammengefassten beiden anderen betrachtet, so dass man eine Vierfeldertafel

erhalt.
Konisation
Summe
Zytologie [0), (1), @)] [3), @), G)]

# [%] # [%] # [%]

[(0), (1), (2)] 19 10,3 33 17,9 52 28,3

[(3), (4), (5)] 12 6,5 120 65,2 132 71,7
Summe 31 16,8 153 83,2 184 100,0

Tabelle 22b: Kreuztafel Zytologie, Konisation nach der Miinchner Nomenklatur IT
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3. Ergebnisse

Die Ergebnisse des I/II- oder I1ID-Befundes der Zytologie stimmen mit der zugehdrigen

Einteilung der Konisation zu 75,5% tiberein. Die vorliegende Konkordanz ist mit k = 0,51

als mittelmaBig einzustufen und ist statistisch signifikant (p < 0,001). Die Sensitivitit

betragt 61,3%, die Spezifitit 78,4%, der positive Pradiktionswert 36,5% sowie der nega-

tive Pradiktionswert 90,9%.

Konisation
Summe
Zytologie [(3), (4] [(0), (1), (2), (S)]
# [%] # [%] # [%%]
[3), @)] 113 61,4 15 8,2 128 69,6
[(0), (1), (2), (3)] 35 19,0 21 11,4 56 30,4
Summe 148 80,4 36 19,6 184 100,0

Tabelle 22¢: Kreuztafel Zytologie, Konisation nach der Miinchner Nomenklatur I1

Die Ergebnisse des IVa/b-Befundes der Zytologie stimmen mit der zugehdrigen Eintei-

lung der Konisation zu 72,8% tiberein. Die vorliegende Konkordanz ist mit k = 0,46 als

mittelmiBig einzustufen und ist statistisch signifikant (p < 0,001). Ferner betrégt die Sen-

sitivitit 76,4%, die Spezifitit 58,3%, der positive Pradiktionswert 88,3% sowie der nega-

tive Pradiktionswert 37,5%.

Konisation
Summe
Zytologie (5] 1(0), (1), (2), 3) @)]
# [%] # [%o] # [%]
[(5)] 1 0,5 3 1,6 4 2,2
[(0), (1), (2), (3), (4)] 4 2,2 176 95,7 180 97.8
Summe 5 2,7 179 97,3 184 100,0

Tabelle 22d: Kreuztafel Zytologie, Konisation nach der Miinchner Nomenklatur 11
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3. Ergebnisse

Die Ergebnisse des V-Befundes der Zytologie stimmen mit der zugehorigen Einteilung
der Konisation zu 96,2% tiberein. Die vorliegende Konkordanz ist mit k = 0,92 als sehr
gut einzustufen und ist statistisch signifikant (p < 0,001). Die Werte fiir die Sensitivitat
liegen bei 20,0%, fiir die Spezifitit bei 98,3%, fiir den positiven Pradiktionswert bei

25,0% sowie fiir den negativen Pradiktionswert bei 97,8%.

3.6.2.2. Zytologie vs. Konisation nach dem Bethesda-System

Die folgende Tabelle 23a stellt die Resultate des konventionellen Abstrichs im Vergleich
zum Konus in einer 3x3-Kreuztafel nach dem Bethesda-System dar. Dabei werden die
graduellen Einteilungen (0) und (1) zu einer Kategorie, die graduellen Einteilungen (2),
(3) und (4) zu einer weiteren sowie die graduelle Einteilung (5) zu einer eigenstindigen

dritten Kategorie eingruppiert.

Konisation
Summe
Zytologie (0), (1) (2),3), 4 Q)

# % # % # % # %

0), (1) 7 3,8 5 2,7 1 0,5 13 7,1
2), 3), (4) 11 6,0 153 83,2 3 1,6 167 90,8

Q) 0 0,0 3 1,6 1 0,5 4 2,2
Summe 18 9,8 161 87,5 5 2,7 184 100,0

Tabelle 23a: Kreuztafel Zytologie, Konisation nach dem Bethesda-System

Die Ergebnisse des PAP-Abstrichs stimmen mit der Konisation zu 87,5% iiberein. Davon
ist die Ubereinstimmung bei einem LSIL-Befund mit 3,8%, bei einem HSIL-Befund mit
83,2% sowie bei einem invasiven Karzinom mit 0,5% zu beziffern. Die vorliegende Kon-

kordanz ist mit k = 0,37 als leicht einzustufen und ist statistisch signifikant (p < 0,001).
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3. Ergebnisse

Um die statistischen Werte bzgl. der Sensitivitit, der Spezifitit, des positiven sowie des
negativen Priadiktionswertes zu ermitteln, wird anschlieend stets einer der Kategorien

mit den zusammengefassten beiden anderen betrachtet, so dass man eine Vierfeldertafel

erhalt.
Konisation
Summe
Zytologie [(0), (D] [(2), 3), (4, (5)]
# [%] # [%] # [%]
[(0), (1)] 7 3,8 6 33 13 7,1
[2), 3), (4), (5)] 11 6,0 160 87,0 171 92,9
Summe 18 9,8 166 90,2 184 100,0

Tabelle 23b: Kreuztafel Zytologie, Konisation nach dem Bethesda-System

Die Ergebnisse des LSIL-Befundes der Zytologie stimmen mit der zugehdrigen Eintei-
lung der Konisation zu 90,8% tiberein. Die vorliegende Konkordanz ist mit k = 0,82 als
sehr gut einzustufen und ist statistisch signifikant (p < 0,001). Es ergeben sich Werte fiir
die Sensitivitdt von 38,9%, fiir die Spezifitit von 96,4%, fiir den positiven Pradiktions-

wert von 53,8% und fiir den negativen Pradiktionswert von 93,6%.

Konisation
Summe
Zytologie (@), 3), @)] [(0), (1), 5)]
# [%] # [%o] # [%]
(@), 3), )] 153 83,2 14 7,6 167 90,8
[(0), (1), (5)] 8 43 9 49 17 9,2
Summe 161 87,5 23 12,5 184 100,0

Tabelle 23c: Kreuztafel Zytologie, Konisation nach dem Bethesda-System
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3. Ergebnisse

Die Ergebnisse des HSIL-Befundes der Zytologie stimmen mit der zugehorigen Eintei-
lung der Konisation zu 88,0% tiberein. Die vorliegende Konkordanz ist mit k = 0,76 als
gut einzustufen und ist statistisch signifikant (p < 0,001). Ferner betrdgt die Sensitivitit
95,0%, die Spezifitit 39,1%, der positive Pradiktionswert 91,6% sowie der negative Pra-
diktionswert 52,9%.

3.6.2.3. Zytologie vs. Konisation nach der graduellen Einteilung

Zunichst werden die Ergebnisse zur Identifizierung einer CIN II+ und anschlieend zur

Identifizierung einer CIN III+ dargestellt.

3.6.2.3.1. Nach der graduellen Einteilung zur Identifizierung von CIN II+

Die folgende Tabelle 24 stellt die Resultate des konventionellen Abstrichs denjenigen der

Konisation in einer Kreuztafel nach der graduellen Einteilung zur Identifizierung einer

CIN II+ gegentiber:
Konisation
Positiv Negativ Summe
Zytologie
[2), (3), (4), (5] [(0), (D]
# [%] # [%] # [%]
Positiv
160 87,0 11 6,0 171 92,9
[2), 3), 4, (3]
Negativ
6 3.3 7 3.8 13 7,1
[(0), (V)]
Summe 166 90,2 18 9,8 184 100,0

Tabelle 24: Kreuztafel Zytologie, Konisation nach der graduellen Einteilung bzgl. CIN 11+
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3. Ergebnisse

Die Ergebnisse des PAP-Abstrichs stimmen mit der Konisation zu 90,8% tiberein. Diese

Konkordanzrate ist mit k = 0,82 als sehr gut einzustufen.

Bezieht man die Datenverteilung auf die Ergebnisse der Konisation, so liegen fiir die Zy-
tologie die Werte fiir die Sensitivitit bei 96,4%, fiir die Spezifitdt bei 38,9%, fiir den

positiven Pridiktionswert bei 93,6% sowie flir den negativen Priadiktionswert bei 53,8%.

Geht man hingegen vom Ergebnis der Zytologie als richtig aus, so wiren bezogen auf den
diagnostischen Wert der Konisation fiir die Sensitivitdt 93,6%, fiir die Spezifitit 53,8%,
fiir den positiven Pradiktionswert 96,4% und fiir den negativen Pradiktionswert 38,9%

anzugeben.

3.6.2.3.2. Nach der graduellen Einteilung zur Identifizierung von CIN III+

Die Tab. 25 zeigt die Resultate des konventionellen Abstrichs im Vergleich zur Konisa-

tion in einer Kreuztafel nach der graduellen Einteilung zur Identifizierung von CIN III+.

Konisation
Positiv Negativ Summe
Zytologie
[3), 4), (5)] [(0), (1), ()]
# [%] # [%o] # [%o]
Positiv
120 65,2 12 6,5 132 71,7
[3), 4), (5)]
Negativ
33 17,9 19 10,3 52 28,3
[(0), (1), (2)]
Summe 153 83,2 31 16,8 184 100,0

Tabelle 25: Kreuztafel Zytologie, Konisation nach der graduellen Einteilung bzgl. CIN I+
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3. Ergebnisse

Die Ergebnisse des PAP-Abstrichs stimmen mit der Konisation zu 75,5% tiberein. Diese

Konkordanzrate ist mit k = 0,51 als mittelméBig einzustufen.

Ausgehend von den Ergebnissen der Konisation liegen fiir die Zytologie die Werte fiir
die Sensitivitét bei 78,4%, flir die Spezifitit bei 61,3%, fiir den positiven Pradiktionswert
bei 90,9% und fiir den negativen Pradiktionswert bei 36,5%.

Bei Bezugnahme auf das Ergebnis der Zytologie als richtig, ergébe sich fiir die Diagnostik
anhand der Konisation eine Sensitivitit von 90,9%, eine Spezifitit von 36,5%, ein posi-

tiver Pradiktionswert von 78,4% und ein negativer Pradiktionswert von 61,3%.

3.6.3. Probeexzision vs. Konisation

Zunichst werden hier zur Nachvollziehbarkeit der Ergebnisse die Rohdaten der Probe-

exzision im Vergleich mit der Konisation (184 Fille) prasentiert.

Probe- Konisation
. Summe
exzsion () @ 2 3 @ 6)
) 5 0 0 9 0 0 14
1 1 2 1 1 0 0 5
2) 2 0 6 6 3 0 17
3) 6 2 5 84 19 2 118
“) 0 0 1 12 14 1 28
Q) 0 0 0 0 0 2 2
Summe 14 4 13 112 36 5 184

Tabelle 26: Rohdaten Probeexzision gegeniiber Konisation ohne p16™X4/Ki-67-Doppelfirbung (CINtec®

PLUS)
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3. Ergebnisse

3.6.3.1. Probeexzision vs. Konisation analog zur Miinchner Nomenklatur II

Die folgende Tabelle 27a stellt die Resultate der Biopsie im Vergleich zum Konus in einer
3x3-Kreuztafel analog zur Miinchner Nomenklatur II dar, d.h. unter Zuordnung von Fél-

len mit keiner, leichter bzw. méaBiger Dysplasie in einer gemeinsamen Gruppe:

Konisation
Probe- Summe
(0), (1), (2) 3), @ Q)
exzision
# % # % # % # %
0),(1),(2) 17 9.2 19 10,3 0 0,0 36 19,6
3), @ 14 7,6 129 70,1 3 1,6 146 79,3
Q) 0 0,0 0 0,0 2 1,1 2 1,1
Summe 31 16,8 148 80,4 5 2,7 184 100,0

Tabelle 27a: Kreuztafel Probeexzision, Konisation nach der Miinchner Nomenklatur II

Die Ergebnisse der Probeexzision stimmen mit der Konisation zu 80,4% {iberein. Davon
stellen die Befunde mit keiner, leichter oder maBiger Dysplasie 9,2%, die Befunde mit
schwerer Dysplasie oder Carcinoma in situ 70,1% sowie die Befunde bei einem invasiven
Karzinom 1,1%. Die vorliegende Konkordanz ist mit k = 0,40 als leicht einzustufen und

ist statistisch signifikant (p < 0,001).

Um die statistischen Werte bzgl. der Sensitivitit, der Spezifitét, des positiven sowie des
negativen Pradiktionswertes zu ermitteln, wird anschlieend stets einer der Kategorien
mit den zusammengefassten beiden anderen betrachtet, so dass man eine Vierfeldertafel

erhalt.
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3. Ergebnisse

Konisation
Summe
Probeexzision [0), (1), )] [3), @), 5)]
# [%] # [%] # [%]
[(0), (1), (2)] 17 9,2 19 10,3 36 19,6
[(3), (4), (5)] 14 7,6 134 72,8 148 80,4
Summe 31 16,8 153 83,2 184 100,0

Tabelle 27b: Kreuztafel Probeexzision, Konisation nach der Miinchner Nomenklatur II

Die Ergebnisse mit den Befunden bei keiner, leichter oder mafiger Dysplasie der Probe-
exzision stimmen mit der Konisation zu 82,1% iiberein. Die vorliegende Konkordanz ist
mit x = 0,64 als gut einzustufen und ist statistisch signifikant (p < 0,001). Ferner betragt
die Sensitivitdt 54,8%, die Spezifitit 87,6%, der positive Pradiktionswert 47,2% sowie

der negative Pradiktionswert 90,5%.

Konisation
Summe
Probeexzision [(3), (4)] [(0), (1), (2), (5)]
# [%] # [%] # [%]
[3), 4)] 129 70,1 17 9,2 146 79,3
[(0), (1), (2), (5)] 19 10,3 19 10,3 38 20,7
Summe 148 80,4 36 19,6 184 100,0

Tabelle 27¢: Kreuztafel Probeexzision, Konisation nach der Miinchner Nomenklatur 1T

Die Ergebnisse mit den Befunden der schweren Dysplasie oder Carcinoma in situ der
Probeexzision stimmen mit der Konisation zu 80,4% iiberein. Die vorliegende Konkor-
danz ist mit k = 0,61 als gut einzustufen und ist statistisch signifikant (p < 0,001). Die
Werte fiir die Sensitivitét betragen 87,2%, fiir die Spezifitét 52,8%, fiir den positiven Préa-
diktionswert 88,4% und fiir den negativen Priadiktionswert 50,0%.
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3. Ergebnisse

Konisation
Summe
Probeexzision [3)] [(1), (2), (3), (4)]
# [%] # [%] # [%]
[(3)] 2 1,1 0 0,0 2 1,1
[(D), (2), (3), (4)] 3 1,6 179 97,3 182 98,9
Summe 5 2,7 179 97,3 184 100,0

Tabelle 27d: Kreuztafel Probeexzision, Konisation nach der Miinchner Nomenklatur II

Die Ergebnisse mit dem Befund des invasiven Karzinoms der Probeexzision stimmen mit
der Konisation zu 98,4% tiberein. Die vorliegende Konkordanz ist mit k = 0,97 als sehr
gut einzustufen und ist statistisch signifikant (p < 0,001). Ferner betrdgt die Sensitivitét
40,0%, die Spezifitiat 100,0%, der positive Priadiktionswert 100,0% sowie der negative
Pradiktionswert 98,4%.

3.6.3.2. Probeexzision vs. Konisation nach dem Bethesda-System

Die folgende Tabelle 28a stellt die Resultate der Biopsie im Vergleich zum Konus in einer
3x3-Kreuztafel nach dem Bethesda-System dar. Dabei werden diesmal die graduellen
Einteilungen (0) und (1) zu einer Kategorie, die graduellen Einteilungen (2), (3) und (4)
zu einer weiteren sowie die graduelle Einteilung (5) zu einer eigensténdigen dritten Ka-

tegorie eingruppiert.
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3. Ergebnisse

Konisation
Probe- Summe
), (1) 2), 3), 4) Q)]
exzision
# % # % # % # %
0), (1) 8 43 11 6,0 0 0,0 19 10,3
2), (3), (4) 10 5,4 150 81,5 3 1,6 163 88,6
Q) 0 0,0 0 0,0 2 1,1 2 1,1
Summe 18 9.8 161 87,5 5 2,7 184 100,0

Tabelle 28a: Kreuztafel Probeexzision, Konisation nach dem Bethesda-System

Die Ergebnisse der Probeexzision stimmen mit der Konisation zu 87,0% {iberein. Davon
stellen die LSIL-Befunde 4,3%, die HSIL-Befunde 81,5% sowie die invasiven Karzi-
nome 1,1% dar. Die vorliegende Konkordanz ist mit k = 0,39 als leicht einzustufen und

ist statistisch signifikant (p < 0,001).

Um die statistischen Werte bzgl. der Sensitivitit, der Spezifitit, des positiven sowie des
negativen Pradiktionswertes zu ermitteln, wird anschlieBend stets einer der Kategorien

mit den zusammengefassten beiden anderen betrachtet, so dass man eine Vierfeldertafel

erhélt.
Konisation
Summe
Probeexzision [(0), ()] [(2), (3), (4, (5)]
# [%] # [%] # [%]
[(0), ()] 8 4,3 11 6,0 19 10,3
[(2), (3), (4), (5)] 10 5,4 155 84,2 165 89,7
Summe 18 9,8 166 90,2 184 100,0

Tabelle 28b: Kreuztafel Probeexzision, Konisation nach dem Bethesda-System
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3. Ergebnisse

Die Ergebnisse des LSIL-Befundes der Probeexzision stimmen mit der Konisation zu
88,6% tiberein. Die vorliegende Konkordanz ist mit x = 0,77 als gut einzustufen und ist
statistisch signifikant (p < 0,001). Die diagnostischen Werte liegen fiir die Sensitivitét bei
44.,4%, fiir die Spezifitit bei 93,4%, fiir den positiven Pradiktionswert bei 42,1% sowie

fiir den negativen Pradiktionswert bei 93,9%.

Konisation
Summe
Probeexzision (), 3), @)] [(0), (1), (5)]
# [%] # [%] # [%%]
[2), 3), @] 150 81,5 13 7,1 163 88,6
[(0), (1), (5)] 11 6,0 10 5,4 21 11,4
Summe 161 87,5 23 12,5 184 100,0

Tabelle 28c: Kreuztafel Probeexzision, Konisation nach dem Bethesda-System

Die Ergebnisse des HSIL-Befundes der Probeexzision stimmen mit der Konisation zu
87,0% iiberein. Die vorliegende Konkordanz ist mit k = 0,74 als gut einzustufen und ist
statistisch signifikant (p < 0,001). Die Werte betragen fiir die Sensitivitdt 93,2%, fiir die
Spezifitdt 43,5%, fiir den positiven Pradiktionswert 92,0% und fiir den negativen Pradik-
tionswert 47,6%.

3.6.3.3. Konisation vs. Probeexzision nach der graduellen Einteilung

Zunichst werden auf die Ergebnisse nach der graduellen Einteilung zur Identifizierung

von CIN II+ und anschlieBend zur Identifizierung von CIN III+ eingegangen.
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3. Ergebnisse

3.6.3.3.1. Nach der graduellen Einteilung zur Identifizierung von CIN II+

Die Tabelle 29 stellt die Resultate der Konisation im Vergleich zur Probeexzision in einer

Kreuztafel nach der graduellen Einteilung zur Identifizierung von CIN II+ dar.

Probeexzision
Positiv Negativ Summe
Konisation
[(2), 3), ), (5)] [(0), (D]
# [%] # [%] # [%o]
Positiv
155 84,2 11 6,0 166 90,2
[(2), 3), 4, (5)]
Negativ
10 5,4 8 43 18 9,8
[(0), (D]
Summe 166 89,7 18 10,3 184 100,0

Tabelle 29: Kreuztafel Konisation, Probeexzision nach der graduellen Einteilung bzgl. CIN 11+

Die Ergebnisse der Konisation stimmen mit der Probeexzision zu 88,6% liberein. Diese

Konkordanzrate ist mit k = 0,77 als gut einzustufen.

Ausgehend von den Ergebnissen der Biopsie ergeben sich fiir die Konisation Werte fiir

die Sensitivitdt von 93,9%, fiir die Spezifitit von 42,1%, fiir den positiven Pradiktions-

wert von 93,4% und fiir den negativen Pridiktionswert von 44,4%. Eine Angabe von

Werten in die ,,andere Richtung®, also fiir die Biopsie auf dem Boden der Konisation,

erscheint nicht sinnvoll, da diese zeitliche Abfolge von Untersuchungen in der Realitét

fast nie vorkommen wird.
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3. Ergebnisse

3.6.3.3.2. Nach der graduellen Einteilung zur Identifizierung von CIN III+

In Tabelle 30 sind die Resultate der Probeexzision im Vergleich zur Konisation in einer

Kreuztafel nach der graduellen Einteilung zur Identifizierung von CIN III+ dargestellt.

Probeexzision
Positiv Negativ Summe
Konisation
[(3), D), (5)] [(0), (1), (2)]
# [%] # [%] # [%o]
Positiv
134 72,8 14 7,6 148 80,4
[(3), ), (5)]
Negativ
19 10,3 17 9,2 36 19,6
[(0), (1), (2)]
Summe 148 83,2 31 16,8 184 100,0

Tabelle 30: Kreuztafel Konisation, Probeexzision nach der graduellen Einteilung bzgl. CIN 11+

Erneut ausgehend von den Ergebnissen der Biopsie liegen fiir die Konisation die Werte
fiir die Sensitivitdt bei 87,6%, fiir die Spezifitét bei 54,8%, fiir den positiven Pradiktions-
wert bei 90,5% und fiir den negativen Priadiktionswert bei 47,2%. Auf eine Angabe von
Werten in die ,,andere Richtung®, also fiir die Biopsie auf dem Boden der Konisation,

wird auch hier verzichtet.

3.6.4. Zusammenfassung der Vergleiche zu Zytologie, Probeexzision und Konisation

Die Ergebnisse der Abschnitte 3.6.1. bis 3.6.3 sind in Tabelle 31 zusammengefasst.
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3. Ergebnisse

Po K SEN SPEZ PPV NPV
Zytologie vs.
84,9% 0,70 92,6% 51,5% 89,2% 61,8%
Probeexzision bzgl. CIN II+
Zytologie vs.
70,3% 0,41 69,3% 72,5% 84,8% 51,6%
Probeexzision bzgl. CIN III+
Zytologie vs. Konisation bzgl.
90,8% 0,82 96,4% 38,9% 93,6% 53,8%
CIN II+
Zytologie vs. Konisation bzgl.
75,5% 0,51 78,4% 61,3% 90,9% 36,5%
CIN III+
Konisation vs. Probeexzision
88,6% 0,77 93,9% 42,1% 93,4% 44,4%
bzgl. CIN II+
Konisation vs. Probeexzision
82,1% 0,64 87,6% 54,8% 90,5% 47,2%
bzgl. CIN III+

Tabelle 31: Ubersicht der Vergleichswerte Zytologie, Probeexzision sowie Konisation untereinander

3.7. Vergleich Zytologie und Histologie

Im Folgenden wird die Zytologie mit der Gesamthistologie verglichen. Dabei werden

zum einen samtliche histologisch abgeklérten Félle (n = 350) sowie zum anderen nur die

Fille, bei denen sowohl eine Probeexzision, als auch eine Konisation durchgefiihrt wurde

(n = 184), berticksichtigt.
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3. Ergebnisse

3.7.1. Zytologie vs. Histologie - 350 Fille

Zunichst werden die Ergebnisse von Zytologie und Histologie nach der graduellen Ein-
teilung wiedergegeben. Falls nur eine Probeexzision durchgefiihrt wurde, wird deren Er-
gebnis verwendet. Falls spéter auch noch eine Konisation vorgenommen wurde, folgt die
Darstellung bei diskrepantem Ergebnis dem héheren Wert, also dem gravierenderen der

beiden histologischen Befunde. Damit ergibt sich diese Rohtabelle als:

Histologie
Zytologie Summe
0) 1) @) @3) @) ®)

©) : : : : : - :
(0)) 11 20 7 13 2 2 55
?2) 6 4 24 56 8 0 98
3) 8 0 2 66 21 0 97
“) 4 1 2 49 26 6 88
S) 0 1 0 1 3 7 12

Summe 29 26 35 185 60 15 350

Tabelle 32: Rohdaten Zytologie gegeniiber Histologie

Die Konkordanz iiber alle sechs Kategorien betriagt 40,9% (143 von 350). Lésst man die
29 Fille, bei denen sich histologisch keine Verdnderungen nachweisen lielen, auler
Acht, so betrigt sie 44,5% (143 von 329). Akzeptiert man in beide Richtungen Abwei-
chungen um jeweils eine Kategorie, so umfasst die Ubereinstimmung 302 Fille, was einer
Konkordanz von 86,3% (302 von 350) bzw. 91,8% (302 von 329) entspricht. Fasst man
die Kategorien 3 und 4 (schwere Dysplasie und Carcinoma in situ), die inhaltlich heute
als Synonyme gesehen werden, zusammen, so liegt die Ubereinstimmung bei 213 Fillen

mit Konkordanzwerten von 60,9% (213 von 350) bzw. 66,4% (213 von 321).
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3. Ergebnisse

3.7.1.1. Zytologie vs. Histologie nach der graduellen Einteilung zur Identifizierung
von CIN II+

Die im Folgenden dargestellte Tabelle 33 zeigt die Resultate der Zytologie im Vergleich
zur Histologie in einer Kreuztafel nach der graduellen Einteilung zur Identifizierung von

CIN II+:

Histologie
Positiv Negativ Summe
Zytologie
[2), 3), D, (5] [(0), (D]
# [%] # [%o] # [%o]
Positiv
271 77,4 24 6,9 295 84,3
[2), 3), D, )]
Negativ
24 6,9 31 8,9 55 15,7
[(0), (D]
Summe 295 84,3 55 15,7 350 100,0

Tabelle 33: Kreuztafel Zytologie, Histologie nach der graduellen Einteilung bzgl. CIN I+

Die Ergebnisse der Zytologie stimmen mit der Histologie zu 86,3% tiberein. Die Konkor-
danzrate ist mit k¥ = 0,73 als gut einzustufen. Ferner folgt fiir die Sensitivitit 91,9%, die
Spezifitit 56,4%, den positiven Pradiktionswert 91,9% sowie fiir den negativen Pradikti-
onswert 56,4%. Da die Haufigkeit fiir ein positives Zytologieergebnis, wenn ein negatives
Histologieergebnis vorliegt, der Haufigkeit fiir ein negatives Zytologieergebnis, wenn ein
positives Histologieergebnis vorliegt, (zufdllig) gleicht, ist die Sensitivitét identisch zum

positiven Pradiktionswert und die Spezifitit identisch zum negativen Pradiktionswert.
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3.7.1.2. Zytologie vs. Histologie nach der graduellen Einteilung zur Identifizierung

von CIN III+

Die Tabelle 34 stellt die Resultate der Zytologie im Vergleich zur Histologie in einer

Kreuztafel nach der graduellen Einteilung zur Identifizierung von CIN III+ dar.

Histologie
Positiv Negativ Summe
Zytologie
[3), 4), (5)] [(0), (1), D]
# [%] # [%] # [%o]
Positiv
179 51,1 18 5,1 197 56,3
[3), D, (3]
Negativ
81 23,1 72 20,6 153 43,7
[(0), (1), (2)]
Summe 260 74,3 90 25,7 350 100,0

Tabelle 34: Kreuztafel Zytologie, Histologie nach der graduellen Einteilung bzgl. CIN III+

Die Ergebnisse der Zytologie stimmen mit denen der Histologie zu 71,7% tiberein. Diese

Konkordanzrate ist mit k = 0,43 als mittelmaBig einzustufen. Ferner ergeben sich fiir die

Sensitivitédt 68,8%, die Spezifitit 80,0%, den positiven Pradiktionswert 90,9% sowie fiir

den negativen Pradiktionswert 47,1%.

3.7.2. Zytologie vs. Histologie - 184 Fille

Im Folgenden werden ausschlieBlich die Fille beriicksichtigt, flir die sowohl histologi-

sche Untersuchungsergebnisse einer Probeexzision, als auch einer Konisation vorliegen.

Dabei lieferte die Probeexzision in 29 Fillen und die Konisation in 42 Fallen die hohere

graduelle Einteilung. In 113 Féllen waren sie identisch.
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Histologie
Zytologie Summe
() @ 2 3 (C)) )

() - - - - - - -
a 1 3 3 5 0 1 13
?2) 0 0 6 28 5 0 39
3) 4 0 0 48 18 0 70
“) 0 0 0 31 24 3 58
6)) 0 0 0 1 2 1 4

Summe 5 3 9 113 49 5 184

Tabelle 35: Rohdaten Zytologie gegeniiber Histologie (184 Fille)

Die Konkordanz iiber alle sechs Kategorien betrigt 44,6% (82 von 184). Lisst man die
fiinf Fille, bei denen sich histologisch keine Verdnderungen nachweisen lieBen, auler
Acht, so betrigt sie 45,8% (82 von 179). Unter Einschluss auch von Abweichungen in
beide Richtungen um jeweils eine Kategorie berechnet sich eine Ubereinstimmung fiir
167 Fille, was einer Konkordanz von 90,8% (= 167/184) bzw. 93,3% (= 167/179) ent-
spricht. Fasst man die Kategorien 3 und 4 (schwere Dysplasie und Carcinoma in situ) bei
inhaltlicher Synonymitit zusammen, so ergibt sich eine Ubereinstimmung fiir 131 Fille

mit Konkordanzwerten von 71,2% (131 von 184) bzw. 73,2% (131 von 179).

3.7.2.1. Zytologie vs. Histologie zur Identifizierung von CIN II+

Die folgende Tabelle 36 stellt die Resultate der Zytologie im Vergleich zur Histologie in

einer Kreuztafel nach der graduellen Einteilung zur Identifizierung von CIN I+ dar:
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Histologie
Positiv Negativ Summe
Zytologie
[2), 3), D, (3] [(0), (D]
# [%] # [%o] # [%]
Positiv
167 90,8 4 2,2 171 92,9
[2), 3), D, )]
Negativ
9 4,9 4 2,2 13 7,1
[(0), (D]
Summe 176 95,7 8 4,3 184 100,0

Tabelle 36: Kreuztafel Zytologie, Histologie nach der graduellen Einteilung bzgl. CIN II+ (184 Fille)

Die Ergebnisse der Zytologie stimmen mit denen der Histologie zu 92,9% {iberein. Die
Konkordanzrate ist mit k = 0,86 als sehr gut einzustufen. Ferner folgt fiir die Sensitivitit
94,9%, die Spezifitit 50,0%, den positiven Pradiktionswert 97,9% sowie fiir den negati-
ven Pradiktionswert 30,8%.

3.7.2.2. Zytologie vs. Histologie zur Identifizierung von CIN III+

In der Tabelle 37 sind die Ergebnisse der Zytologie im Vergleich zur Histologie nach der

graduellen Einteilung zur Identifizierung von CIN III+ wiedergegeben.
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Histologie
Positiv Negativ Summe
Zytologie
[3), D, (3] [(0), (1), D]
# [%] # [%o] # [%o]
Positiv
128 69,6 4 2,2 132 71,7
[3), D, (3]
Negativ
39 21,2 13 7,1 52 28,3
[(0), (1), (2)]
Summe 167 90,8 17 9,2 184 100,0

Tabelle 37: Kreuztafel Zytologie, Histologie nach der graduellen Einteilung bzgl. CIN III+

Die Ergebnisse der Zytologie stimmen mit der Histologie zu 76,6% tiberein. Diese Kon-

kordanzrate ist mit k = 0,53 als mittelméBig einzustufen. Ferner ergeben sich als Werte

fiir die Sensitivitét 76,6%, die Spezifitit 76,5%, den positiven Pradiktionswert 97,0% so-

wie fiir den negativen Pridiktionswert 25,0%.

3.7.3. Zytologie vs. Probeexzision - 184 Fille

Im Gegensatz zur Tabelle 32 werden nun die Rohdaten der Zytologie ausschlie8lich ver-

sus der Probeexzision, also nicht der Gesamthistologie, dargestellt.

75



. Ergebnisse

Histologie (Probeexzision)
Zytologie Summe
() @ 2 3 (C)) )

() - - - - - - -
(0] 4 3 2 4 0 0 13
?2) 0 0 11 25 3 0 39
3 10 1 1 49 9 0 70
“) 1 0 3 37 16 1 58
©)) 0 0 0 3 0 1 4

Summe 15 4 17 118 28 2 184

Tabelle 38: Rohdaten Zytologie gegeniiber Histologie (Probeexzision)

3.7.3.1. Zytologie vs. Probeexzision zur Identifizierung von CIN II+

Die im Folgenden dargestellte Tabelle 39 zeigt die Resultate der Zytologie im Vergleich

zur Probeexzision in einer Kreuztafel nach der graduellen Einteilung zur Identifizierung

von CIN II+:
Probeexzision
Positiv Negativ Summe
Zytologie
[2), 3), (4), (5] [(0), (D]
# [%] # [%] # [%]
Positiv
159 86,4 12 6,5 171 92,9
[2), 3), 4, (3]
Negativ
6 3,3 7 3.8 13 7,1
[(0), (D]
Summe 165 89,7 19 10,3 184 100,0

Tabelle 39: Kreuztafel Zytologie, Probeexzision nach der graduellen Einteilung bzgl. CIN 11+
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Die Ergebnisse der Zytologie stimmen mit denen der Probeexzision zu 90,2% iiberein.
Die Konkordanzrate ist mit k = 0,80 als gut einzustufen. Ferner folgt flir die Sensitivitit
96,4%, die Spezifitit 36,8%, den positiven Pridiktionswert 93,0% sowie fiir den negati-
ven Pradiktionswert 53,8%.

3.7.3.2. Zytologie vs. Probeexzision zur Identifizierung von CIN III+

In der Tabelle 40 sind die Ergebnisse der Zytologie im Vergleich zur Probeexzision in
einer Kreuztafel nach der graduellen Einteilung zur Identifizierung von CIN III+ wieder-

gegeben.

Probeexzision
Positiv Negativ Summe
Zytologie
[3), D, (3] [(0), (1), (2]
# [%] # [%] # [%e]
Positiv
116 63,0 16 8,7 132 71,7
[3), 4), (5)]
Negativ
32 17,4 20 10,9 52 28,3
[(0), (1), (2)]
Summe 148 80,4 36 19,6 184 100,0

Tabelle 40: Kreuztafel Zytologie, Probeexzision nach der graduellen Einteilung bzgl. CIN 111+

Die Ergebnisse der Zytologie stimmen mit der Probeexzision zu 73,9% iiberein. Diese
Konkordanzrate ist mit x = 0,48 als mittelmdBig einzustufen. Ferner ergeben sich als
Werte fiir die Sensitivitdt 78,4%, die Spezifitidt 55,6%, den positiven Pradiktionswert

87,9% sowie fiir den negativen Pradiktionswert 38,5%.
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3. Ergebnisse

Im Gegensatz zur Tabelle 32 werden nun die Rohdaten der Zytologie ausschlieBlich ver-

sus der Konisation, also nicht der Gesamthistologie, dargestellt.

Konisation
Zytologie Summe
() @ 2 3 Q) )

©) : : : - : - :

1 4 3 1 4 0 1 13
?2) 3 1 7 25 3 0 39
3 6 1 3 46 15 0 71
“@) 1 0 2 36 16 3 58
®) 0 0 0 1 2 1 4

Summe 14 4 13 112 36 5 184

Tabelle 41: Rohdaten Zytologie gegeniiber Konisation

3.7.4.1. Zytologie vs. Konisation zur Identifizierung von CIN II+

Die im Folgenden dargestellte Tabelle 42 zeigt die Resultate der Zytologie im Vergleich

zur Konisation in einer Kreuztafel nach der graduellen Einteilung zur Identifizierung von

CIN II+:
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Konisation
Positiv Negativ Summe
Zytologie
[2), 3), D, (3] [(0), (D]
# [%] # [%o] # [%]
Positiv
160 87,0 11 6,0 171 92,9
[2), 3), D, )]
Negativ
6 3,3 7 3.8 13 7,1
[(0), (D]
Summe 166 90,2 18 9,8 184 100,0

Tabelle 42: Kreuztafel Zytologie, Konisation nach der graduellen Einteilung bzgl. CIN II+

Die Ergebnisse der Zytologie stimmen mit denen der Konisation zu 90,8% tiberein. Die
Konkordanzrate ist mit x = 0,82 als sehr gut einzustufen. Ferner folgt fiir die Sensitivitét
96,4%, die Spezifitit 38,9%, den positiven Priadiktionswert 93,6% sowie fiir den negati-

ven Pradiktionswert 53,8%.

3.7.4.2. Zytologie vs. Konisation zur Identifizierung von CIN III+

In der Tabelle 43 sind die Ergebnisse der Zytologie im Vergleich zur Konisation in einer
Kreuztafel nach der graduellen Einteilung zur Identifizierung von CIN III+ wiedergege-

ben.
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Konisation
Positiv Negativ Summe
Zytologie
[3), D, (3] [(0), (1), D]
# [%] # [%o] # [%]
Positiv
120 65,2 12 6,5 132 71,7
[3), D, (3]
Negativ
33 17,9 19 10,3 52 28,3
[(0), (1), (2)]
Summe 153 83,2 31 16,8 184 100,0

Tabelle 43: Kreuztafel Zytologie, Konisation nach der graduellen Einteilung bzgl. CIN I+

Die Ergebnisse der Zytologie stimmen mit der Konisation zu 75,5% tiberein. Diese Kon-

kordanzrate ist mit k = 0,51 als mittelméBig einzustufen. Ferner ergeben sich als Werte

fiir die Sensitivitét 78,4%, die Spezifitit 61,3%, den positiven Pradiktionswert 90,9% so-

wie fiir den negativen Pradiktionswert 36,5%.

3.7.5. Zusammenfassung der Vergleiche zwischen zytologischen und histologischen

Ergebnissen

Die Ergebnisse der Abschnitte 3.7.1. bis 3.7.4.2. werden hier der Ubersichtlichkeit halber

noch einmal tabellarisch unter Angabe aller oben dargestellten Kenndaten zusammenge-

fithrt.
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Fille Py K SEN SPEZ PPV NPV
Zytologie vs.
350 86,3% 0,73 91,9% 56,4% 91,9% 56,4%
Histologie bzgl. CIN II+
Zytologie vs.
184 92,9% 0,86 94,9% 50,0% 97,9% 30,8%
Histologie bzgl. CIN II+
Zytologie vs. Probe-
184 90,2% 0,80 96,4% 36,8% 93,0% 53,8%
Exzision bzgl. CIN II+
Zytologie vs. Konisation
N —— 184 90,8% 0,82 96,4% 38,9% 93,6% 53,8%
zgl. +
Zytologie vs.
350 71,7% 0,43 68,8% 80,0% 90,9% 47,1%
Histologie bzgl. CIN III+
Zytologie vs.
184 76,6% 0,53 76,6% 76,5% 97,0% 25,0%
Histologie bzgl. CIN III+
Zytologie vs. Probe-
184 73,9% 0,48 78,4% 55,6% 87,9% 38,5%
Exzision bzgl. CIN III+
Zytologie vs. Konisation
184 75,5% 0,51 78,4% 61,3% 90,9% 36,5%

bzgl. CIN IIT+

Tabelle 44: Zusammenfassung der Zytologie vs. Histologieergebnisse bzgl. CIN II+/CIN III+
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4. Diskussion

Die eindeutige Identifizierung einer HPV-Infektion als &dtiologische Hauptursache des
Gebarmutterhalskrebses hat das Interesse auf HPV-Testungen als einem mdglichen In-
strument in der Krebsvorsorge im Rahmen von Screening-Programmen gelenkt. Die
HPV-Tests, welche die Prasenz einer oder mehrerer HPV-Typen anzeigen, konnen zwar
zwischen high risk- und low risk-Typen bezogen auf das allgemeine Risiko, ein Zervix-
karzinom zu entwickeln, unterscheiden, jedoch nicht zwischen klinisch relevanten ,,trans-
formierenden und voriibergehenden ,,transienten Infektionen. Hier liegt das anzuneh-
mende Einsatzgebiet komplementirer Biomarker, wobei sich die Anwendung einer im-
munhistochemischen p16™¥4/Ki-67-Doppelfirbung (CINtec® PLUS) in gewisser Weise
etabliert hat. Sie stellt simultan die Expression des zyklinabhéngigen Kinaseinhibitors
pl6, welcher bei HPV-Infektionen iiberexprimiert wird, sowie des Proliferationsmarkers
Ki-67 dar. Zum einen deutet eine pl6-Uberexpression auf die Aktivitit des viralen On-
koproteins E7 hin, zum anderen weist die gleichzeitige Anwesenheit von Ki-67 auf Ver-
anderungen von Zellzykluskontrollen hin. Daher legt eine simultane Expression beider

Marker eine transformierende HPV-Infektion nahe [Dona et al. 2012].

Seitens des Herstellers des Originaltests CINtec® PLUS, der Firma Roche mtm Labora-
torien AG, wird der Test in einem 2018 aufgelegten Flyer mit dem Titel ,, CINtec® PLUS
Cytology - Einzigartige Klarheit bei unklaren Befunden “ beworben [Roche 2017]. Aktu-

ell wird in den vom Hersteller unter https://www.roche.de/diagnostics/tests-parame-

ter/gewebediagnostik/cintec-plus.html#Downloads-Links (Stand 31.01.2021) angebote-
nen Broschiiren zusammenfassend als Indikation gesehen (ANSICHT 3591 FLY CIN-
tec PLUS Zerv_A4 (storyblok.com), Stand 31.01.2021), dass die Anwendung von CIN-
tec® PLUS sich ,,zur Abklirung HPV positiver Frauen bei negativem PAP oder ASC-US

sowie von zytologischen LSIL Befunden® eigne. Im Sinne der Miinchner Nomenklatur IT

(bzw. III) bedeutet diese Zuordnung wie folgt:

e der Gruppe I/II (I) bei HPV-Positivitét

e der Gruppe II-w (II-p)
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e (leichter) Dysplasien der Gruppe IIID (IIID1)

Beim ersten dieser drei Szenarien, ndmlich der Testung von HPV-positiven Patientinnen
mit Normalbefunden (negativer PAP), wire eine CINtec® PLUS Anwendung in erster
Linie als Suchtest aufzufassen, da die Testung dann Teil der Primadrbefundung wire. Die
ibrigen beiden Szenarien gehorten in die Gruppe der Reflextestungen, also der weiteren

Abklédrung bereits zuvor identifizierter auffalliger Befunde.

Im Rahmen der hier vorgelegten Studie ging es insgesamt um die Abkldarung von Ab-
strichzytologien mit dysplastischen Zellverdnderungen, also um das dritte Szenarium, so

dass im Folgenden vorwiegend hierauf eingegangen werden soll.

4.1. Stellenwert der konventionellen Zytologie zur Vorhersage histolo-

gischer Gewebsveranderungen

In den vergangenen ca. 50 Jahren, d.h. seit der Einfithrung der Zytologie-basierten gyni-
kologischen Krebsvorsorge im Jahr 1971 (PAP-Test), hat sich gezeigt, dass diese Me-
thode gut geeignet ist histologische Gewebsverinderungen, welche per Biopsie oder Ko-
nisation gesichert werden, vorherzusagen. Dieses gilt jedenfalls fiir die longitudinale Be-
obachtung von Patientinnen iiber die Jahre, nicht allerdings bezogen auf einen singuldren
Abstrich. Verallgemeinernd wird die Aussagekraft der gyndkologischen Zytologie als
Screening-Methode nicht in Frage gestellt, wenn man sie regelmiBig durchfiihrt. Auch
der signifikante Riickgang der Fille invasiver Zervixkarzinome in den letzten Jahrzehn-
ten geht zu einem groBen Anteil auf die gynédkologische Vorsorgezytologie zuriick. Au-
erdem wurde von der Arbeitsgruppe um Marquardt vor einigen Jahren an 617 Féllen aus
Mecklenburg-Vorpommern herausgearbeitet, dass innerhalb der Gruppe der invasiven
Zervixkarzinome Patientinnen mit Vorsorgehistorie weniger fortgeschrittene Karzinome
aufwiesen als Patientinnen ohne dieser Historie. Bei Frauen mit regelmifliger Vorsorge-
teilnahme (sog. regular) waren beispielsweise 83,9% der Karzinome (47 von 56) in den

Stadien Tlal, T1a2 und T1b, wihrend es bei Frauen ohne Vorsorgeteilnahme (sog. none)

83



4. Diskussion

nur 36,7% (137 von 373) waren [Marquardt et al. 2011]. Ahnliche Daten liegen auch aus
Schweden vor. Dort wiesen Frauen mit Vorsorgeteilnahme in 81,2% der Félle Karzinome
in den FIGO-Stadien IA bzw. IB auf (358 von 441), diejenigen ohne Vorsorgeteilnahme
hingegen in 43,9% (302 von 395) der Félle [ Andrae et al. 2008].

Dass sich die Aussagekraft der gyndkologischen Zytologie von Gruppe zu Gruppe unter-
scheidet, zeigen die von der Kassenérztlichen Bundesvereinigung 6ffentlich gemachten
aktuellen Jahresstatistiken, von denen die letztveroffentlichte das Jahr 2016 abdeckt

[KBV 2017]. Die folgende Tabelle 45 listest diese Statistik auf:

Zytologie
Histologie

I1ID1 I1ID2 IVa-p IVa-g

Zahl der Fille 111.927 62.296 25.161 1.391
Anteil an der Gesamtfallzahl 0,74% 0,41% 0,17% 0,009%
Anteil histologisch geklirter Fille 4.91% 16,58% 82,85% 82,46%
negativ 19,93% 8,47% 3,07% 7,32%

CINI 37,82% 12,80% 2,54% 2,53%

CIN II 24.24% 37,95% 8,55% 6,89%
CIN III 17,35% 39,76% 82,24% 55,01%
Adenocarcinoma in situ (AIS) 0,22% 0,29% 0,62% 19,53%
Plattenepithelkarzinom. 0,27% 0,40% 2,48% 2,53%
endozervikales Adenokarzinom. 0,05% 0,09% 0,27% 5,41%
extrazervikale Karzinome 0,11% 0,23% 0,22% 0,78%
Summe (auf +/- 0,01% gerundet) 100% 100% 100% 100%

Tabelle 45: Auszug aus der Jahresstatistik der Gynédkologischen Vorsorgezytologie fiir das Jahr 2016 (mo-
difiziert nach KBV 2017). Zugrunde liegen insgesamt 15.124.043 Fille. Die prozentuale Angabe zum ,,An-
teil histologisch geklérter Félle® bezieht sich auf die Gesamtzahl der Félle der jeweiligen Gruppe und be-
riicksichtigt histologische Untersuchungen bis zum 30.06.2017. Die prozentualen Angaben zu den Zeilen
hegative,  CIN I etc. addieren sich spaltenweise auf 100%. Die Zeile ,,extrazervikale Karzinome* um-
fasst in erster Linie, aber nicht ausschlieBlich Endometriumkarzinome.
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Vergleicht man die Korrelation der zytologischen und histologischen Ergebnisse fiir die
einzelnen Gruppen, so zeigt die Tabelle 45 insbesondere eine hohe Korrelation (82,2%
bzw. 85,8%) zwischen der Gruppe [Va-p und einer CIN III-Lision bzw. einer CIN I+
Liasion. Hieraus ldsst sich ableiten, dass es bei einem zytologischen Befund der Gruppe
IVa-p in aller Regel wohl keiner weiterfithrenden Biomarker-Anwendung im Sinne eines

Bestitigungstests bedarf.

Anders sieht es in den beiden Gruppen IIID1 und I1ID2 aus, welche - allerdings bei nur
geringem Prozentsatz histologisch geklarter Fille von 4,9% bzw. 16,5% - eine recht breite
Spanne in Verdnderungen gemél CIN I, CIN II und CIN III zeigen, genau wie dieses
nach der Miinchner Nomenklatur II fiir die damalig gemeinsame Kategorie der Gruppe
IIID auch der Fall war. So wurden im Jahr 2012 von den histologisch geklarten Fillen
der Gruppe IIID 25,1% als CIN I, 28,8% als CIN II und 30,3% als CIN III eingestuft
[Schneider 2014]. Auch wenn die neue Nomenklatur erkennen lésst, dass nun ein gewis-
ser Gradient eingetreten ist, der relativ weniger CIN III-Fille bei einer Gruppe II1ID1
(17,4%) und ebenso relativ weniger CIN I-Félle bei einer Gruppe I1ID2 (12,8%) ausweist,
bleibt doch die Gesamtverteilung breit und ldsst so gerade hier Raum fiir einen ergénzen-
den Biomarker. Dieser wiederum sollte vorzugsweise dafiir genutzt werden die CIN I+
Fille zu erfassen. So sehen es fiir die Anwendung der p16™%4/Ki-67-Doppelfirbung
auch Ziemke und Griesser, die fiir das seinerzeit geltende deutsche Modell der Krebsvor-
sorge in ihrer Arbeit aus dem Jahre 2017 eigene Erfahrungen an 1109 Fillen zusammen-
fassten. Insbesondere sehen sie einen Sinn in der Doppelfarbung ,,bei zweifelhaften Be-
funden der Gruppe IlI-p und bei persistierender Gruppe IIID1* [Ziemke und Griesser
2017].
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4.2. Stellenwert der p16™%*/Ki-67-Doppelfirbung in der Abklirungs-
diagnostik auffilliger zytologischer Befunde

4.2.1. Aktuelle Literaturiibersicht

Zum Stichtag des 19. April 2020 sind in der Datenbank PubMed bei Eingabe der Such-
phrase "("Cintec plus" or "p16/ki-67 dual” or "p16/Ki67 dual”) and (uterine or cervical)"
89 Publikationen aufgefiihrt, so dass bereits eine recht grole Zahl von Publikationen zur
Anwendung der p16™4/Ki-67-Doppelfirbung in der gynikologischen Zytologie vor-
liegt. Wenn man unspezifischer sucht, wie das in Review-Analysen in der Literatur er-
folgte [z.B. Chen et al. 2016 und Tjalma 2017], kommt man auf zunichst noch héhere
Publikationszahlen, die dann durch Verwendung erginzender Begriffe wiederum an Zahl

reduziert werden konnen.

Die drei dltesten dieser Arbeiten sowie ein Editorial erschienen im Jahr 2011, davon die
drei erstgenannten in der eckigen Klammer sogar im gleichen Monat [Petry et al. 2011,
Atkins 2011, Schmidt et al. 2011, Yoshida et al. 2011]. Zuvor waren zwar bereits Arbei-
ten bzgl. p16 und Ki-67 zur Thematik des Zervixkarzinoms durchaus erschienen, neu war
allerdings die Durchfiihrung der Farbungen auf einem zytologischen Priaparat bzw. histo-
logischen Schnitt als zweifarbige simultane Doppelfarbung anstelle von zwei einzelnen
Priparaten bzw. Schnitten. Hierfiir kann exemplarisch die friihe Arbeit von Akpolat her-
angezogen werden [Akpolat et al. 2004]. Ab 2011 ergaben sich hieraus ganz neue Inter-
pretationsmoglichkeiten. Dass das wissenschaftliche Interesse unveridndert grof3 ist, kann
man daran ablesen, dass im Jahr 2020 bis zum Stichtag bislang bereits acht Arbeiten zu

dieser Thematik erschienen sind.

Wenn man sich auf die prospektive Aussagekraft einer Biomarker-Anwendung bei einer
Gruppe IIID bzw. IIID1 fokussiert, so wird es im Wesentlichen darum gehen, eine Vor-
aussage dartiber zu treffen, inwieweit sich das Vorliegen einer CIN II+ Lasion aus dem

Untersuchungsergebnis ableiten 1ésst.
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In der Tabelle 46 sind zu diesem Aspekt die statistischen Kennwerte von Studien zusam-
mengefasst, die auch in verschiedenen Reviews und Meta-Analysen (siche Tabellenle-
gende) Beriicksichtigung finden. Auflerdem wurden Studien aufgenommen, die an Scree-

ning-Populationen gearbeitet haben.

Kurzcharakterisierung SEN SPEZ PPV NPV

Studi
e der Studie [7o] [%0] [%6] [Y0]

Ikenberg et al. 2013 181 CIN I1+/25577 Screenings 86,7 95,2 15,6 99,9

Wentzensen et al.

2015 175 CIN 11+/1509 HPV+ 83.4 58,9 21,0 96,4

41 CIN 11+/703 HPV+, Cyto- 70,7 70,8 13,1 97,5

Yu et al. 2019 20 CIN II+/1079 Screenings 75,0 79,5 6,5 99,4
218 CIN I1+/463 HPV+ 92,7 52,7 63,5 89,0

48 CIN II+/256 ASCUS, LSIL 87,5 66,4 37,5 95,8

Wright et al. 2017 367 CIN 11+/3467 HPV+ 70,3 75,6 26,2 95,4
Tay et al. 2017 63 CIN I1+/97 Cyto+ 93,7 76,5 88,1 86,7
14 CIN I1+/44 ASCUS, LSIL 92,9 76,7 65 95,8

Schmidt et al. 2011 137 CIN 11+/415 LSIL 94,2 68,0 59,2 95,9

58 CIN II+/256 ASC, LSIL, ASC-

Uijterwaal et al. 2014 89,7 73,1 54,7 95,1

H, AGC
Bergeron et al. 2015 63 CIN I1+/384 LSIL 85,7 53,3 26,5 95,0
White et al. 2016 CIN I1+/265 LSIL 77,8 88,6 - -
CIN II+ /206 ASCUS 71,9 87,9 - -

Ordi et al. 2014 378 HSIL, 18 Ca. bei 1123 Fillen 90,9 72,1 63,9 93,6

580 ASCUS und LSIL 88,9 72,9 37,4 97,3
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Killeen et al. 2014 222 94,3 61,9 30,6 98.4

Waldstrem et al.

2013 469 88,4 51,3 29,0 95,1

107 TIID-Falle mit histologischem
Ziemke et al. 2014 und 115 IIID-Félle mit zytologi- 92,4 72,8 79,7 89,3
schem Endpunkt

Zappacosta et al.

2013 3641 HPV-Positive 88,1 394 - -

246 LSIL-Fille, Zielpunkt CIN II+ | 69,5 51,3 31,1 84,2

Ziemke und Griesser 1109 Fille, davon 75 I1I-p und

93,5 | 745 | 752 | 933
2017 767 111D und hoher

151 Falle aller Gruppen, alle biop-

Prigenzi et al. 2018 siert; Zielpunkt CIN II+

61,5 96,2 61,5 96,2

69 Fille davon CIN I/CIN 1I - 61,5 91,1 61,5 91,1

Tabelle 46: Daten zur Treffsicherheit der p16™4/Ki-67-Doppelfdrbung in der gynikologischen Zytologie
nach Reviews und Meta-Analysen. Sens. = Sensitivitét, Spez. = Spezifitit, PPV = positiver Pradiktionswert,
NPV = negativer Pradiktionswert (modifiziert nach Chen et al. 2016, Tjalma 2017, Ziemke und Griesser
2017 und Yu et al. 2019). Kursiv gesetzte Werte wurden aus den Originaldaten selber errechnet.

Die Dateniibersicht zeigt, dass in der Literatur die CINtec® PLUS Untersuchung bzgl.
CIN II+ Lasionen insbesondere eine gute Sensitivitdt aufweist. Je nach Studiendesign
liegt diese zwischen ca. 70% und 97%. Die Spezifititswerte schwanken stdrker und be-
wegen sich zwischen knapp 40% und 95%. Der positive Pradiktionswert liegt in einem
breiten Intervall von ca. 7% und 88%, der negative Pradiktionswert zwischen 78% und
anndhernd 100%. Berechnet man modellhaft als Anhaltspunkt jeweils den Median der
Datenverteilung, so ergeben sich fiir die Sensitivitét 88,4%, fiir die Spezifitit 72,8%, fiir
den positiven Pradiktionswert 37,5% und fiir den negativen Pradiktionswert 95,4%. Die
Werte sind dabei deswegen nur ,,Anhaltspunkte und keine ,,harten Daten*, weil in der
Tabelle verschiedentlich aus derselben Arbeit mehrere Aspekte erfasst sind und auch
nicht immer ganz gleichartige Fragestellungen bearbeitet wurden. Sie sind also nicht frei

von Bias.
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Fiir CIN III+ Léasionen, die hier nicht ndher betrachtet werden sollen, gilt in der Regel,
dass die Werte fiir die Sensitivitdt um wenige Prozentpunkte hoher liegen. Die Spezifitit
fallt hingegen meistens um einige Prozentpunkte niedriger aus. Letztendlich bleiben die
Ergebnisse aber mit denen fiir CIN 11+ Lésionen vergleichbar. Sehr viel deutlicher, ndm-
lich oft um ca. 10 Prozentpunkte - aber um bis zu 40 Prozentpunkte - sinkt der positive
Pradiktionswert ab. Wohingegen der negative Priadiktionswert, welcher ohnehin meistens
bei CIN II+ hoher liegt, um noch einige Prozentpunkte gar ansteigt. Fiir weiterfiihrende
Details sei an dieser Stelle auf die in der Arbeit von [Yu et al. 2019] eingefiigten Tabelle
verwiesen. Weswegen hier CIN III+ Lasionen nur kursorisch betrachtet werden sollen,
hat damit zu tun, dass in dieser Kategorie von Féllen auch zytologisch oder per HPV-
Testung hohe diagnostische Prizision besteht und somit hier die klinische Fragestellung

keine vergleichbare Brisanz mit dem Auffinden von CIN II+ Lésionen aufweist.

Allerdings sind in einzelnen Arbeiten veroffentlichte Zahlen und Daten, auch wenn sie
korrekt errechnet sind, immer mit gewisser Zuriickhaltung zu interpretieren. Dies zeigt
exemplarisch ein Blick in die von [Ikenberg et al. 2013] verdffentlichte PALMS-Studie.
Die Werte fiir die Spezifitit, den positiven Pradiktionswert und den negativen Pradikti-
onswert verdndern sich namlich nicht unerheblich in Abhédngigkeit davon, welche Fille
als ,,negativ* akzeptiert werden (s. Tabelle 47). In der mit 25.557 Féllen sehr gro3en Stu-
die, in der die gynikologische Zytologie um einen HPV-Test und die p16™*4/Ki-67-
Doppelfarbung erginzt wurde, wurden von vornherein alle Félle als ,,negativ kategori-
siert, welche mit allen drei Methoden negativ waren (7riple-negativ). AuBBerdem wurden
die Patientinnen bei < 30 Jahren Lebensalter mit ausschlieBlich positivem HPV-Test und
alle weiteren Patientinnen, die bei mindestens einer der drei Untersuchungen zwar ,,posi-
tiv* waren, bei denen aber entweder nicht kolposkopiert oder bei denen im Zuge der Kol-
poskopie auf eine Biopsieentnahme verzichtet wurde, als ,,negativ* kategorisiert. Dass
diese Patientinnen wirklich allesamt negativ beziiglich einer CIN II+ Léasion waren, ist
streng genommen hypothetisch und unbelegt. Schlie3t man sie nach und nach aus dem
Kollektiv aus, so steigt der positive Pradiktionswert und es sinkt die Spezifitit (s. Zeilen
B-D der Tabelle 47). Letztendlich gilt dieses aber auch fiir den Fall, dass man nur histo-
logisch geklirte Falle akzeptiert hat (Zeile E der Tabelle) - beispielsweise konnte hier die
Repriasentativitét einer kolposkopischen Biopsie angezweifelt werden. Durch diese Unsi-

cherheiten wird letztendlich indirekt auch die in allen Szenarien ,,formal* gleichbleibende
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Sensitivitdt beeinflusst, da sich ja dieser durch jeden - infolge falscher Studiendesignan-

nahmen - falsch negativen Fall verringern werden wiirde.

Die Angaben, welche von den Autoren selber in einer Tabelle der Arbeit getdtigt wurden,
geben die zugrunde gelegte Teilmenge am Patientenkollektiv nicht in Zahlen an und wei-

chen unerklédrbar von den eigenen Berechnungen ab.

Daten der PALMS-

Studie Datenverteilung bzgl. CIN II+ SEN SPEZ PPV NPV
rp/fp/fn/rn/Summe [%] [%] [%] [%]
Ikenberg et al. 2013

A: Alle Fille

(n=25577) 156 /1297 /25 /24099 / 25577 86,2 94,9 10,7 99,9

B: nach Ausschluss
der Triple-negativen 156 /1297 /25/2190 /3668 86,2 62,8 10,7 98,9
Félle (n=21909)

C: nach Ausschluss
der ausschliefSlich- 156 /1297 /25 /1545 /3023 86,2 54.4 10,7 98,4
HPV-positiven Fille
<30 Jahre (n=645)

D: nach Ausschluss

der Fille ohne Kolpo- 156 /917/25/1203 /2301 86,2 56,7 14,5 98,0
skopie (n=722)

E: nach Ausschluss

(LG DTG ] 156 /254 /25 /280 / 715 86.2 52.4 38.0 91.8
Fille ohne Histologie

(n=1586)

Angaben bei Ikenberg

el 2013 86,7 95,2 15.6 99.9

Tabelle 47: Daten zur Treffsicherheit der p16™%44/Ki-67-Doppelfdrbung in der gynikologischen Zytologie
fiir CIN II+ Léasionen bezogen auf Teilkollektive der PALMS-Studie [Ikenberg et al. 2013]. rp = richtig
positiv, fp = falsch positiv, fn = falsch negativ, rn = richtig negativ, Summe = Gesamtzahl beriicksichtigter
Fille, Sens. = Sensitivitét, Spez. = Spezifitit, PPV = positiver Pradiktionswert, NPV = negativer Pradikti-
onswert, alle Angaben in Prozent. Als ,,negativ wurden in der PALMS-Studie alle Triple-negativen Fille
(HPV, Zytologie, CINtec® PLUS) gewertet, ebenso alle Fille mit ausschlieBlicher HPV-Positivitit < 30
Jahre Lebensalter, auerdem alle kolposkopierten Félle, bei denen auf eine Histologieentnahme verzichtet
wurde.

An dem Trend der Zahlen - auch in den iibrigen Arbeiten der Tabelle 46, jeweils abhédngig
vom zugehdrigen Endpunkt - indern diese Uberlegungen allerdings nichts. Dennoch ist

aus ihnen klar zu entnehmen, dass die Erfahrungen mit der p1 6™4¢/Ki-67-Doppelfirbung
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in der Literatur unabhidngig von den konkreten Zahlen auf eine hohe Sensitivitit und ei-
nen negativen Pridiktionswert sowie auf eine mittlere Spezifitit und einen niedrigen po-
sitiven Pridiktionswert deuten. Ubersetzt in ,,die klinische Sprache* bedeuten eine hohe
Sensitivitdt und ein hoher NPV, dass zum einen viele Erkrankte (= CIN II+) vom Test
erkannt werden, und zum anderen, dass bei einem negativen Testergebnis eine Erkran-
kung unwahrscheinlich ist. Der relativ niedrige positive Priadiktionswert wiederum geht
auf die relativ vielen falsch positiven Testergebnisse mit mittlerer Spezifitt zuriick und
weist aus, dass bei einem positiven Testergebnis nur in recht wenigen Fillen eine Erkran-

kung gefunden wird.

4.2.2. Eigene Ergebnisse

Alle 350 in unserer Studie eingeschlossenen Fille entstammten der Dysplasiesprech-
stunde der Frauenklinik des Universitdtsklinikums Diisseldorf (UKD). Die auftilligen
zytologischen Vorbefunde, aufgrund derer die Patientinnen in die Dysplasiesprechstunde
gelangten, waren nahezu alle auswiérts erhoben und uns daher nicht bekannt, sofern sie
nicht in manchen Féllen anamnestisch auf dem Einsendeschein angegeben waren. Alle
350 untersuchten zytologischen Prdparate entsprachen dabei konventioneller Zytologie
und enthielten mindestens leichte Dysplasien (Gruppe IIID (MN2), IIID1 (MN3) bzw.
LSIL). Der HPV-Status der Patientinnen war iiblicherweise nicht angegeben. Bezogen
auf die histologische Kliarung, bei der nicht in allen Féllen auffillige Zellverdnderungen
nachgewiesen wurden, ergab sich als Besonderheit, dass viele der operativen Eingriffe
noch am Tag der zytologischen Abstrichentnahme durchgefiihrt wurden und somit das

zytologische Untersuchungsergebnis erst postoperativ erhoben wurde.

Zur allgemeinen wissenschaftlichen Charakterisierung und Aufarbeitung der Studien-
gruppe - gesammelt zwischen Dezember 2008 und August 2012 - kann auf die Untersu-
chung von [Miiller 2015] verwiesen werden. Auf die damals nach Papanicolaou gefarbten
und archivierten Proben wurde die p16™%4¥/Ki-67-Doppelfirbung (CINtec® PLUS) an-
gewandt, um die Leistungsfahigkeit dieses Biomarkers in der LSIL- / HSIL-Abgrenzung
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mit den Ergebnissen der Zytologie sowie der Histologie (Probeexzision und / oder Koni-

sation) vergleichen zu konnen.

Die in Kapitel 3.5. (Tabelle 15) zusammengestellten Ergebnisse unserer Studie zeigen,
dass die Sensitivitit der p1 6™%4¥/Ki-67-Doppelfirbung am eigenen Material bezogen auf
das zytologische Untersuchungsergebnis bei 68,5%, die Spezifitit bei 65,5%, der positive
Pridiktionswert bei 91,4% und der negative Pridiktionswert bei 27,9% lag. Ahnliche
Kombinationen von Werten ergaben sich auch im Vergleich der fiir alle 350 Patientinnen
histologischen Biopsiediagnostik (68,7%; 60,6%; 88,2%; 31,0%) und der an einem Teil-
kollektiv von 184 vorgenommenen histologischen Konisationsdiagnostik (71,7%; 38,9%;
91,5%; 13,0%). Vergleicht man diese Zahlen mit den oben genannten Anhaltspunkten

aus der Literatur, so weichen die eigenen Ergebnisse deutlich ab.

Weniger aussagekriftig in unserer Studie sind im Vergleich zur Literatur die Werte fiir
Sensitivitdt und Spezifitdt. Nur ca. zwei Drittel der insgesamt von einer CIN II+ Lision
betroffenen Fille wiesen bei auffilliger Zytologie ein positives Féarbergebnis in der
p16™N&4/Ki-67-Doppelfirbung auf (SEN zwischen 68,5% und 71,7%). Damit liegt das
Ergebnis um bis zu 20 Prozentpunkte unterhalb des medianen Ergebnisses aus der Lite-
ratur. Auch die Spezifitit der Untersuchung war deutlich geringer, was den Einsatz der

Testung als Suchtest nicht optimal erscheinen ldsst.

Andererseits fillt im Vergleich zur Literatur der viel hohere positive Pradiktionswert auf.
D.h. die Patientinnen in deren Abstrich mit der p16™%44/Ki-67-Doppelfirbung auffillige
Plattenepithelien detektiert wurden, waren zu einem hohen Prozentsatz auch wirklich an
einer CIN II+ Lision erkrankt. Damit leistet die Untersuchung einen sehr wesentlichen
Beitrag beziiglich eines Bestitigungs- oder Reflextests. Dieser hat ja - in Abgrenzung
gegeniiber einem Suchtest - nicht die primére Aufgabe ,,Alarm zu schlagen®, sondern soll
einen bereits bestehenden Verdacht mit einer adjuvanten Methode verdichten. Dieses

wird mit einem hohen positiven Pradiktionswert erreicht, so dass hier ein gutes und auch
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klinisch nutzbares Ergebnis vorliegt. Fand sich bei einer Patientin ein positives Tester-
gebnis, so wies sie mit einer Wahrscheinlichkeit von 88,2% bzw. 91,5% eine CIN II+

Lision bei der Biopsie bzw. Konisation auf.

Ebenso recht eindeutig war das Ergebnis fiir den negativen Pradiktionswert bzgl. einer
CIN II+ Lésion, der in unserem Kollektiv, wiederum in Abweichung zur Literatur, ver-
gleichsweise niedrig und somit gut war. Er wies allerdings zwischen den drei betrachteten
Korrelationen zu Zytologie, Biopsie und Konisation stirkere Schwankungen auf. Den-
noch ldsst sich sagen, dass bei einem negativen Testergebnis die Wahrscheinlichkeit einer
Patientin mit auffélliger Zytologie wirklich an einer CIN II+ Lésion erkrankt zu sein mit
13% bis 31% relativ gering ist. Entsprechend kann man auch mit dem zweiten bei einem

Bestatigungstest wichtigen Kennwert durchaus zufrieden sein.

Eindeutige Erkldrungen fiir diese Unterschiede zur Literatur lassen sich nicht herausar-

beiten, da sich die moglichen Einflussgroflen nicht quantitativ darstellen lassen.

Fest steht, dass sowohl die Zytologieassistentinnen, als auch die Félle validierenden Fach-
arztinnen und -drzte mit der technischen Qualitdt der konventionellen Ausstrichpréparate
nicht immer zufrieden waren, weil sie zum Teil zu dick ausgestrichen waren und/oder
Fixationsartefakte aufwiesen - eine Art Qualitétskataster wurde aber nicht gefiihrt. In der
oben bereits erwidhnten PALMS-Studie aus [Ikenberg et al. 2013] wurden zwischen kon-
ventionellen Ausstrichen und Diinnschichtpriaparaten allerdings keine wesentlichen Un-
terschiede fiir die Sensitivitit bzw. die Spezifitdt ermittelt. Dort ergaben sich fiir die kon-
ventionelle Ausstriche 87,2% bzw. 95,8%, fiir die SurePath-Préaparate 88,1% bzw. 95,1%
und fiir die ThinPrep-Préaparate 95,6% bzw. 95,0%, so dass hier kein erkennbarer Nachteil

bei der Verwendung konventioneller Ausstrichprdparate gefunden wurde.

Ein anderer Aspekt ist sicher, ab welchem Braun- bzw. Rotfiarbeton man eine Farbung
bereit war, als ,,eben schon positiv* gegentiber ,,gerade noch negativ zu akzeptieren.
Beide Farbungen zeigten sich in allen Farbschattierungen von sehr zart bis sehr kréftig.

Die Vorgabe an der Cytopathologie am UKD bei der Auswertung war das Prinzip der
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Eindeutigkeit der Anfdrbung, so dass im Grunde rein subjektive Interpretationen, aller-
dings stets unter Anwendung eines ,,Vier-Augen-Prinzips®, getdtigt wurden. Vor diesem
Problem stehen aber andere Arbeitsgruppen auch, wenn man nicht bildanalytische Ver-
fahren verwenden mochte. Dies letztgenannten sind jedoch an konventionellen Prépara-
ten nicht recht denkbar. Eine grundlegende bildanalytische Arbeit an Diinnschichtpripa-
raten, in der auch die mathematischen Hintergriinde der verwendeten support vector ma-
chines-Klassifikatoren behandelt wurden, ergab fiir die Zuordnung von Zellen zu p16+/
Ki-67+ zwischen dem bildanalytischen Ergebnis und der Klassifikation durch zwei Zy-
topathologen eine Ubereinstimmung von 77,1% bzw. 82,6%, also ein recht gutes, aber
moglicherweise fiir einen klinischen Einsatz noch nicht ausreichendes Ergebnis [Gertych
et al. 2012]. Durchgesetzt haben sich bildanalytische Ansitze in der p16™%*/Ki-67- Di-

agnostik bislang nicht.

Die wenigen Reproduzierbarkeitsstudien zwischen verschiedenen Untersuchern sind wie-
derum komplex angelegt, so dass eine genauere Datenanalyse den Rahmen dieser Arbeit
sprengen wiirde. Die Zahlen der Kaiser-Permanente-Studie von [Wentzensen et al.
2015], bei der zehn Untersucher jeweils ein Teilkollektiv von 160 Féllen mit jeweils 12
bis 13 CIN II+ Fillen im Vergleich zum Referenzergebnis beurteilten, ergaben Ubereinst-
immungen zwischen 82,5% und 91,1%. Dies spricht im Wesentlichen fiir eine gleichar-
tige Beurteilung der Fiarbung. Ahnlich wurde in einer Arbeit aus Slowenien, in der die
Diagnostiker dreier Labore im Allgemeinen verglichen wurden, Ubereinstimmungen
zwischen jeweils zwei Laboren in der Auswertung der pl16™<4/Ki-67-Doppelfirbung
von 129 Fillen zwischen 82,2% bis 86,8% ermittelt, die sich aber mit zusétzlicher Schu-
lung/Ubung auf 93,0% bis 93,8% steigern lieBen - betrachtete man alle drei Labore ge-
meinsam, so lagen die Werte bei 77,5% bzw. 89,9% [Prevodnik et al. 2019].

Interessant ist auch der Vergleich zwischen intraspezifischer Reproduzierbarkeit (jeweils
einer von drei Untersuchern, zweimalige Befundung) und interspezifischer Reproduzier-
barkeit (drei Untersucher, einmalige Befundung), der in einer 469 Félle umfassenden Stu-
die aus Schweden an einem Teilkollektiv von 185 LSIL-Fillen dargelegt wurde [Wald-
strom et al. 2013]. Fiir die drei paarweisen Vergleiche zur intraspezifischen Reproduzier-

barkeit ergab sich eine mittlere Ubereinstimmung von 77,7%, fiir die drei paarweisen
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Vergleiche zur interspezifischen Reproduzierbarkeit von 79,8%. Die zugehorige mediane

Ubereinstimmung lag bei 71,9% bzw. 82,2%.

Dass in den eigenen Daten die Werte fiir den PPV so gut und fiir den NPV immer noch
gut ausfallen hat auch mit dem Patientinnenkollektiv zu tun. Es besteht ausschlielich aus
Fallen, die bereits in die Dysplasiesprechstunde der Frauenklinik des UKD tiiberwiesen
worden waren, so dass mindestens ein, wenn nicht mehrere frithere auffillige zytologi-
sche Vorbefunde als Indikation fiir diese Uberweisung vorhanden waren. Vermutlich wa-
ren es in vielen Féllen auch mehrere solcher auffilliger Befunde, da insbesondere Patien-
tinnen mit einer Gruppe IIID bzgl. der Miinchner Nomenklatur Il nach den friiheren Vor-
gaben des Krebsvorsorgeprogramms nicht iiblicherweise bereits bei einem auffilligen
Erstbefund in eine Spezialsprechstunde iiberwiesen wurden. Entsprechend ist unser Kran-
kengut in gewisser Weise ,,angereichert”, was eindeutigere Werte fiir den PPV und den

NPV begiinstigt.

Auf die Frage, inwieweit sich die Ergebnisse zwischen einem Vergleich mit einer Biopsie
oder einer Konisation unterscheiden, soll abschlieBend hier noch einmal kurz eingegan-
gen werden. Die entsprechenden Werte fiir Sensitivitét, Spezifitét, positiven Pradiktions-
wert und negativen Pradiktionswert waren oben bereits kurz wiedergegeben worden. Sie
sind sich so dhnlich, dass offenbar in der Regel bereits mit der Biopsie die Lasion erfasst
wird. Dieses ldsst darauf schlieen, dass diese in der grolen Mehrzahl der Fille kolpo-
skopisch sichtbar gewesen sein und nicht im tiefen Zervikalkanal gelegen haben wird.
Anderseits wird eine Empfehlung abgegeben werden miissen, dass bei einem Biopsieer-
gebnis, das zur Zytologie und/oder zur p16™X4¥/Ki-67-Diagnostik diskrepant ist, immer
an eine Lage der Lision im tiefen Zervikalkanal gedacht werden und eine entsprechende
nachfolgende Diagnostik erfolgen muss. Dies gilt besonders fiir dltere Frauen, bei denen
physiologischerweise die insbesondere von der Dysplasiebildung gefahrdete ekto-endo-

zervikale Ubergangszone dort zu erwarten ist.
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4.3. Weitere Anwendungen der p16™*4*/Ki-67-Doppelfirbung in der gy-

nikologischen Zytologie

Die Anwendungen der p16™%4¥/Ki-67 Immunzytochemie beschriinken sich in der Litera-
tur nicht ausschlieBlich auf die Detektion von CIN II+ oder CIN III+ Lisionen bei bereits
zytologisch dysplastischen Zellverdnderungen ab einer Kategorie der Gruppe I1ID (nach
der Miinchner Nomenklatur IT) oder LSIL (nach dem Bethesda-System), sondern wurden
auch an zytologisch unauffilligen Befunden und an Féllen der Kategorie ASCUS (nach
dem Bethesda-System), im Wesentlichen der Gruppe II-p (nach der Miinchner Nomen-
klatur IIT) gleichend, vorgenommen. Auch wenn in der eigenen Studie solche Fallgruppen
nicht mitgefiihrt wurden, sollen im Folgenden die Erfahrungen hiermit dargestellt wer-

den.

4.3.1. Leistungsfihigkeit der p16'¥%43/Ki-67-Doppelfirbung bei negativer gynikolo-
gischer Zytologie und positivem HPV-Befund

Die Konstellation eines negativen zytologischen Abstriches (Gruppe I bzw. NILM) und
eines positiven HPV-Tests war friiher selten, wird seit dem 1. Januar 2020 aber haufiger
beobachtet. Diese zeitliche Zasur geht darauf zuriick, dass frither HPV-Tests iiblicher-
weise nur bei Verdacht auf eine Lision durchgefiihrt wurden, nunmehr aber Teil des
Krebsvorsorgeprogramms bei Frauen ab 35 Jahren sind. Im Folgenden soll auf zwei

grundlegende Studien mit solchen Befunden eingegangen werden.

Eine zu dieser Thematik wesentliche Studie bei Frauen ab 30 Jahren fithrten [ Wentzensen
et al. 2015] im Rahmen der Kaiser Permanente-Studie an insgesamt 1509 Féllen auf der
Basis von Diinnschichtzytologien durch. In 703 Féllen war dabei in der Vergangenheit
kein positiver zytologischer Befund aufgefallen. Am Ende der Studie fand sich bei 41
(5,8%) dieser Patientinnen eine CIN II+ Lésion. Die 226 (32,1%) der 703 Patientinnen

unterzogen sich unmittelbar nach der Diagnostik einer Kolposkopie mit Biopsie, welche
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zu 14 (6,2%) CIN II+ Diagnosen fiihrte. Die {ibrigen 477 (67,9%) Patientinnen unterzo-
gen sich nach einem Jahr einem erneuten HPV-Test und einer erneuten Zytologie. Dabei
trat fiir 128 (26,8%) Fille erneut die Konstellation positiver HPV-Test und negative Zy-
tologie auf. Davon erhielten 120 Patientinnen, also die groBe Mehrheit von ihnen
(93,8%), eine Biopsie. Dabei befanden sich sechs (5,0%) CIN II+ Lésionen. Unter den
verbleibenden 349 (= 477 — 128) Fillen waren 110 (31,5%), die sowohl HPV-positiv
geblieben waren, als auch jetzt eine auffillige Zytologie zeigten. Von 105 Biopsierten
wiesen 21 (20,0%) eine CIN II+ Lasion auf. SchlieBlich waren 235 Patientinnen in beiden

Tests negativ und vier zeigten bei HPV-Negativitit eine auffallige Zytologie an.

Zusammenfassend waren somit mit 6,2% und 5,0% die CIN II+ Quoten bei sofortiger
Kolposkopie mit Biopsie oder mit ein jahriger Verzogerung nach Bestdtigung durch eine
erneute Co-Testung fast gleich und insgesamt ungefahr 10-mal hoher als in einer norma-
len Screening-Population, welche die KBV-Zahlen von 2017 zugrunde legen (siche
oben). Insofern stellt die Konstellation ,,HPV-positiv & Zytologie negativ* eine Risiko-
situation dar. Aber erst das Hinzutreten auffélliger Zellen im Abstrich ldsst die Quote an
gefundenen CIN II+ Lisionen signifikant, nimlich auf 20%, ansteigen. Ahnlich war das
Ergebnis auch filir die Gruppe von Patientinnen, welche anamnestisch schon einmal ein
positives Zytologieergebnis gehabt hatten und anschlieBend HPV-positiv waren. Hierbei
handelte es sich um 544 Frauen (36,1%), von denen 463 (85,2%) biopsiert wurden. Dabei
wurden 107 (23,1%) CIN 11+ Lisionen gefunden. Die Erfahrungen, die man in der Kaiser
Permanente Studie fir Frauen mit oder iiber 30 Jahren bzgl. der Konstellation ,,HPV po-
sitiv & Zytologie negativ* gesammelt hat, sind in der Reform der gynédkologischen Krebs-
vorsorge in Deutschland zum 1. Januar 2020 berticksichtigt worden, indem der Abkla-

rungsalgorithmus eine eigens fiir solche Patientinnen entwickelte Strategie beinhaltet.

Bei allen 703 (100,0%) priméren Abstrichen wurde erginzend eine p16™%4¥/Ki-67-Dop-
pelfarbung durchgefiihrt, welche ab Nachweis einer positiven Epithelzelle (unabhédngig
von deren Morphologie) als positiv bewertet wurde. Bezogen auf alle 703 Falle waren
31,6% der Farberesultate positiv, obwohl nur 5,8% eine CIN II+ Lasion aufwiesen. In-
nerhalb der 41 Fille von CIN II+ Lasionen waren 70,7% positiv sowie innerhalb der 235

Félle, die nach erneuter Co-Testung negativ fiir HPV und in der Zytologie waren, waren
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20% positiv. Dies bedeutet, dass letztendlich der Untersuchung hier nur fraglich ein wirk-
lich klinischer Nutzen zugesprochen werden kann, da zu viele positive Tests ohne zu-
grunde liegender Lision auftraten (PPV = 13,1%). Als weitere Kennzahlen wurden fiir

die Sensitivitdt 70,7%, fiir die Spezifitdt 70,8% und fiir den NPV 97,5% angegeben.

Zuvor war bereits dhnlich an einem kleineren Kollektiv (425 Fille) im Rahmen der
Wolfsburg-Studie [Petry et al. 2011] die klinische Wertigkeit der p16™%44/Ki-67-Doppel-
farbung zur Identifizierung von CIN II+ bzw. CIN III+ bei dieser Fallkonstellation unter-
sucht worden. Dies geschah ebenfalls an Diinnschichtzytologien von Patientinnen mit ei-
nem Alter von > 30 Jahren. Mit der p16™¥4¥/Ki-67-Doppelfirbung wurden in 108 Fillen
(25,4%) positive Zellen identifiziert. In der mit der Doppelfarbung positiven Gruppe lag
die Quote von CIN II+ Lésionen bei 31,5% (34 von 108), bei der negativen Gruppe bei
0,9% (3 von 317), wobei das Follow-Up relativ kurz war und nur bei 132 (31,0%) Pati-
entinnen kolposkopisch gewonnene Biopsien vorlagen. Insgesamt wurden 34 der 37 CIN
11+ Lisionen in Fillen gefunden, in denen die Zytologie mit der p16™X4¥/Ki-67-Doppel-
firbung positiv gewesen war. Von 95 Fillen, deren Zytologie in der p1 6™%4/Ki-67-Dop-
pelfarbung hingegen negativ beurteilt worden war, wiesen 17 weitere CIN II+ Lisionen
auf. Hieraus errechnete sich eine Sensitivitdt von 91,9%, eine Spezifitit von 82,1%. Fer-
ner fiihrte dies zu einem positiven Pradiktionswert von 66,7% und einem negativen Pré-
diktionswert von 96,3%. Zu beriicksichtigen ist allerdings bei diesen Werten, dass in der
Studie durch die relativ geringe Zahl fiir das histologische Follow-Up verbliebener Pati-
entinnen (132 von 425, d.h. 31,1%) ein gewisser Bias entstanden sein kdnnte - hierfiir
spricht die fiir eine Screening-Population sehr geringe Zahl von CIN I-Diagnosen von
1,9% (2 von 108) in der Gruppe der Patientinnen mit positivem Ergebnis in der
p16™&49/Ki-67-Doppelfirbung und von 7,3% (23 von 317) in der negativen Gruppe. In-
sofern ist zu fragen, inwieweit die Idee der Autoren, man konne mit der Anwendung der

p16™K4/Ki-67-Doppelfirbung die Zahl an Kolposkopien reduzieren, wirklich trigt.

Als dritte Arbeit soll eine Publikation aus Utrecht von [Uijterwaal et al. 2015] erwihnt
werden, bei der die pl 6™*4¥/Ki-67-Doppelfirbung an 408 zytologischen Abstrichen mit
einem Normalbefund durchgefiihrt wurden. Davon fielen 131 (32,1%) Farbungen positiv
aus. Die iibrigen 277 (67,9%) Fille fielen negativ aus. Alle Patientinnen waren HPV-HR-

98



4. Diskussion

positiv getestet worden und verfiigten entweder iiber ein 3-Jahres-Follow-Up mit negati-
ver Zytologie (75,7%) oder wiesen eine positive Zytologie ab HSIL (1,5%) bzw. eine
histologische Abkldrung (22,8%) auf. Insgesamt traten bei ithnen 48 (11,8%) CIN II+ L&-
sionen zutage. Die Sensitivitit der p16™<*/Ki-67-Doppelfirbung betrug fiir sie 68,8%,
die Spezifitit 72,8%, der positive Pradiktionswert 25,2% und der negative Pradiktions-
wert 94,6%.

4.3.2. Leistungsfihigkeit der p16™%4?/Ki-67-Doppelfirbung bei zytologischem AS-
CUS-Befund bzw. LSIL-Befund

Publikationen zu eher als gering einzustufenden zytologischen Verdnderungen liegen in
aller Regel bezogen auf die Bethesda-bezogene Nomenklatur des ASCUS (atypical squa-
mes of uncertain significance) oder des LSIL (low grade sqaumous intraepthelial lesion)
vor, was sich in der in Deutschland verwendeten Miinchner Nomenklatur III auf die bei-
den Gruppen II-p (ASCUS) bzw. IIID1 (LSIL) beziehen ldsst. Da manchmal zwischen
beiden Gruppen in den Veroffentlichungen nicht getrennt wird, sollen sie hier gemeinsam
besprochen werden. Insgesamt ldsst sich sagen, dass auch fiir diese beiden Gruppen be-
zogen auf das Vorliegen einer CIN II+ Lision bei positivem Ausfall einer p16™ 4/Ki-
67-Doppelfarbung iiberwiegend positive Erfahrungen vorliegen. Insgesamt schwanken
die Werte fiir die Sensitivitdt und die Spezifitit flir diese Studien, iibersichtlich in der
Publikation von [Ordi et al. 2014] zusammengestellt, zwischen 62,3% und 92,2% bzw.
zwischen 51,3% und 82,2%. Sie sind also durchaus variabel. In einer aktuellen Ubersicht
aus dem Jahr 2019 von [Peeters et al. 2019] werden fiir die Sensitivitidt mittlere Werte
von 84% bzgl. ASCUS und von 86% bzgl. LSIL genannt. Die Spezifititswerte liegen bei
77% bzw. 66%. Bezogen auf CIN III+ liegen die Werte fiir die Sensitivitdt hoher, ndmlich
88% bzw. 96%, und die Werte fiir die Spezifitit niedriger, ndmlich 72% bzw. 47%.
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Mittelwerte fiir die
Tg’fgﬁ!}ffﬁ:ﬁiﬂ Zahl der Studien SEN [%] SPEZ [%]
Doppelfirbung

CIN II+
ASCUS 13 84 (77-89) 77 (70-82)
LSIL 18 86 (82-89) 66 (59-72)

CIN 111+
ASCUS 5 88 (58-98) 72 (67-76)
LSIL 6 96 (88-98) 47 (36-58)

Tabelle 48: Daten zur mittleren Treffsicherheit der p16™X4/Ki-67-Doppelfirbung in der gynikologischen
Zytologie mit Diagnosen von ASCUS bzw. LSIL fiir das Vorliegen einer CIN II+ Lasion oder einer CIN
11+ Léasion nach Peeters et al. 2019. Angaben zur Sensitivitit und Spezifitit in Prozent unter Angabe des
Mittelwertes und des 95%-Konfidenzintervalls.

Einige groBere Studien sollen im Folgenden angesprochen werden. Die Studie von [Ordi
et al. 2014] aus dem Jahre 2014 an 1.123 zytologischen Abstrichen mit obligatorischem
Nachweis von HR-HPV enthielt eine Untergruppe von 580 Féllen, von denen mit 509 die
allermeisten als LSIL (66,2%) oder ASCUS (21,6%) eingestuft worden waren. Die {ibri-
gen 71 wurden als normal (6,2%), als ASC-H (5,0%) oder als AGC (1,0%) eingestuft.
Bezogen auf diese Félle betrugen die Sensitivitdt bei positivem Firbeergebnis fiir eine
CIN II+ Léasion 88,9% und die Spezifitit 72,9%. Fiir den positiven Pradiktionswert bzw.
den negativen Pridiktionswert errechneten sich 37,4% bzw. 97,3%. Den Autoren war
wichtig herauszustellen, dass bei vergleichbaren iibrigen Kennwerten die Spezifitit der
Untersuchung fast genau doppelt so hoch war wie die der per HC2-Testung durchgefiihr-
ten HPV-HR-Analyse (36,7%), wodurch man sich eine Reduktion von notwendigen Kol-

poskopien erhoffen konne.

Ferner wire die EEMAPS-Studie von [Schmidt et al. 2011] aus dem Jahre 2011 zu nen-
nen. In dieser wurden u.a. Abstriche von 776 Frauen mit low-grade-Veranderungen in
der Zytologie, von denen die meisten HR-HPV-positiv waren (78,4%), ausgewertet. Die
Befunde bzgl. ASCUS (46,5%) und LSIL (53,5%) wurden hier getrennt betrachtet, wobei
die Ergebnisse gut vergleichbar waren. Wertet man sie zur besseren Vergleichbarkeit mit

anderen Studien gemeinsam aus, so ergeben sich eine Sensitivitdt von 93,5% und eine

100



4. Diskussion

Spezifitdt von 77,2%. Fiir den positiven Pradiktionswert bzw. den negativen Pradiktions-
wert ergeben sich 59,2%, bzw. 40,8%. Zusammenfassend gingen die Autoren davon aus,
dass man mit der p16™X4¥/Ki-67-Doppelfirbung eine Triagierung von Patientinnen mit
ASCUS- und/oder LSIL-Befunden vornehmen konne. Auflerdem sahen sie einen Vorteil
in der Doppelfirbung im Vergleich zu der vorher erprobten einfachen p16™X4*-Markie-

rung plattenepithelialer Lasionen.

SchlieBlich soll noch die ebenfalls recht gro3e Studie von [Waldstrem et al. 2013] aus
dem Jahre 2013 erwdhnt werden. Diese erfasste 469 Patientinnen, davon 324 (69,1%)
HPV-HR-positiv mit LSIL-Zytologie. Im Rahmen des Follow-Ups wurden 87 (18,6%)
CIN II+ Lisionen gefunden. Die 259 (55,2%) Patientinnen wiesen Normalbefunde auf
und die iibrigen 123 (26,2%) zeigten im Verlauf wiederum low-grade-Verinderungen
(ASCUS, LSIL bzw. CIN I) an. Auch in dieser Studie ergab sich fiir die p16™**¥/Ki-67-
Doppelfiarbung mit 88,5% eine hohe Sensitivitdt. Die Spezifitét lag bei 51,3%, der posi-
tive Pradiktionswert bei 29,3% und der negative Pridiktionswert bei 95,1%. Konkrete
Schliisse fiir eine spezielle Vorgehensweise aus der Diagnostik wurden von den Autorin-
nen hier nicht gezogen. Insbesondere wurde die nur mittlere Konkordanz der Ergebnisse
des HPV-Tests und der p16™X44/Ki-67-Doppelfirbung von 69,5%, die fiir eine gewisse
Unabhéngigkeit der beiden Untersuchungsmethoden voneinander spricht, nicht weiter di-

agnostisch ausgewertet.

Zu deutlich niedrigeren Werten kommt die Arbeit von [White et al. 2016] aus dem Jahre
2016 bzgl. 471 zytologischer Abstriche von Patientinnen mit mehrfacher ASCUS- oder
LSIL-Diagnose. Fiir die Sensitivitit der p16™*/Ki-67-Doppelfirbung zur Erkennung
einer CIN II+ Lision - bezogen auf ein Follow-Up-Intervall von zwei Jahren - ergab sich
ein Wert von 75,4% und fiir die Spezifitit ein Wert von 88,3%. Dafiir errechnen sich mit
72,7% bzw. 89,6% relativ hohe Werte fiir den positiven Pradiktionswert bzw. den nega-
tiven Pradiktionswert. Von den im HPV-HR-Test (HC2) positiven Féllen, die auch mit
der p16™K4/Ki-67-Doppelfirbung positiv waren, wiesen 74,1% eine CIN I+ Lision auf.
Fiir die negativen Fille galt ein Wert von 15,6%. Aullerdem zeigten sich kaum Fille mit
HPV-HR-Negativitit und positivem Resultat der p16™4/Ki-67-Doppelfirbung (4 von

471). Die Ergebnisse der Studie lassen sich daher so interpretieren, dass eine p16™ 4/Ki-
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67-Doppelfarbung in HPV-HR-positiven Féllen mit /ow grade-Verdnderungen zur bes-

seren Detektion einer CIN II+ Lasion nachgeschaltet werden kann.

Ebenso gelangte eine Arbeit aus Italien von [Zappacosta et al. 2013] aus dem Jahre 2013
zu niedrigeren Werten. Die Autoren befassten sich mit 405 Féllen zytologischer Abstri-
che, von denen 246 (60,7%) als LSIL eingeordnet wurden. Im Rahmen der histologischen
Klarung wurden davon 59 (24,0%) als CIN II+ Lésionen befunden und die tibrigen 187
(76,0%) wurden niedriger eingestuft. Fiir die p16™4/Ki-67-Doppelfirbung, welche in
132 zytologischen Priaparaten positiv war, ergaben sich fiir die Sensitivitit 69,5% und fiir
die Spezifitdt 51,3%. Der positive Pradiktionswert betrug 31,1% und der negative Pri-
diktionswert lag bei 84,2%.

4.4. Zukunft der p16™¥4%/Ki-67-Doppelfirbung nach der Reform der

gynikologischen Krebsvorsorge zum 1. Januar 2020

Fasst man alle Studienergebnisse zusammen, so ist die pl16™<*/Ki-67-Doppelfirbung
durchaus als ein zusitzlicher Biomarker in der Abkldrung zytologischer Befunde unter
verschiedenen klinischen Szenarien einsetzbar, auch wenn sich nicht in allen Studien eine
gleichermallen gute Eignung herausarbeiten ldsst. Insofern liegt hier sicher eine sinnvolle,
in der Literatur vielfach belegte und auch in unserem speziellen Ansatz bestitigte, An-
wendung vor. Dabei sollte allerdings auch darauf hingewiesen werden, dass so manche
Studie iiber die p1 6™%*¥/Ki-67-Doppelfirbung, darunter insbesondere die mit exzellenten
Ergebnissen, vom Hersteller von CINtec® PLUS, also der Firma Roche mtm Laboratorien
AG, gesponsort wurde. Daher eigentlich auch als Industrieforschung eingeordnet werden
konnte, und dass deren wissenschaftlicher Leiter Herr Riidiger Ridder bei vielen Publi-
kationen als Co-Autor auftritt. So geschehen auch bei einigen hier zitierten Arbeiten, wie
[Bergeron et al. 2015, Petry et al. 2011, Petry et al. 2016, Polman et al. 2017, Schmidt et
al. 2011, Stoler et al. 2018, Stoler et al. 2020, Ikenberg et al. 2013, Uijterwaal et al. 2014,
Uijterwaal et al. 2015, Reuschenbach et al. 2012 und Wright et al. 2017].
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Worauf im Rahmen dieser Arbeit nicht ndher eingegangen werden konnte, sind Korrela-
tionen der Ergebnisse mit denen der HPV-HR-Testung. Dieses hat auch damit zu tun,
dass der HPV-HR-Status unserer Patientinnen im Regelfall bei der Diagnostik nicht mit
iibermittelt wurde. Dass eine grofle Zahl von ihnen HPV-HR-positiv sein diirfte, kann
man allerdings vor dem Hintergrund eines wiederholten auffilligen Zytologiebefundes

sicher voraussetzen.

Die zum 1. Januar 2020 eingefiihrte grundlegende Reform der gyndkologischen Krebs-
vorsorge billigt nun der HPV-HR-Bestimmung eine grofle Bedeutung zu, insbesondere
bei Frauen im Alter ab 35 Jahren. Hierdurch hat sich die Gewichtung sowohl der Zytolo-
gie, als auch adjuvanter Methoden deutlich verdandert und fiihrt bereits jetzt, ein gutes Jahr
nach ihrem Inkrafttreten, zu deutlichen Verschiebungen in der Wahl von Untersuchungs-

methoden, welche eindeutig auch zu Lasten der p16™%4/Ki-67-Doppelfirbung gehen.

Der Reform selber ging, nachdem am 9. April 2013 das Krebsfritherkennungs- und Re-
gistergesetz (KFRG) in Kraft getreten war, eine mehrjdhrige intensive Diskussion iiber
das Pro und Contra von Vorschldgen voraus, wobei neben wissenschaftlichen Argumen-
ten auch gesundheitspolitische und insbesondere auch wirtschaftliche Aspekte bestimm-
ter Interessengruppen zu bedenken waren!. Entsprechend schwierig war offenbar auch
die Findung eines tragfahigen Konzeptes, das alle beteiligten Interessenvertreter im We-
sentlichen zufriedenstellen konnte. Der Wortlaut der neuen Richtlinie, welche am 22. No-
vember 2018 beschlossen und am 21. Mai 2019 verdffentlicht wurde ist im Herbst 2019
inklusive der ,,Tragenden Griinde* auch in der Fachliteratur présentiert worden [N.N.

2018 und N.N. 2019].

Neben der Neuerung, dass von einem sogenannten ,,opportunistischen Modell* auf ein
Einladungsmodell umgestellt wird, kann man die Verdnderungen wie folgt kurz zusam-

menfassen:

! Der zeitliche Verlauf der Beschlussfindung von 2013-2018 ist in Tabelle 4 der ,, Tragenden Griinde* [N.N.
2018] detailliert wiedergegeben.
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Zum einen werden die Patientinnen in drei Altersgruppen mit verschiedenen Untersu-

chungsmethoden unterteilt und zum anderen konkrete Handlungsanweisungen vorgege-

ben, wie man beim jeweiligen Befund im weiteren klinischen Ablauf zu verfahren hat.

Sofern sich an diese Vorgaben im Einzelfall gehalten wird, ergibe sich als neue zugeho-

rige Vorgehensweise folgendes:

Bei Teilnehmerinnen an der Krebsvorsorge, die zwischen 20 und 29 Jahre alt
sind, bleibt es bei der jahrlichen zytologischen Untersuchung, bei Befunden
der Gruppen II-p, II-g und IIID1 wird eine zytologische Kontrolle nach 6 bis
12 Monaten vorgenommen. Alle ,,hoherwertigen* Verdnderungen fithren zu
einer Kolposkopie innerhalb von drei Monaten (III-p, III-g, I[IID2) bzw. un-
verziiglich (IV, V mit jeweils allen Untergruppen). Der Einsatz von Biomar-

kern oder von HPV-Testungen ist nicht vorgesehen.

Bei Teilnehmerinnen an der Krebsvorsorge, die zwischen 30 und 34 Jahre alt
sind, bleibt es ebenfalls bei der jahrlichen zytologischen Untersuchung, bei
Befunden der Gruppen II-p, II-g und IIID1 wird nach 6 bis 12 Monaten ein
HPV-Test durchgefiihrt. Der zwischenzeitlich iiberlegte alternative Einsatz ei-
ner pl16-/Ki-67-Doppelfarbung statt einer HPV-Testung, wie er noch im De-
zember 2017 in Kapitel 13.1 (,,Abklarungsszenarien in Abhingigkeit der
Screeningstrategie®) des ,,Leitlinienreport zur S3-Leitlinie Prdvention des
Zervixkarzinoms* fiir etwas jiingere Frauen (25-30 Jahre) in der Diskussion
gewesen war, wurde bis zum Beschluss des Gemeinsamen Bundesausschusses
im November 2018 komplett verlassen [Leitlinienprogramm Onkologie
2017]. Alle ,,hoherwertigen* Verdnderungen fiihren auch in dieser Alters-
klasse zu einer Kolposkopie innerhalb von drei Monaten (I1I-p, I1I-g, I1ID2)

bzw. unverziiglich (IV, V mit jeweils allen Untergruppen).
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e Bei Teilnehmerinnen an der Krebsvorsorge, die 35 Jahre oder élter sind, wird
eine initiale Co-Testung per zytologischer Untersuchung und HPV-Untersu-
chung vorgenommen. Bei Befunden der Gruppen I, II-p, II-g und HPV-Nega-
tivitdit werden der Befund als ,,negativ* interpretiert und keine Mallnahmen
veranlasst. Die ndchste Einladung ist dann erst nach einem Zeitintervall von
drei Jahren vorgesehen. Bei Befunden der Gruppe I1ID1 und HPV-Negativitit
wird die Co-Testung nach 12 Monaten wiederholt. Gleiches gilt, wenn eine
Gruppe I bei einer HPV-positiven Patientin gefunden wird. Alle anderen
Konstellationen fiihren zu einer Kolposkopie innerhalb von drei Monaten (II-
p, lI-g, IIID1 bei HPV-Positivitét; [II-p, 11I-g, IIID2 unabhingig vom HPV-
Status) bzw. unverziiglich (IV, V mit jeweils allen Untergruppen, unabhingig

vom HPV-Status).

Diese Vorgaben gelten allerdings nur fiir Leistungen, die im Rahmen der gesetzlichen
Krebsvorsorge erbracht werden. Unverdndert zu den fritheren Vorgaben kdnnen gyniko-
logische Abstriche auch auerhalb der Vorsorgeuntersuchungen als sogenannt ,.kurative
Abstriche” entnommen werden, z.B. bei aktuellen Beschwerden, in der Schwanger-
schaftsbetreuung, bei Untersuchungen im Zusammenhang mit einer Empfangnisverhii-
tung oder nach zuvor auffilligen zytologischen Befunden vor Ende 2019 bzw. als Kon-

trolluntersuchung nach Konisation.

Wenn nun relativ feste Rahmen fiir die weitere Vorgehensweise zugunsten einer HPV-
Testung vorgegeben werden, so miissen diese ,,zu Lasten* anderer adjuvanter Untersu-
chungen wie der p16™%44/Ki-67-Doppelfirbung gehen, die in der Tat offenbar, ersten Er-
fahrungen am Schwerpunkt Cytopathologie der Universititsklinik Diisseldorf und der Pa-
thologie Koblenz folgend, seit Januar 2020 deutlich seltener eingesetzt wird. Dieses Zu-
lasten Gehen gilt dabei unabhéngig davon, dass in einer aktuellen Meta-Analyse aus dem
Jahr 2019 fiir die p16™X4¥/Ki-67-Doppelfirbung eine vergleichbare, in manchen Belan-
gen auch hohere Bedeutung als der HPV-Testung herausgestellt worden war [Peeters et

al. 2019].
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Als bleibende Indikation konnte man sich Konstellationen vorstellen, bei denen die Ab-
wagung zwischen zwei morphologisch recht &hnlichen Gruppen nach der Miinchner No-
menklatur III zu deutlich verschiedenem Vorgehen fiihren wiirde. Dann konnte der {iber
die p16™K4/Ki-67-Doppelfirbung zu erhaltende Hinweis, ob bereits eine transformie-
rende HPV-Infektion vorliegen kdnnte, durchaus von ergidnzender Bedeutung sein - es
herrscht in der Pathologie ein Konsens dariiber, dass der Testausfall im Prinzip nicht die
Zuordnung von Zellverdnderungen zu einer bestimmten Gruppe nach der Miinchner No-
menklatur III verdndern darf. Bezogen auf die verschiedenen Altersgruppen ergeben sich

folgende Uberlegungen:

e Bei Teilnehmerinnen an der Krebsvorsorge, die zwischen 20 und 34 Jahre alt sind
und deren Abstrich Zellverdnderungen aufweist, welche auf der Grenze zwischen
IIID1 und IID2 liegen, geht es um die Frage ,,Kolposkopie ja oder nein* und damit
um einen durchaus relevanten klinisch-diagnostischen Abzweig. Hier wire eine
p16™&44/Ki-67-Doppelfirbung im Einzelfall, insbesondere wenn die Befunder (Zyto-
logie-Assistenten / Fachirzte) keinen Konsens erzielen oder Zweifel bleiben, durch-
aus sinnvoll. Bei der Frage hingegen, ob eine Verdnderung noch IlI-p, I1I-g oder I1ID2
in Abgrenzung zu einer Gruppe IV ist, liegt keine klare Indikation vor, da ohnehin
kolposkopiert werden muss. Bei der langen Zeitachse des biologischen Verlaufes ist
dann die Terminvergabe ,,innerhalb von drei Monaten* oder ,,unverziiglich® (was si-
cher auch ,,mehrere Wochen* bedeuten kann) dann nicht mehr von herzuhebender

Bedeutung.

¢ Bei Teilnehmerinnen an der Krebsvorsorge, die 35 Jahre oder dlter sind, besteht im
Rahmen der Krebsvorsorge keine klare Option fiir den Einsatz der p16™4/Ki-67-
Doppelfarbung mehr. Ist die Teilnehmerin HPV-negativ und zeigt keine Zellverdande-
rungen (Gruppe I), wird auch die Untersuchung im Regelfall kein positives Ergebnis
liefern, auch wenn beim HPV-Test nicht alle HPV-Typen abgetestet werden. Ist die
Teilnehmerin HPV-positiv und weist dabei keine Zellverdnderungen auf (Gruppe I),
so wird eine Wiederholung der Co-Testung nach zwolf Monaten als addquate Mal3-
nahme dafiir angesehen, eine nicht-detektierte hohergradige CIN-Lidsion nicht auf

Dauer zu verpassen. Fiir HPV-positive Patientinnen ab einer Gruppe II-p und II-g
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wiederum ist ohnehin eine Kolposkopie vorzusehen. Allerdings kdnnte man sicher
diskutieren, ob eine p16™ 4/Ki-67-Doppelfirbung bei HPV-positiven Fillen der
Gruppe I klinisch sinnvoll ist - die oben in Kapitel 4.3.1. diskutierten Daten verschie-

dener Studien sprechen im Prinzip dafiir.

Zusammenfassend verringert sich somit die Indikationsbreite fiir die p16™%4¥/Ki-67-Dop-
pelfarbung durch die neue Richtlinie zur gynidkologischen Krebsvorsorge deutlich, und
zwar in erster Linie in Richtung einer prospektiven Identifizierung einer CIN II-Lésion
bei Patientinnen unter 35 Jahren mit Zellverinderungen der Wertigkeit eines Uberganges
zwischen den Gruppen IIID1 und IIID2. Die Indikationsstellung gleicher Art bei Frauen
alter als 35 Jahre muss letztendlich als nicht (mehr) gegeben angesehen werden. Ebenso
ist die Abklarung HPV-positiver Frauen bei negativem Abstrich oder bei ASCUS [=
Gruppe 1I-p] sowie ganz allgemein von zytologischen LSIL Befunden, wie sie vom An-
bieter zur Anwendung in der bisherigen gynikologischen Krebsvorsorge empfohlen

wurde (s. Kapitel 4.1.), nun im Grunde anderweitig gelost worden.

AuBerdem ist es auch dabeigeblieben, dass die Abrechnung der immunzytochemischen
Leistungen fiir die beiden Immunfarbungen sowohl fiir gesetzlich-versicherte, als auch
fiir privat-versicherte Patientinnen dem Fach Pathologie vorbehalten bleibt, obwohl selbst
von Seiten zytologisch titiger Pathologen anderslautende Vorschlidge gemacht worden
waren. Die entsprechenden Abrechnungsziffern 19320 (EBM, gesetzlich) bzw. 4815A
(GOA, privat) sind nimlich in Kapiteln des jeweiligen Regelwerks aufgefiihrt, die dem
Fach Gynikologie und Geburtshilfe nicht offenstehen. Dies bedeutet, dass somit bei Pa-
tientinnen, deren zytologischen Abstriche in gynédkologischen Praxen oder Kliniken be-
urteilt werden, die p16™¥4¥/Ki-67-Doppelfirbung nicht durchgefiihrt bzw. nicht zu Las-
ten einer Krankenversicherung berechnet werden kann, wenn man das Priparat nicht in
ein Institut fiir Pathologie weiterschicken mochte oder eine Kooperation mit einem sol-

chen Institut besteht.

Insgesamt ist also eine gewisse Skepsis angebracht, was die Zukunft der CINtec® PLUS-
Untersuchung betrifft - auch wenn man sicher auch manche jetzt verankerte neue Mal3-

nahme der Krebsvorsorge ebenso kritisch sehen konnte.
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