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| Zusammenfassung

Eine der haufigsten diagnostizierten Krebserkrankungen in der Schwangerschaft ist das
Zervixkarzinom bzw. die Diagnose einer ihrer Vorstufen. Hierbei darf das klinische
Spannungsfeld zwischen moglichst non-invasiver und stadiengerechter Therapie nicht
dazu fuhren, dysplastische Veranderungen zu unterdiagnostizieren oder gar zu
verkennen. Gleichzeitig sollten schwangerschaftsbedingte physiologische Epithel-
veranderungen nicht zur Ubertherapie fiihren. Entsprechend beschriebene Regressions-
und Progressionsraten in der Literatur legitimieren den Behandlungsalgorithmus eines
abwartenden Therapiemanagements bis zur Geburt. In der hier vorliegenden Arbeit
stellte sich die Frage, ob und inwiefern die adjuvanten Methoden zur Prazisierung der
Diagnostik beitragen kénnen, um auf diese Weise diagnostische Treffsicherheiten zu

erhdhen bzw. Fehlerquellen zu reduzieren.

In der hier vorliegenden Kohortenstudie wurde der natirliche Verlauf zervikaler
Veranderungen in der Schwangerschaft anhand von auffalligen Zellabstrichen, teils
bereits primar mittels Sondermethoden der DNA-Bildzytometrie und/oder CINtec Plus
retrospektiv erganzt, ausgewertet. Alle Abstriche stammen aus der Dysplasiesprech-
stunde der Frauenklinik des Universitatsklinikums Dusseldorf. Insgesamt umfasste die
Kohorte 119 Schwangere zwischen 19 und 43 Jahren (Mittelwert: 30,5 = 5,2 [SD]), von
denen 111 einen Befund der Gruppe Pap llID oder hoéher aufwiesen (Pap IlID: n=75
(63,0%), Pap IVa: n=36 (30,3%)). Hiervon waren 80 Falle histologisch gesichert, wobei
in 70 (87,5%) von ihnen wenigstens eine der beiden Sondermethoden angewandt wurde
(DNA-Bildzytometrie: n=56 (70%), CINtec Plus: n=34 (42,5%)).

Bei insgesamt 47 Schwangeren mit einem Erstbefund der Gruppe Pap IlID oder héher
zeigte sich in 10 Fallen (21,3%) im zytologischen Verlauf eine Progression zum Pap 1Va,
in 4 Fallen eine Regression (8,5%). In der Gruppe der erstdiagnostizierten Pap IVa/b
(n=28) entwickelte sich lediglich ein Fall zytologisch zu einem Pap V (3,6%), wohingegen
4 Falle (14,3%) sich regredient verhielten. Die meisten Falle zeigten persistierende
Befunde (64,3%).

Bei Berucksichtigung aller zytologisch auffalligen Befunde liegt die Regressionsrate bei
10,7% und gleicht der bei Berlcksichtigung der histologischen Korrelation (11,3%). Die
Progressionsrate hingegen liegt deutlich niedriger als die unter histologischer
Berlcksichtigung (14,7% vs. 37,5%). Histologisch entwickelten sich 29 Falle der
Befundgruppe Pap IlID zu einer CIN 3 und ein Fall der Gruppe Pap IVa zu einem
Zervixkarzinom. In 10 Fallen korrelierte der zytologische Erstbefund mit der

histologischen Diagnose (12,5%).



DNA-bildzytometrisch lasst sich in der Befundgruppe der Pap IVa/b bis zu 92,3% der
Falle eine Aneuploidie nachweisen, in der Gruppe der Pap IIID liegt die Rate deutlich
niedriger bei maximal 53,3%. Ein ahnlicher Trend zeigt sich in der histologischen Gruppe
der CIN 1/2, in der in 50% der Falle eine Aneuploidie nachgewiesen wurde. Absolut liegt
die Anzahl der als Pap IlID diagnostizierten Falle héher als im histologischen Pendant
der Gruppe CIN 2, was den dynamischen Verlauf in regredienter bzw. progredienter

Richtung bestatigt.

Immunzytochemisch lief3en sich folgende Detektionsraten bestimmen: in der Gruppe der
Pap IVa/b konnten bis zu 84,2% als CINtec positiv gewertet werden, in der Gruppe der
Pap IlID lediglich bis zu 50%. Bei der Halfte dieser Falle ergab sich somit kein Korrelat

fir eine transformierende Form einer HPV-Infektion.

Die histologische Korrelation zeigte, dass bis zu 70,0% der immunzytologisch
untersuchten Biopsien als CINtec positiv diagnostiziert wurden (< CIN 1/2: 66,7% bzw.
CIN 3: 70,0%). In 30,0% der hochgradigen Lasionen wurde kein histologisches Korrelat
dargestellt.

Im Rahmen der hier untersuchten Diagnostikmethoden blieben gewisse Diskrepanzen
sowohl longitudinal in der Zytologie als auch in der Korrelation zur Histologie. Diesen
kénnen Ursache unterschiedlicher Art zugrunde liegen. Insbesondere geht es dabei um
die Reprasentativitat der Gewebsentnahme (sampling error) und die Erkennung und
Einordnung der Zell- und Gewebsbilder (screening error und interpretation error), aber
auch die bei subjektiven Verfahren nicht uneingeschrankte Reproduzierbarkeit
(interobserver reproducibility). Die Uberweisung von Schwangeren mit auffalligem Pap-
Abstrich in zertifizierte Dysplasiesprechstunden ist insgesamt eine Madglichkeit zur
verbesserten Diagnostik. Aufgrund interdisziplindrer Kompetenzen im Bereich der
Gynakologie, Pathologie sowie Psychologie kdnnen Schwangere aufgefangen und
umfassend begleitet werden, wobei die Rolle der Pathologie insbesondere darin liegt,
neben konventionellen Methoden auch dem Fach zugehdrige Sondermethoden gezielt

und befundabhangig einzusetzen.



| Abstract

One of the most commonly diagnosed cancers during pregnancy is cervical cancer or
the diagnosis of one of its precursors. The clinical tension between therapy that is as
non-invasive as possible and that is stage-related should not lead to underdiagnosis or
even misdiagnosis of dysplastic changes. At the same time, normal pregnancy-related
epithelial changes should not lead to overtreatment. Correspondingly described
regression and progression rates in the literature legitimise the treatment algorithm of a
form of therapy management that waits until birth. The question in this paper is whether
and to what extent the adjuvant methods can contribute to achieving more precision in

diagnostics in order to increase diagnostic accuracy or reduce sources of error.

In the present cohort study, the natural course of cervical changes during pregnancy was
evaluated on the basis of abnormal cell smears, in some cases already supplemented
retrospectively, primarily by special methods of DNA image cytometry and/or
CINtec Plus. All swabs come from the dysplasia clinic of the Women's Health
Department at the University Hospital of Dusseldorf. Overall, the cohort included 119
pregnant women aged between 19 and 43 years (mean: 30.5 £ 5.2 [SD]), 111 of whom
had a finding of group Pap IlID or higher (Pap IlID: n=75 (63.0%), Pap IVa: n=36
(30.3%)). Of these, 80 cases were confirmed histologically, with at least one of the two
special methods being used in 70 (87.5%) of them (DNA image cytometry: n=56 (70%),
CINtec Plus: n=34 (42.5%)).

Of a total of 47 pregnant women with an initial finding of group Pap IlID or higher, the
cytological progress demonstrated a progression to Pap IVa in 10 cases (21.3%), and a
regression in 4 cases (8.5%). In the group of those initially diagnosed as Pap IVa/b
(n=28), only one case cytologically developed into Pap V (3.6%), whereas 4 cases
(14.3%) behaved in a regressive manner. Most cases showed persistent findings
(64.3%).

Taking into account all cytologically abnormal findings, the regression rate is 10.7% and
is equal to the one taking histological correlation into account (11.3%). The progression
rate, on the other hand, is significantly lower than that when considering histology (14.7%
vs. 37.5%). Histologically, 29 cases in the Pap IIID group developed into CIN 3, and one
case of the Pap IVa group into cervical cancer. In 10 cases, the initial cytological findings

correlated with the histological diagnosis (12.5%).

In the DNA image cytometry, aneuploidy was detected in up to 92.3% of the cases in the
group with a Pap IVa/b finding, while, in the Pap IlID group, the rate was significantly

lower at a maximum of 53.3%. A similar trend is seen in the histological CIN 1/2 group,



in which aneuploidy was detected in 50% of cases. In absolute terms, the number of
cases diagnosed as Pap IlID is higher than in the histological counterpart of the CIN 2
group, which confirms the dynamic course taken in the regressive or progressive

direction.

Immunocytochemically, the following detection rates could be determined: in the
Pap IVa/b group, up to 84.2% were evaluated as CINtec positive, while the same was
true of only up to 50% in the Pap IlID group. In half of these cases, no correlation was

found for a transforming form of HPV infection.

The histological correlation showed that up to 70.0% of the immunocytologically
examined biopsies were diagnosed as CINtec positive (< CIN 1/2: 66.7% and
CIN 3: 70.0%, respectively). In 30.0% of the high-grade lesions, no histological correlate

was shown.

Within the scope of the diagnostic methods investigated here, certain discrepancies
remained both longitudinally, within the cytology, and in the correlation to the histology.
There are various possible causes for this. In particular, one must consider the
representativeness of the sampling (sampling error) and the recognition and
classification of the cell and tissue images (screening error and interpretation error), but
also the reproducibility which is not unlimited in the case of subjective methods
(interobserver reproducibility). The referral of pregnant women with an abnormal Pap
smear to certified dysplasia clinics is, overall, an option for improved diagnostics. Due to
interdisciplinary competencies in the fields of gynaecology, pathology and psychology,
pregnant women can be accommodated and supported comprehensively, whereby the
role of pathology, in particular, lies in the targeted use, based on the findings, of special

methods associated with the subject, in addition to conventional methods.



]] Abkiirzungsverzeichnis

Abb.
AGC
AIS

an
ASC-H
ASC-US
BMDP
Ca

cc

(o]

Cis
CIN
CTG
cv
DNA
DS
ECC
ESACP
et al.
eu
FISH
GBA
ges
HC2
HDI
HPV
HR
HSIL
ICD
IOD
KoKoZyt
KFE-RL

Abbildung

atypical glandular cells

Adenocarcinoma in situ

aneuploid

atypical squamous cells with high-grade atypia
atypical squamous cells of undetermined significance
Bio-Medical Data Package

Carcinoma, Karzinom

Korrelationskoeffizient, correlation coefficient
Konfidenzintervall, confidence interval

Carcinoma in situ

zervikale intraepitheliale Neoplasie, cervical intraepithelial neoplasia
Cardiotokografie

Variationskoeffizient, coefficient of variation
Desoxyribonukleinsaure, desoxyribonucleic acid
Doppelfarbung, dual stain

endozervikale Kurettage, endocervical curretage
European Society of Analytical and Cellular Pathology
und andere [et alii (Maskulinum), et aliae (Femininum), et alia (Neutrum)]
euploid

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Gemeinsamer Bundesausschuss

gesamt

Hybrid-Capture-2-Test

Human Development Index

Humane Papillomviren

High-Risk

high-grade squamous intraepithelial lesions
International Statistical Classification of Diseases
integrierte optische Dichte

Koordinations-Konferenz Zytologie

Krebsfriherkennungs-Richtlinie



LEEP
LL
LR
LSIL
MN
neg
NILM
NOS

PCR
PE
pos
PPV
RKI
RNA
SD
SSW
STIKO
UKD
WHO

loop electrosurgical excision procedure

Leitlinie

Low-Risk

low grade squamous intraepithelial lesions
Munchner Nomenklatur

negativ

negative for intraepithelial lesion or malignancy
not otherwise specified

p-Wert beim Pearson Chi?-Test
Polymerase-Kettenreaktion, polymerase chain reaction
Probeexzision

positiv

positiver Pradiktionswert, positive predictive value
Robert Koch-Institut

Ribonukleinsaure, ribonucleic acid
Standardabweichung, standard deviation
Schwangerschaftswoche

Standige Impfkommission

Universitatsklinikum Disseldorf

World Health Organization

Woche



v Inhaltsverzeichnis

I =TT L= F T 4T 1
1.1 Gebarmutterhalskrebsfriiherkennung.............ccooooiiiieiiice e, 1

1.2 Gynakologische Zytodiagnostik und Standardisierung durch die

Munchner NomenKIatur I/ ............. e 4
1.3 Zytologische Diagnostik in der Schwangerschaft............cccccoeeiiiiiiniiinnn. 6
1.4 Adjuvante Methoden zur Abstrichdiagnostik in der Schwangerschatt........... 8
1.4.1 DNA-BIlAZYIOMELIIE ...ttt 9
1.4.2  CINtec Plus-Immunzytochemie ..., 11
1.5 HPV-Testung in der gynakologischen Krebsvorsorge.............ccccceeveevennnnn.n. 12
1.6 Histologische Gewebeentnahme und Kolposkopie .........ccccoevvvviiiiiiiinneeenn. 13
1.7 Problemstellung und Ziel der Arbeit...............uueiiiiiiiiiiiiiiiiiis 15
2 Material und Methoden...........ccciiiiiiii 17
21 PatientinnenKOIIEKEIV...........uuiiieiiei e 17
2.2 BefunderhebUNG ........oueiiii e 18
2.21 DNA-bildzytometrische Untersuchung...........cccooiiiiiiii i, 18
2.2.2  CINtec Plus-immunzytochemische Untersuchung ............ccoovvviviviienninnnn.n. 21
2.3. Datenerfassung und -QUSWEIUNG ............uuuuuiuiiiiiimiiiiiiiiiiiiniiiieiiiieneeeeneaenes 26
24. SHAISTK ... 27
3 ErgebniSSe....... 28
3.1 Allgemeine Ubersicht zum Patientinnenkollektiv .................cc.coveeveeeirrennenes, 28
3.2 Allgemeine Ubersicht zum Patientinnenkollektiv mit postpartaler
[ 1153 (] (o T = 30
3.3 DNA-Bildzytometrie als adjuvante Messmethode bei Patientinnen mit
gesicherter Histologie ..........ooooiiiiiiii e 34
3.4 CINtec  Plus-Immunzytochemie als adjuvante Methode bei
Patientinnen mit gesicherter HiStologie .............uuuuiiiiiiiiiiii 39

3.5 Kombinierte Betrachtung von DNA-Bildzytometrie und CINtec Plus bei

Patientinnen mit gesicherter HiStologie ..............uuuiiiiiiiiiiiii 44



3.6 Besondere Falle UNd Verlaufe ..o 48

3.6.1 Zwischenzeitlich zytologisch unauffalliger Kontrollbefund bei insgesamt

auffalligem Verlauf und histologisch gesicherter CIN 3 ... 48

3.6.2  Unauffalliger Befund bei Erstvorstellung nach Uberweisung aufgrund

auffalliger ZytodiagnostiK ... 49
3.6.3  Schwangerschaftsverlaufe mit zytologisch-histologischer Diskrepanz ........ 49
L L (T =] T 50
4.1 Follow up zervikaler Veranderungen bei Schwangeren und ihr
NAtUrlICher Verlauf........ ..o e 50
411 Der Vergleich zu Nicht-Schwangeren und Einordnung in die Literatur........ 53
4.1.2  Therapiemanagement und Algorithmus in der Schwangerschaft ................ 55

41.3 Fehlerquellen und -interpretation: Grenzen morphologischer

DIAGNOSTIK ... 58
4.2 Méoglichkeiten und Grenzen adjuvanter Methoden im Therapie-

[ E=T g E=To =Y 0 1 T=T o) 61
421 DNA-Bildzytometrie als klinische Sondermethode ... 62
4.2.2  CINtec Plus als klinische Sondermethode ..............ccoociiiiiiiiiiiiiniiiieen 64

4.2.3 DNA-Bildzytometrie und CINtec Plus: Stellenwert und Perspektive der

adjuvanten Methoden in der Schwangerschaftsvorsorge ............cccccovvvvvvvviiiivieeennne. 67
5 Literatur- und Quellenverzeichnis .........cccccciiiiiiiiiciii 4l

Danksagung



1 Einleitung

1.1 Gebarmutterhalskrebsfriiherkennung

Eine der haufigsten diagnostizierten Krebserkrankungen in der Schwangerschaft ist das
Zervixkarzinom. Im Rahmen der Krebsfriherkennung kénnen Frauen eine von der
gesetzlichen Krankenkasse Ubernommene Vorsorgeuntersuchung wahrnehmen. Der
Zellabstrich des Gebarmutterhalses, der sog. Pap-Test (benannt nach dem griechischen
Arzt George N. Papanicolaou), ist dabei bis heute im altersabhangigen
Untersuchungsintervall eine der wichtigsten Routineuntersuchungen. So koénnen
dysplastische Zellveranderungen am Gebarmutterhals rechtzeitig erkannt werden, noch
bevor sich diese zu prakanzerésen Lasionen oder gar zu einem manifesten
Zervixkarzinom entwickeln. Anders als bei anderen KrebsfriherkennungsmalRnahmen
der gesetzlichen Krankenkassen, wie z.B. dem Mammographie-Screening-Programm,
an das Frauen im anspruchsberechtigten Alter alle zwei Jahre schriftlich erinnert werden,
war ein Programmcharakter zur Friherkennung von Gebarmutterhalskrebs bis Ende
2019 nicht gegeben. Zum 01.01.2020 trat die Anderung der Richtlinie des Gemeinsamen
Bundesausschusses flur organisierte Krebsfruherkennungsprogramme vom 05.12.2019
in Kraft, die eine wesentliche Umstellung der Friherkennung von Zervixkarzinomen und
ihrer Vorstufen mit sich brachte und neben der Zytologie auch der Testung auf Humane

Papillomaviren (HPV) vom High-Risk-Typ (HPV-HR) eine groRe Bedeutung einrdumt.

Nahezu allen Zervixkarzinomen und ihrer Vorstufen (> 95%) liegt eine persistierende
HPV-Infektion zugrunde, wobei es sich in etwa 60-80% der Zervixkarzinome um
Infektionen mit den HPV-Typen 16 bzw. 18 handelt [1, 2]. Daher gibt es heute
Bestrebungen zur primaren Pravention der Erkrankung, dass Madchen als auch Jungen
gegen HPV geimpft werden sollen. Bereits seit 2007 gibt es die Empfehlung der
Deutschen Standigen Impfkommission (STIKO) zur Impfung von Madchen gegen
verschiedene Typen der Humanen Papillomaviren. Das Impfalter wurde von 12 bis 17
auf 9 bis 14 Jahre herabgesetzt, um einer méglichen HPV-Infektion vor sexueller Aktivitat
entgegenzuwirken (Stand August 2014). Zudem belegen Studien eine hodhere
Antikérper-Antwort auf HPV 16 und 18 bei jingerem Impfalter der Madchen [3].
Inzwischen wurden Impfempfehlungen auch fur Jungen von der STIKO entwickelt.
Kommerziell erhaltlich sind in Deutschland derzeit zwei verschiedene Impfstoff-
kombinationen, von denen eine rein gegen die HPV-Typen 16 und 18 gerichtet ist
(Cervarix®), die andere zusatzlich auch gegen die HPV-Typen 6, 11, 31, 33, 45, 52 und

58 (Gardasil 9®); gegen weitere HPV-Typen wird aktuell eine mégliche Kreuzimmunitat



durch die Impfung diskutiert. Dysplastische Lasionen und Zervixkarzinome kénnen auch
durch Infektionen mit anderen HPV-Viren beginstigt bzw. ausgelést werden, sodass die
HPV-Impfung kein Garant fur den Schutz gegen eine HPV-Infektion oder Tumorbildung
ist. Entsprechend ist sie auch kein Ersatz flr die gynakologischen Vorsorge-
untersuchungen. Die genaue Pathogenese des Zervixkarzinoms, also wie es von der
offenbar fast immer zugrunde liegenden HPV-Infektion zur definitiven malignen
Transformation von Epithelzellen kommt, ist bis dato nicht in allen Schritten geklart.
Neben der HPV-Infektion werden Ko-Faktoren, wie z.B. Tabakkonsum, Immun-
suppression, Langzeiteinnahme von oralen Kontrazeptiva, so wie die Anzahl der

Geburten oder wechselnde Geschlechtspartner diskutiert [4].

Das Angebot einer gynakologischen Vorsorgeuntersuchung zur Sekundarpravention
wurde in Deutschland bisher eher eigeninitiativ von Patientinnen in Anspruch
genommen. Laut des Zentralinstituts der Kassenarztlichen Versorgung (Kassenarztliche
Vereinigung Nordrhein und Bremen) lieBen sich 80% der unter 30-jahrigen Frauen
innerhalb eines dreijahrigen Intervalls vorsorglich untersuchen und 70% der unter 50-
jahrigen Frauen. Bei Frauen unter 65 Jahren lag die Quote noch bei Uber 60%, erst
danach nahm sie deutlich ab (Tabelle 1) [5].

Altersgruppe Jahre Inanspruchnahme Zervix-Friiherkennung %
20-24 79,0
24-29 81,1
30-34 79,3
35-39 76,7
40-44 73,5
45-49 71,7
50-54 69,2
55-59 65,7
60-64 61,7
65-69 54,4
70-74 422
75-79 31,3
> 80 16,3

Tabelle 1: Inanspruchnahme der Gebarmutterhalskrebsfriiherkennung innerhalb eines 3-
jahrigen Intervalls von 2002-2004 [6]



Seit Einflhrung des Pap-Abstrichs als Vorsorgeleistung in den 1970er Jahren lasst sich
eine deutliche Senkung der Neuerkrankungen und Mortalitat an Gebarmutterhalskrebs
beobachten. Trotz weniger ausgepragtem Ruckgang seit Anfang der 1990er Jahre zeigt

sich insgesamt etwa eine Halbierung der Erkrankungs- und Sterberate (Abb.1, [7]).
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Abb. 1: Altersstandardisierte Neuerkrankungs- und Sterberate in Deutschland
1980-2006, ICD-10 C53, Robert Koch-Institut, 2010, Falle pro 100.000.
Durchgezogene Linie: Erkrankungsrate, gestrichelte Linie: Sterberate; aus [7]

Nach aktuellen Angaben des Robert Koch-Instituts wurden 2018 etwa 4320 Neu-
erkrankungen und 1612 Sterbefélle erfasst, wahrend es zu Beginn der 1980er Jahre
noch fast dreimal so viele waren [8]. Eine weitgehende Stabilisierung der Inzidenz und
Mortalitat I1asst sich ab 2005 verzeichnen (Abb.2).
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Abb. 2: Altersstandardisierte Erkrankungs- und Sterberate in Deutschland 1999-2018/2019,
ICD-10C53, Prognose (Inzidenz) bis 2022, Robert Koch-Institut, 2019, je 100.000 Frauen.
Durchgezogene Linie: Erkrankungsrate mit Prognose, gestrichelte Linie: Sterberate; aus [8]



1.2  Gynakologische Zytodiagnostik und Standardisierung durch die Miinchner
Nomenklatur 11/l

Der sogenannte Pap-Test ist ein zytologischer Abstrich des Zervixkanals und der Portio,
der in Routineuntersuchungen zur gynakologischen Krebspravention entnommen wird.
Benannt und zurlickzuflhren ist dieser auf den in New York tatigen griechischen
Pathologen George N. Papanicolaou (1883-1962), der seit 1923 zytologische
Abstrichuntersuchungen durchfiihrte und entsprechende Ergebnisse erstmalig 1928

vorstellte [9].

Der Abstrich wird mithilfe eines Abnahmeinstruments, wie z.B. einer Birste, genommen.
Die Zellentnahme sollte moglichst am kolposkopisch sichtbaren Ubergang zwischen
dem ektozervikalen Plattenepithel und dem endozervikalen Zylinderepithel erfolgen, da
sich Zervixkarzinome vermehrt in dieser Grenzregion, auch Transformationszone
genannt, entwickeln. Diese unterliegt altersabhdngig hormonellen Veranderungen,
sodass sie sich mit zunehmendem Alter in Richtung Endozervix verschiebt [4]. Das
gewonnene Zellmaterial wird klassischerweise auf einem Objekttrager ausgestrichen
und nach Fixierung mit 96%igem Ethanol zur Farbung gegeben. Alternativ kann das
entnommene Zellmaterial auch zwecks spaterer Herstellung eines Dunnschicht-

praparates in eine alkoholische Fixationsldsung gegeben werden.

Die ebenfalls nach Papanicolaou benannte Farbemethode ermdglicht die
mikroskopische Befundung durch Kernfarbung mit Hamatoxylin und Plasmafarbung mit
Orange G und Polychromlésung. Dadurch kénnen morphologische Veranderungen
dysplastischer Zellen, die sich meist in erster Linie auf den Zellkern beziehen, nach
gewissen Malignitatskriterien ausgewertet werden. Dazu zadhlen u.a. atypische
Chromatinstruktur, zugunsten der Kerne verschobene Kern-Plasma-Relation,
Kernpolymorphie, sowie Nukleolusbildung [10]. AuRerdem lassen sich auch flr HPV-
Infektionen typische Zellen mit perinukledren Aufhellungen und auffalligen Kernen,

sogenannte Koilozyten, diagnostisch interpretieren.

Die Klassifizierung der gynakologischen Zytodiagnostik nach Papanicolaou orientierte
sich in Deutschland bis 2014 an der Minchner Nomenklatur Il, einem standardisierten
Befundschema, das 1990 eingefuhrt worden war. Diese Nomenklatur bedurfte einer
Aktualisierung bzw. Préazisierung, die u.a. die Standardisierung zytologischer Befunde
verbessern und eine einfachere Gegentiberstellung der Befunde mit dem internationalen
Bethesda System (1988) ermdglichen sollte [11]. Im Juli 2014 verabschiedete die

Koordinations-Konferenz Zytologie (KoKoZyt) die neue Miinchner Nomenklatur Ill, die



seit 2015 verbindlich in Deutschland gilt. Sie weist im Wesentlichen folgende

Anderungen auf [11]:

- Suffixe zur Unterscheidung von Subgruppen mit leichter bis maRiger Dysplasie,

sowie von Neoplasien des Platten- und Drisenepithels,

- Sensitivitatssteigerung bei

korrekter Anwendung der

Gruppe Il, ohne Minderung der Spezifitat,

neu Kklassifizierten

- Verbesserung der Befundkriterien fir den Einsatz von Differentialkolposkopie

und Korrelation mit Histologie,

- fast vollstandige Ubersetzbarkeit in das Bethesda System.

Da sich die Datenerfassung und -auswertung der hier vorliegenden Arbeit auf Abstriche

von Patientinnen beziehen, die sich noch vor der Aktualisierung der Munchner

Nomenklatur Il zur Untersuchung vorstellten, werden sich entsprechende Befunde auch

weiterhin an dieser orientieren. Der Vollstandigkeit halber werden in der folgenden

Tabelle 2 alle drei erwéhnten Befundsysteme als Ubersicht aufgefiihrt.

MN 1l
(2014)

Il-g

ll-e

lilp

ii-g

lil-e

I-x

MN I
(1990)
0

7

Niw

liw

liw

1w/l

Definition

unzureichendes Material > Abstrichwiederholung
unaufféllige/unverdachtige Befunde > Abstrich im Screening-Intervalll

unaufféllige Befunde bei auffalliger Anamnese
-> ggf. zytologische Kontrolle wegen auffélliger Anamnese
(zytologischer/histologischer/kolposkopischer/klinischer Befund)

Befunde mit eingeschrankt protektivem Wert

Plattenepithelzellen mit geringergradigen Kernveréanderungen als bei CIN 1, auch
mit kooilozytarem Zytoplasma/Parakeratose

-» ggf. zytologische Kontrolle unter Berticksichtigung von Anamnese und klinischem
Befund (evtl. nach Entziindungsbehandlung und/oder hormoneller Aufhellung; in
besonderen Féllen additive Methoden und/oder Kolposkopie)

Zervikale Drisenzellen mit Anomalien, die Uber das Spektrum reaktiver
Veranderungen hinausreichen

-> ggf. zytologische Kontrolle in Abhdngigkeit von Anamnese und klinischemBefund
(evtl. nach Entziindungsbehandlung; in besonderen Féllen additive Methoden
und/oder Kolposkopie)

Endometriumzellen bei Frauen > 40.Lebensjahr in der zweiten Zyklushalfte
-»> Klinische Kontrolle unter Berticksichtigung von Anamnese und klinischem Befund

Unklare bzw. zweifelhafte Befunde

CIN 2/CIN 3/Plattenepithelkarzinom nicht sicher auszuschlieRen
-> Differentialkolposkopie, ggf. additive Methoden, evtl. kurzfristige zytologische
Kontrolle nach Entziindungsbehandlung und/oder hormoneller Aufhellung

Ausgepréagte Atypien des Driisenepithels, Adenocarcinoma in situ / invasives Adeno-
karzinom nicht auszuschlieRen
-> Differentialkolposkopie, ggf. additive Methoden

Abnorme endometriale Zellen (insbesondere postmenopausal)
-> weiterfiihrende klinische Diagnostik, ggf. mit histologischer Klarung

Zweifelhafte Driisenzellen ungewissen Ursprungs
-> weiterfiihrende Diagnostik (z.B. fraktionierte Abrasio, ggf. additive
Methoden/Differentialkolposkopie)

Korrelat in
Bethesda

Unsatisfactory for
evaluation
NILM

NILM

ASC-US

AGC endocervical
NOS

Endometrial cells

ASC-H

AGC endocervical
favor neoplastic

AGC endometrial

AGC favor
neoplastic



D [0} Dysplasiebefunde mit groRerer Regressionsneigung

D1 D Zellbild einer leichten Dysplasie analog CIN 1 LSIL
-» Zytologische Kontrolle in sechs Monaten, bei Persistenz > ein Jahr: ggf. additive
Methoden/Differentialkolposkopie durch gezielte Biopsie

b2 D Zellbild einer maRigen Dysplasie analog CIN 2 HSIL
-» zytologische Kontrolle in drei Monaten, bei Persistenz > sechs Monate:
Differentialkolposkopie, ggf. additive Methoden, gezielte Biopsie

\% 1\ Unmittelbare Vorstadien des Zervixkarzinoms
-> Differentialkolposkopie und Therapie

IVa-p IVa Zellbild einer schweren Dysplasie/eines Carcinoma in situ analog CIN 3 HSIL
IVa-g IVa Zellbild eines Adenocarcinoma in situ AIS
IVb-p IVb Zellbild einer CIN 3, Invasion nicht auszuschlieflen HSIL with features

suspicious for
invasion

IVb-g IVb Zellbild eines Adenocarcinoma in situ, Invasion nicht auszuschlieBen AIS with features
suspicious for
invasion

\% \' Malignome
-> weiterfiihrende Diagnostik mit Histologie und Therapie

V-p \% Plattenepithelkarzinom Squamous cell
carcinoma

V-g \% Endozervikales Adenokarzinom Endocervical
adenocarcinoma

V-e \% Endometriales Adenokarzinom Endometrial
adenocarcinoma

V-x \% Andere Malignome, auch unklaren Ursprungs other malignant
neoplasms

Tabelle 2: Miinchner Nomenklaturen (MN) Il/lll in Korrelation mit dem Bethesda System [11]

1.3  Zytologische Diagnostik in der Schwangerschaft

In der Schwangerschaft dienen spezielle Vorsorgeuntersuchungen der engmaschigen
Kontrolle des Schwangerschaftsverlaufs, der Entwicklung des Kindes, sowie des
Gesundheitszustandes der Mutter. In welchem Umfang eine gynakologische Betreuung
stattfinden soll, ist in den ,Richtlinien des Gemeinsamen Bundesausschusses der Arzte
und Krankenkassen Uber arztliche Betreuung in der Schwangerschaft und nach der
Entbindung“ (kurz: Mutterschafts-Richtlinien) geregelt [12]. Eine Zusammenfassung

allgemeiner Vorsorgeuntersuchungen folgt in tabellarischer Ubersicht (Tabelle 3).

Ein Pap-Test ist in der Schwangerschaft routinemaRig nicht explizit vorgesehen, wird
aber in der Regel mindestens einmal, haufig auch mehrfach durchgeflhrt. Zum Zeitpunkt
der Datenerhebung unserer Studie galt noch die alte Krebsfriherkennungs-Richtlinie
(KFE-RL) des Gemeinsamen Bundesausschusses, sodass im Rahmen der jahrlichen
allgemeinen  Vorsorgeuntersuchung altersunabhangig u.a. ein Pap-Abstrich
durchgefiihrt werden konnte. Mit Anderung der KFE-RL vom 05.12.2019 wurden die
Fraherkennungsmaflnahmen zur Krebspravention neu organisiert. So haben gesetzlich

versicherte Frauen zwischen 20 und 34 Jahren wie zuvor jahrlich einen Anspruch auf



eine zytologische Pap-Abstrichuntersuchung, bei Frauen ab 35 Jahren hingegen wird
nur noch alle drei Jahre die zytologische Untersuchung als Ko-Testung mit HPV-Test
[13].

Krebsfriherkennungsuntersuchung als kassenéarztliche Leistung wahrnehmen, sofern

angeboten In diesem Zusammenhang koénnen auch Schwangere die
diese bislang in den vorgesehenen Untersuchungszeitraumen noch nicht erfolgt ist. Bei
Abstriche
Schwangerschaft auf Kosten der gesetzlichen Krankenkasse vorgenommen werden,
z.B. Dbei

Entzindungsverdacht. Der Anspruch auf diese Untersuchung, sowie die Befundung

rechtfertigender Indikation koénnen auch weitere wahrend der

sogenannte ,kurative Abstriche", Ausfluss, Schmierblutungen oder

unterliegen prinzipiell den Kriterien, wie sie auch bei nicht schwangeren Patientinnen

gelten.
Zeitraum Untersuchung
frihzeitig nach Erstuntersuchung
Feststellung der Anamnese

Schwangerschaft Feststellung der Schwangerschaft; Mutterpass
Gynakologische Untersuchung

Urin- & Blutuntersuchung
Mutterschaftsvorsorgeuntersuchungen, u.a.

Messung von Gewicht und Blutdruck

Bestimmung von Eiweil3- und Zuckergehalt, ggf. Bakterien
Uber Urin, Hdmoglobingehalt

Stand der Gebarmutter, Herztone, Kindslage

Bis zur 32.SSW alle
vier Wochen, danach
alle zwei Wochen

8. bis 12.5SW Erste Ultraschalluntersuchung

19. bis 22.5SW Zweite Ultraschalluntersuchung mit folgenden Optionen:
Basis-Sonografie mit Biometrie
Basis-Sonografie und zusatzlicher systematischer
Untersuchung der fetalen Morphologie (Kopf, Hals/Ricken,
Thorax, Rumpf)

25. bis 28.SSW Screening auf Schwangerschaftsdiabetes

29. bis 32.8SW Dritte Ultraschalluntersuchung

bei entsprechender
Indikation

Tabelle 3: Allgemeine Vorsorgeuntersuchungen in der
Mutterschafts-Richtlinien 2022

Veranlassung weiterer ZusatzmalRnahmen im Rahmen der
Mutterschaftsvorsorge, wie z.B.

Dopplersonographie

Kardiotokographie (CTG)

Pranataldiagnostik

Schwangerschaft gemaR



1.4  Adjuvante Methoden zur Abstrichdiagnostik in der Schwangerschaft

Der Pap-Test weist mit bis zu 98% eine hohe Spezifitat auf und hat nachweislich zu einer
Senkung der Erkrankungs- und Mortalitatsrate des Zervixkarzinoms gefuhrt (siehe
Abb. 1 und 2). Die Sensitivitat des einmaligen Pap-Abstrichs zur Erkennung einer Lasion
= CIN 2 hingegen liegt je nach Studie zwischen 50-80% [14, 15], in nationalen Studien
liegt sie sogar nur bei 20-43,5% [16, 17]. Die individuelle Sensitivitat kann jedoch in der
Longitudinalbeobachtung, also bei jahrlicher Wiederholung des Pap-Abstrichs, deutlich

gesteigert werden auf Gber 90% [18].

Neben der hohen Rate falsch-negativer Abstriche, die sowohl auf einem sampling error
als auch auf einem screening error beruhen kénnen, ist ein weiteres Problem, dass die
Zuordnung einer zytologischen Veranderung zu einer Gruppe IlID oder IVa aber allein
nicht I6sen kann, ob sich diese Lasion, wenn man sie denn beldsst, regredient oder
progredient verhalten wird. In einer Studie der Universitatsfrauenklinik Dusseldorf
wurden u.a. Regressions-, Remissions- und Progressionsraten von Zervixdysplasien im
postpartalen Verlauf anhand von pra- und postpartalen zytologischen und histologischen
Ergebnissen untersucht: Bei 35,9% heilte die Lasion aus, in 8,7% der Falle kam es zu
einer Regression und 3,9% der Falle verhielten sich progredient. Bei knapp uber der
Halfte (51,5%) der Patientinnen persistierte der Befund und blieb unverandert [19]. Daten
zum Verhalten bzw. Verlauf zervikaler intraepithelialer Neoplasien (CIN) einer
internationalen Studie (Ostor 1993) werden in Tabelle 4 zusammengefasst und zeigen,
dass je hohergradiger die Lasion ist, desto geringer die Wahrscheinlichkeit der
Regredienz und desto hoher die Wahrscheinlichkeit der Persistenz oder gar Progredienz
ist [20].

Regression Persistenz Progression
CIN 1 60% 30% 10%
CIN 2 40% 40% 20%
CIN 3 33% 55% 12%

Tabelle 4: Natiirlicher Verlauf von CIN-Lasionen [20]

Einen ahnlichen Trend vermittelt eine neuere kleinere Studie aus dem Jahr 2016 von
Mailaith-Pokorny et al. [21], in der diagnostizierte CIN-Lasionen von 51 schwangeren mit
denen von 51 nicht schwangeren Patientinnen in den oben genannten Tendenzen

verglichen werden. Eine postpartale histopathologische Evaluation zeigte eine



signifikant hohere Tendenz zur Regression bei Schwangeren (56,9%) im Vergleich zur
nicht schwangeren Kontrollgruppe (31,4%). Die Persistenzrate lag insgesamt bei der
schwangeren Kohorte bei 39,2%, bei der nicht schwangeren bei 58,8%. Eine Ubersicht
des Verlaufs der CIN-Lasionen innerhalb der einzelnen Gruppen ist in Tabelle 5
dargestellt. Die regredienten Falle der CIN 1/2 heilten vollstandig aus, wahrend die
Remissionsrate in der Gruppe der CIN 3 bei nur knapp Uber 7% lag. Ahnlich dieser
Studie analysierten Serati et al. (2008) ebenfalls eine signifikant hdhere Regressionsrate
bei Schwangeren im Vergleich zu nicht schwangeren Frauen [22]. Inwieweit dieser

Studie eine verallgemeinernde Bedeutung zukommt, wird unten in der Diskussion

angesprochen.
CIN1 CIN 2 CIN 3
Persistenz 11,8% 14,3% 63,0%
Progression 5,9% 14,3% 0,0%
Regression 82,4% 71,4% 37,0%
Remission 82,4% 71,4% 7,4%

Tabelle 5: Histopathologischer CIN-Verlauf bei Schwangeren [21]

AulRerdem gibt es Zweifelsfalle, bei denen sich die Frage stellt, ob eine Lasion "wohl
noch" Gruppe | / Il (nach Minchner Nomenklatur Il) oder "doch schon" Gruppe IlID ist
bzw. gleichartig, ob man ,noch IlID* oder ,bereits IVa“ klassifizieren muss. Auch hier
waren adjuvante Methoden, die eine Aussage Uber den prospektiven biologischen
Charakter der Lasion liefern und eine exaktere Therapieplanung ermdglichen wirden,
hilfreich.

Im Folgenden soll auf die beiden adjuvanten Methoden eingegangen werden, die in der
eigenen Arbeit angewandt worden sind. Andere Anwendungen wie der Nachweis des
L1-Kapsidproteins oder Verfahren, die sich auf eine Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

(FISH) beziehen, werden hier nicht bertcksichtigt.

1.4.1 DNA-Bildzytometrie

Die am Funktionsbereich Cytopathologie am Universitatsklinikum Disseldorf (UKD)
vorgehaltene DNA-Bildzytometrie hat zum Zweck, DNA-Aneuploidie an verdachtigen

Zellpopulationen zu identifizieren bzw. auszuschlief3en.



Vom Prinzip her wird an Feulgen-gefarbten zytologischen Ausstrichen das DNA-Profil
einer verdachtigen Zellpopulation bestimmt. Auch an gutartigen Zellpopulationen sind
bestimmte Veranderungen des DNA-Profils bekannt und gut definiert, beispielsweise
erhohte Proliferation (z.B. bei entzundlicher Regeneration) oder euploide Poly-
ploidisierung (z. B. im Rahmen chronischer Anpassungsreaktionen). Der Nachweis von
DNA-Aneuploidie nach den gangigen Kriterien der European Society of Analytical and
Cellular Pathology (ESACP) als Stammlinienaneuploidie oder als Einzelzellaneuploidie
ist aber mit einer malignen Transformation der Zellpopulation gleichzusetzen. Dies
ermoglicht gerade bei Dysplasien oder anderen maoglichen fakultativen Prakanzerosen
mit einer hohen Prazision die Identifikation therapiepflichtiger Veranderungen.
Entsprechende wissenschaftliche Erfahrungen liegen auf vielen Gebieten und auch in
der Gynakologie vor: an Dysplasien der Vulva [23], aber auch an der Ektozervix [24, 25],
an der Endozervix [26] und am Endometrium [27]. AuRerdem sind sie auch fir die sehr
spezielle und heterogene Gruppe Pap lll der Minchner Nomenklatur belegt [28].
Insgesamt lasst sich sagen, dass der Nachweis von DNA-Aneuploidien ein deutlich
erhdhtes Risiko fir eine Progredienz der Lasion bedeutet.

Der positive pradiktive Wert (positive predictive value, PPV) fur eine maligne Entartung
gering- bis mittelgradiger Dysplasien in konventionellen Gebarmutterhalsabstrichen
betragt nur 13% [29]. Mittels international standardisierter DNA-Bildzytometrie kann
dieser deutlich erhéht werden. Der PPV zur Vorhersage eines histologischen Befundes
= CIN 3 schwankt laut Literatur zwischen 76% und 90%. Die Methode kann damit als
adaquate Friherkennungsmalinahme fakultativer Prakanzerosen gelten [29, 30]. Als
Screeningmethode in der allgemeinen Vorsorge wird die DNA-Bildzytometrie aber nur
im Zweifel als Entscheidungshilfe eingesetzt, da sie in Bezug auf den zeitlichen und
finanziellen Faktor zu aufwendig und nicht ausreichend finanziert ist [10]. Sie wird derzeit
(Stand 2022) als ,Zytologische Untersuchung eines Materials mit DNA-Bestimmung* laut
Kassenarztliche Bundesvereinigung mit einer Kostenpauschaule von 32,22 Euro
vergutet. Der zeitliche Aufwand durch erfahrenes Befundungspersonal liegt bei ca. einer
Stunde. Durch die Weiterentwicklung der DNA-Zytometrie hinsichtlich der Computer-
gesteuerten Mikroskopie ist allerdings in Zukunft ein automatisches Scannen von
Praparaten mdglich, sodass der Aufwand zur Befundung durch Personal vermutlich
deutlich reduziert werden kann. Mittels dieser Methode ist eine DNA-Messung erstmals
als erganzende Diagnostik bei auffalliger Vorbefundung in der Praxis wirtschaftlich
denkbar. Inwieweit diese Entwicklung in der Krankenversorgung genutzt werden kann,
wird sich erst zuklnftig zeigen. Zuvor muss ihre prinzipielle Gleichwertigkeit mit der
tradierten Untersucher-geflihrten DNA-Bildzytometrie belegt werden. Hierzu wurden am

Funktionsbereich Cytopathologie verschiedene methodische Vergleichsstudien an
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unterschiedlich praparierten zytologischen Ausstrichen vorgenommen, und zwar an
Pleurapunktaten  (Alkohol-fixierte =~ Ausstriche) [31], an Prostatakarzinomen
(Sedimentausstriche nach Zellvereinzelung aus Paraffinblécken) [32] und an

Schilddrisenpunktaten (luftgetrocknete Ausstriche) [33].

1.4.2 CINtec Plus-Immunzytochemie

Unter physiologischen Bedingungen wirkt die Expression von p16-Proteinen einer
Zellproliferation entgegen und fuhrt so zum Zellzyklusarrest. Dieser inhibitorische Effekt
ist in transformierten Zellen trotz Expression von p16 aufgehoben, sodass eine
unkontrollierte Zellteilung resultiert. Eine Uberexpression kann immunzytochemisch
dargestellt werden und gilt als Biomarker flir Dysplasien. Der natlrliche Gegenspieler im
regulierten Zellzyklus ist das Protein Ki-67, das im Zellkern wahrend der aktiven
Zellteilung exprimiert wird.

Der gleichzeitige Nachweis von Ki-67 als Proliferationsmarker und p16 als Tumor-
suppressor innerhalb einer Zelle gilt als Indikator flr den pra-/kanzerésen Charakter
plattenepithelialer Lasionen. Er zeigt das Vorliegen einer transformierenden HPV-
Infektion an, was als Treiber fur die Progredienz einer Lasion gesehen wird. Somit reicht
theoretisch eine einzige CINtec Plus-positive Zelle zur Diagnose, um den Befund als

auffallig zu interpretieren [34].

Die Herausforderung in der Praxis stellt die schlechte Sensitivitdt des einzelnen Pap-
Tests dar, sodass sich hinter manchen unklaren oder auch niedrig dysplastischen
Zytologiebefunden histologisch und biologisch hochgradige Lasionen verbergen. Hier
konnte die CINtec Plus-Anwendung zu einer hdheren diagnostischen Sicherheit
beitragen, da sie eine signifikant hdhere Sensitivitdt von 87% bei gleicher Spezifitat
aufweist [35]. Auch bei negativem Pap-Befund, aber positivem HPV-Test kann
CINtec Plus als non-invasive Diagnostik zur ldentifizierung erkrankter Patientinnen
beitragen. CINtec Plus ist als immunzytochemische Methode ein Teil des Leistungs-
umfangs der gesetzlichen Krankenkassen, so dass die Kosten hierfir Gbernommen

werden konnen, sofern die Leistung vom Fach Pathologie erbracht wird.

Durch die Reform der gynakologischen Krebsvorsorge zum 01.01.2020 ist allerdings
durch die deutliche Veranderung in der Konzeption der Vorsorge CINtec Plus eine

Anwendung, die in den Hintergrund geruckt ist und nur noch selten eingesetzt wird.
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1.5 HPV-Testung in der gynakologischen Krebsvorsorge

Wie bereits erwahnt, wird die Entstehung dysplastischer Schleimhautlasionen und Ent-
artung zum Zervixkarzinom u.a. mit einer zugrunde liegenden HPV-Infektion assoziiert.
Die HPV-Viren lassen sich je nach Genotyp und Assoziation in Low-Risk (z.B. 6, 11, 42)
und High-Risk (z.B. 16, 18) unterteilen. Wahrend Low-Risk-HPV-Genotypen
extrachromosomal lokalisiert sind, mit spitzen Kondylomen und CIN I-Lasionen
assoziiert werden, sind High-Risk-HPV-Genotypen oft in das Genom zervikaler Zellkerne
integriert [4]. Die Integration in den Chromosomensatz fihrt zu unregelmafiger
Chromosomenreplikation, sog. Aneuploidie, die sich wiederum mittels DNA-

Bildzytometrie nachweisen lasst.

Der Nachweis der HPV-Viren erfolgt mit Hilfe von PCR-basierten Verfahren (polymerase
chain reaction) oder HC2-Tests (hybrid-capture-ll-assay), wobei 13 High-Risk- und 5
Low-Risk-HPV-Typen erfasst werden kénnen [4]. Die Probeentnahme erfolgt mittels
Burstenabstrich vom Muttermund und Zervixkanal analog zum Pap-Abstrich. Wichtig
dabei ist, die Burste nicht vollstandig in den Zervixkanal einzufiihren, sondern die
umliegende Portiooberflache mit den auflleren Borsten zu erfassen. Im Vergleich zum
Pap-Abstrich haben die HPV-Tests eine signifikant hohere Sensitivitat (96,1%) bei
geringerer Spezifitdt, eine CIN 2 oder CIN 3 zu erkennen [36, 37] (Tabelle 6). Die
Spezifitat nimmt jedoch mit dem Alter zu, bei jungeren Patientinnen kommen transiente
HPV-Infektionen haufiger vor [38]. In dieser Tatsache liegt auch mitbegrindet,
weswegen bei jungeren Patientinnen in dem neuen Krebsvorsorgekonzept die Zytologie

und bei alteren Patientinnen die HPV-Testung mehr im Vordergrund steht.

in % HPV-Test Zytologie
Sensitivitat 96,1 53,0
Spezifitat 90,7 96,3
PPV 15,5 20,3

Tabelle 6: Sensitivitat, Spezifitidt und positiver Pradiktionswert (PPV) des HPV-Tests, sowie
Zytologie zur Erkennung von Léasionen 2 CIN 2 [37]

Bei der PCR handelt es sich um eine hochspezifische molekularbiologische Methode,
bei der die Virus-DNA nach Denaturierung in ihre Einzelstrange mittels sog. Primern und

Polymerasen exponentiell vervielfaltigt wird. AnschlieBend koénnen diese mit
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Gensonden, die spezifisch sind fiir die jeweiligen High- bzw. Low-Risk-HPV-Genotypen,

Hybride bilden und nachgewiesen werden.

Beim HC2-Test handelt es sich um einen weniger spezifischen Test, bei dem nach
Denaturierung der Virus-DNA in Einzelstrdnge ein Konglomerat an Gensonden
bekannter High- und Low-Risk-HPV-Genotypen hinzugefugt wird. Diese hybridisieren
identische Basensequenzen des DNA-Einzelstrangs, die dann von spezifischen
Antikérpern markiert werden. Diese wiederum werden von fluoreszierenden Antikdrpern
erfasst, die die Virus-DNA somit indirekt darstellen [10]. Der HC2-Test zeigt an, ob eine
HPV-Infektion vorliegt, ermdglicht aber keine HPV-Typisierung.

Die Progredienz einer dysplastischen Lasion zum Zervixkarzinom lasst sich nicht allein
durch den Nachweis einer HPV-Infektion vorhersagen, da bei einer Infektion HPV-DNA
prinzipiell in allen transformierten Zellveranderungen — in leichten Dysplasien bis hin zum
Zervixkarzinom — nachgewiesen werden und die Dysplasien auch spontan ausheilen
kénnen [39]. Dabei gelten allerdings die Persistenz einer Infektion mit High-Risk-HPV-
Genotypen Uber einen langeren Zeitraum, sowie bereits erwdhnte Ko-Faktoren, wie z.B.

Tabakkonsum, als begunstigend fiir die Tumorentstehung [4].

Laut Angaben des Deutschen Krebsforschungszentrums (DKFZ) sind 10 von 100 High-
Risk-HPV-infizierten Frauen chronisch infiziert, weniger als 1% von ihnen erkranken im
Durchschnitt nach 15 Jahren tatsachlich an einem Zervixkarzinom [40]. Bei einer
spontanen Ruckbildungsrate von 90% eignet sich die HPV-Testung zwar als Kontroll-
methode, nicht aber als Screeningmethode. Gerade bei jungen Patientinnen sind
transiente HPV-Infektionen haufiger als bei alteren [41]. Als Abklarungsmethode wird sie
altersabhangig bei zytologisch auffalligen Abstrichen der Gruppen II-g, ll-p und IlID
empfohlen [13].

Fir Patientinnen ab dem 35. Lebensjahr wird der HPV-Test neuerdings routinemaRig als
Ko-Testung angeboten (siehe oben). In anderen Landern, z.B. in den Niederlanden, ist
die gynakologische Krebsvorsorge auf einen alleinigen HPV-Test als primare
MafRnahme umgestellt worden, was aufgrund des erwahnten transienten Verhaltens

kritisch zu hinterfragen ist.

1.6 Histologische Gewebeentnahme und Kolposkopie

Entscheidet man sich zu einer histologischen Gewebeentnahme, so erfolgt diese im
Rahmen einer Kolposkopie. Bei dieser handelt es sich um eine klinische Untersuchung

der Portiooberflache und Vagina mittels speziellen Mikroskops bei bis zu 40-facher
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Vergrofierung. Wichtig ist eine gute Sicht auf die Portio und Transformationszone. In der
Schwangerschatft ist dies teils nur eingeschrankt moglich, sodass eine spatere Verlaufs-
kontrolle zu empfehlen ist [41]. Zunachst wird im Rahmen einer einfachen Kolposkopie
das rosafarbene Platten- bzw. stark durchblutete Zylinderepithel auf Farbe, Struktur,
Niveauveranderung, sowie Vaskularisierung untersucht. Befunde, wie 2z.B.
Mosaikbildung, Felderung, Punktierung, Erosionen, GefalRverdnderungen, sowie
Leukoplakien, kdnnen Hinweise auf kanzerogene Geschehen sein und bedirfen einer
weiteren Diagnostik [4, 10]. Die anschlieRende Funktionsdiagnostik visualisiert Epithel-
veranderungen und dient der besseren Darstellung. So werden auffallige Bereiche der
Portio mit 3%iger und der Vulva mit 5%iger Essigsaurelésung betupft, wodurch das
Epithel nach 30-60 Sekunden voriibergehend aufquillt. Je héher die Zelldichte und damit
der Proteingehalt, desto weiller farbt sich das aufgequollene Epithel. Durch die
verschobene Kern-Plasma-Relation in hdhergradigen Dysplasien zeigen sich diese als
opak weilte Leukoplakien [42, 43].

Ein weiteres Diagnostikverfahren ist die Schiller-Jodprobe, bei der eine 4%ige Lugol-
Jodlésung auf die Portio und das Scheidengewoélbe aufgetupft wird. Das Glykogen im
gesunden Plattenepithel reagiert mit Jod und farbt es braunlich rot, wahrend trans-
formierte Bereiche aufgrund fehlender Glykogenbildung keine Farbung zeigen [4, 43].

Werden jodnegative Areale kolposkopisch diagnostiziert, sind Biopsien indiziert.

Die Kolposkopie stellt eine Erganzungsdiagnostik dar, die bereits vor Einfuhrung der
Reform der gynakologischen Krebsvorsorge zum 01.01.2020 bei auffalliger Zyto-
diagnostik in Kombination mit einer histologischen Abklarung empfohlen wurde [41] und
jetzt fester Bestandteil des Abklarungsalgorithmus geworden ist. Sie ist dabei bei
bestimmten zytologischen Befundkonstellationen und in bestimmten Altersklassen auch
unter Berlcksichtigung des HPV-Status Teil der erganzenden Abklarung und wird seit
Beginn des Jahres 2020 in viel haufigerer Zahl als friGher durchgefihrt, in der Regel
kombiniert mit der Entnahme histologischer Gewebeproben. Aufgrund geringer
Spezifitat von 48% [44] ist sie aber nicht als Screeningmethode einsetzbar, da auch
gesunde Frauen, u.a. auch in der Schwangerschaft wegen physiologischer Gewebe-

veranderungen, auffallige Kolposkopiebefunde aufweisen kénnen [41].

Die Gewebeentnahme im Rahmen der Differentialkolposkopie wird mittels Knips- oder
Stanzbiopsie am sog. kolposkopischen Punctum maximum, dem Areal mit auffalligster
Epithelveranderung, gewonnen. Die Pravalenz auffalliger zytologischer Abstriche bei
Schwangeren liegt laut Literatur zwischen 2 und 5%, die Rate histologisch verifizierter
sogenannter HSIL-Lasionen (high grade squamous intraepithelial lesion) bei 0,4% und

entspricht damit in etwa der der nicht-schwangeren Patientinnen [45-47]. Das Vorgehen
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unterscheidet sich prinzipiell nicht voneinander und ist meist schmerzfrei. Eine gezielte
Biopsie ist wahrend der gesamten Schwangerschaft moglich, die Sicht kann jedoch
aufgrund anatomischer und physiologischer Gegebenheiten eingeschrankt sein. Der
empfohlene Zeitraum liegt daher zwischen der 16. und 20. Schwangerschaftswoche.
Zudem gilt das Abort- und Blutungsrisiko als sehr gering [41, 48]. Frihzeitige Wehen
konnten mit der Enthahme gezielter Biopsien nicht in Zusammenhang gebracht werden
[49], dennoch sollte bei Schwangeren auf solche Biopsieentnahmen verzichtet werden,
sofern unter guter Sicht eine invasive Dysplasie zweifelsfrei ausgeschlossen werden
kann [50, 51].

Die Konisation ist ein wesentlich invasiveres Verfahren zur Gewebeentnahme, bei der je
nach operativem Verfahren mittels elektrischer Schlinge per Laser ein Gewebekonus
abgetragen wird. Die Schlingenkonisation, auch LEEP (loop electrosurgical excision
procedure) genannt, ist gegenlber der heute als obsolet geltenden Abtragung mittels
Skalpells gewebeschonender und somit das Mittel der Wahl. Sie kann zum
diagnostischen Zweck oder als therapeutisches Verfahren durchgefihrt werden. In der
Schwangerschaft ist eine Konisation — abgesehen von sehr seltenen Fallen - nicht
indiziert. Das Risiko fur Fruhgeburten, Komplikationen, Morbiditat bis hin zum Abort ist
laut Studienlage signifikant erhoht, weshalb eine abwartende Haltung bis nach der
Geburt empfohlen wird [41, 42]. Die Mdglichkeit der Endozervikalen Kurettage (ECC),
bei der kolposkopisch auffallige Bereiche abradiert und histologisch untersucht werden,
ist in der Schwangerschaft aufgrund der Gefahr einer Verletzung der Fruchtblase

ebenfalls kontraindiziert [45].

1.7 Problemstellung und Ziel der Arbeit

Aufgrund der besonderen Bedingungen der Schwangerschaft ist gerade unter der
Voraussetzung, dass nicht alle Therapieverfahren zur Verfligung stehen und man
moglichst gar nicht operativ tatig werden moéchte, eine abwartende Haltung bei der
invasiven Diagnostik und bei der Therapie von auffalligen zytologischen Befunden an
Gebarmutterhalsabstrichen Ublich. Auch in der zytologischen Diagnostik Uberlegt man
sich gut, wie man bestimmte Veranderungen klassifizieren soll; dabei steht immer das
Prinzip, der Patientin und ihrem ungeborenen Kind nicht zu schaden, im Vordergrund.
Diese Vorstellung darf aber letztendlich nicht dazu fihren, dass Veranderungen am
Gebarmutterhals unterdiagnostiziert und untertherapiert werden. Die Idee hinter der hier
vorgelegten Studie ist, in einer retrospektiven Kohortenstudie zu ermitteln, wie sich die

Zellbilder von Abstrichen, die wahrend der Schwangerschaft auffallig waren, Uber die
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Zeit der Schwangerschaft und in einer postpartalen Periode verandert haben und wie
sich das histologisch ermittelte Endergebnis Uber die Zeit darstellte. Dazu wurden die
entsprechenden Falle, konventionell und/oder mit den Sondermethoden der DNA-Bild-

zytometrie und der CINtec Plus-Immunzytochemie beurteilt, retrospektiv ausgewertet.

An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dass sich in dieser Arbeit um eine geschlechts-
neutrale Sprache bemulht wurde. Die verwendeten Personenbezeichnungen, sofern
nicht verkurzt oder anders kenntlich gemacht, schlielen selbstverstandlich mannliche,
weibliche und alle anderen Geschlechtsidentitdten mit ein und dienen lediglich der
besseren Lesbarkeit.

16



2 Material und Methoden

Die vorliegende Arbeit basiert auf einer retrospektiven, epidemiologischen
Kohortenstudie mit personenbezogenen Daten. Ein Ethikantrag wurde der
Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat eingereicht
und genehmigt (Studiennummer 4871 vom 15.07.2014: ,Management, Diagnostik und
Therapie von pathologischen Gebarmutterhalsabstrichen in der Schwangerschaft und

der postpartale Verlauf — Stellenwert der DNA-Bildzytometrie und der HPV-Diagnostik®).

2.1 Patientinnenkollektiv

In diese Studie wurden zunachst alle Patientinnen eingeschlossen, die sich im Zeitraum
von 2009 bis 2015 wahrend ihrer Schwangerschaft in der Dysplasiesprechstunde der
Frauenklinik des UKD mit auffalligem oder unklaren Zervixabstrichen vorstellten. Bei drei
Patientinnen wurden auch einzelne Folgebefunde von 2016 berucksichtigt, um den
postpartalen Verlauf zu erfassen. Insgesamt handelt es sich um 119 Schwangere, von
denen 111 bei Erstvorstellung einen Befund von Pap IlID oder hdher aufwiesen. Diese
waren zwischen 19 und 43 Jahre alt (Abb.3), was einem Mittelwert von 30,5 + 5,2 [SD]

und einem Median von 31 entspricht.
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Abb. 3: Altersverteilung der Patientinnen
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2.2 Befunderhebung

Alle Abstriche stammen von Schwangeren, die aufgrund eines auffalligen
Zervixabstrichs im Rahmen der Schwangerschaftsvorsorge bei niedergelassenen
Gynakologlnnen in die Dysplasiesprechstunde der Frauenklinik des UKD Uberwiesen
wurden. Hier wurden u.a. erneut Pap-Abstriche genommen, die zur Befundung an das
Institut fir Cytopathologie (bis 2015 geleitet von Prof. Stefan Biesterfeld, heute von
Dr. med. Martin Schramm) gesendet wurden. Diese wurden in einem Primarscreening
von Laborassistenten beurteilt und bei Befundung pathologischer Veranderungen der
Gruppe llID und héher (nach MN Il, heute [lID1/11ID2 nach MN IIlI) von einem Fach-
und/oder Oberarzt der Cytopathologie in einer weiteren Befundung endgliltig
diagnostiziert. In Fallen, in denen adjuvante Diagnostikmethoden in Form von DNA-
Bildzytometrie und/oder CINtec Plus vorgenommen worden waren, wurden die
Ergebnisse Ubernommen. In Fallen, in denen keine zusatzliche Diagnostik veranlasst
wurde, wurde nachtraglich, sofern mdglich, anhand archivierter Objekttrager eine DNA-
Bildzytometrie bei ausreichender Zellzahl durchgefuhrt. Bei unzureichender Zellzahl
wurde, sofern madglich, als nachtragliche Krankenversorgungsleistung eine Farbung mit
CINtec Plus durchgefiihrt. Die Befunderhebung stammt aus den Befundsystemen und

Archiven des Instituts. Die Datengewinnung erfolgte damit retrospektiv.

2.21 DNA-bildzytometrische Untersuchung

Zunachst wurden zur Dokumentation des Originalzustandes die Objekttrager, auf denen
auffallige Zellbereiche mittels wasserfesten Stifts kreisformig markiert waren, mithilfe
eines Kopierers kopiert (Abb.4). Es folgte zusatzlich eine Fotodokumentation der
pathologisch veranderten Zellen mithilfe einer mit Befundmikroskop (Zeiss) gekoppelten
Bildanalyse-Software (Motic Image Plus 2.0 ML) bei 20- und 40-facher VergrofRerung.
Anschlielend konnten nach Sichtung der Dokumentation durch einen Facharzt der
Cytopathologie die Praparate zur Farbung gegeben werden. Vorbereitend mussten
diese zur Ablésung des Deckglases in Xylol eingestellt werden. Eine Entfarbung ist nicht
noétig, da die Papanicolaou-Farbung im Verlauf der Feulgen-Farbung in Lésung geht.

Feulgen-Farbung
Nachdem das Deckglas abgeldst war, wurde die Feulgen-Farbung in einem speziellen
Objekttrager-Farbegerat (Shandon Varistin) nach entsprechendem Protokoll durch-

geflhrt (Tabelle 7). Dabei handelt es sich um eine rot-violette Farbung der DNA, die
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prazise unter standardisierten Bedingungen durch saure Hydrolyse und anschlieRende
Farbreaktion mit Schiffschem Reagenz (standardisiert nach Graumann 1953) zustande
kommt [52].

Chemikalie Einwirkzeit Funktion

in min
Xylol 15 Abldsen des Deckglases
Ethanol 99,5%, 96% jeweils 5 Entfernung von Rickstanden
Gepufftes Formalin 10% 50 Fixation
Aqua dest. 10 Spulung
Aqua dest. 5 Spillung
5gN HCI 60 Hydrolyse
Aqua dest., 3 Klvetten jeweils 2 Ende der Hydrolyse
Schiffsches Reagenz 60 Farbung
Sulfitwasser, 3 Kivetten jeweils 5 Auswaschen uberschissigen Farbstoffs
Aqua dest., 2 Klvetten jeweils 1 Spllung

Ethanol 70%, 96%, jeweils 10 Entwasserung
99,5%

Xylol 15 Intermedium

Tabelle 7: Ablauf der Feulgen-Farbung im Farbeautomaten [53]

Im ersten Reaktionsschritt erfolgt durch die saure Hydrolyse die Spaltung der Glykosid-
bindung der Purinbasen der DNA, sodass an der C1-Stelle freie Aldehydgruppen
entstehen. Im zweiten Reaktionsschritt kdnnen diese dann mit der aromatischen
Aminogruppe des Schiffschen Reagenz reagieren und in lichtmikroskopisch nachweis-
baren Farbstoff umgesetzt werden. Eine Spaltung der Glykosidbindungen in RNA ist
nicht moéglich, weshalb diese, ebenso wie Histone und andere Proteine, ungefarbt
bleiben. Die Feulgen-Farbung fuhrt somit zu einer stéchiometrischen Darstellung der
DNA. Nach erfolgter Farbung wurden die Praparate mit einem konventionellen
Eindeckmittel (Vitro Clud) unter einem Deckglas wieder eingedeckt und entsprechende
Markierungen mithilfe der Kopie der Objekttrager wieder Ubertragen (Abb.4). Bis zur

Messung verblieben die Praparate in lichtdichten Objektmappen.
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Abb. 4: Kopien der Objekttrager mit Markierung auffalliger Zellareale, aus eigenem
Befundbestand

DNA-bildzytometrische Messung

Die DNA-bildzytometrischen Messungen erfolgten mittels Computer gestitztem
Bildanalyse-Programm (Autocyte-Messsystem, Roche), das Uber eine Schwarz-Weil3-
Kamera mit einem Axioplan-Mikroskop (Zeiss) gekoppelt ist. Zunachst musste flir das
jeweilige Praparat das Mikroskop nach dem Kohlerschen Beleuchtungsprinzip justiert
und die Kamera kalibriert werden. Dabei wurde ein zellreiches Areal fokussiert und
passend beleuchtet. Durch Verschliellen der Blende wurde eine Schwarzbildaufnahme
aufgenommen und so ,schwarz” fir das Analyseprogramm definiert. Im Anschluss folgte

ein Weillabgleich in einem zellfreien Praparatausschnitt und so ,weil3* definiert.

Fir die Messung wurden die markierten Bereiche des Praparats in 40-facher
Vergrdlerung fokussiert und die mikroskopischen Bilder auf den Computer Ubertragen.
Als Referenzzellen wurden ca. 30 diploide Zellkerne von morphologisch unauffalligen
Fibroblasten per Mausklick markiert, um so die integrierte optische Dichte (IOD) der
Zellkerne zu erfassen. Der daraus berechnete Mittelwert der 10D pro Zellkern ergab den
DNA-Gehalt, der als normaler DNA-Gehalt von 2c¢ als Referenz festgelegt wurde. Der
Variationskoeffizient der IOD (CV) durfte pro Messvorgang maximal 5% betragen. Der
Korrelationskoeffizient (CC) beschreibt das Verhaltnis zwischen 10D und Zellkernflache
und lag zwischen £ 0,4. Als Analysezellen wurden den Referenzzellen ebenfalls per
Mausklick ca. 300 auffallige Epithelzellen gegenubergestellt und so der DNA-Gehalt in
den Zellkernen gemessen. Jeder Analysezelle wurde ein Messwert in ¢ basierend auf
den oben beschriebenen diploiden Standard 2c zugeordnet. Alle definierten Zellen
wurden in einer Maske gespeichert und durch die Institutsleiterin Uberprift und
gegebenenfalls korrigiert. So konnten Verfalschungen der Messergebnisse, durch z.B.
lytische Zellkerne oder Uberlagerungen, vermieden werden. Die Messmethode der

DNA-Bildzytometrie ist international standardisiert und unterlag zur Qualitatssicherung
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den Anforderungen der ESACP-Konsensuskonferenz [54]. Als zugelassene Variablen
waren u.a. die Lage der DNA-Stammlinien in Form von Peaks im DNA-Histogramm,
sowie die Einzelzell-Aneuploidie mit einem DNA-Gehalt grélRer als 5¢ bzw. 9c
vorgegeben. Stammlinien im Bereich 4c galten als morphologisch unauffallig, da es sich
um DNA-Messungen von Zellen mit tetraploidem Chromosomensatz wahrend der
Zellteilung handelte. Entsprechende Befunde wurden als dreiseitiges Messprotokoll
dokumentiert (Abb.5, siehe unten Seite 23-25).

2.2.2 CINtec Plus-immunzytochemische Untersuchung

Die immunzytochemische Methode CINtec Plus (Roche) basiert auf einer simultanen
Doppelfarbung, die eine Ko-Expression von p16-Proteinen im Zellplasma und Ki-67-
Proteinen im Zellkern auffalliger Zellen markiert und qualitativ bestimmt. Die Grundlage
der Immunzytochemie ist eine Antigen-Antikdrper-Reaktion. Das bendtigte CINtec Plus-
Kit enthalt neben einer wassrigen Eindecklésung und einer Meerrettich-Peroxidase
entsprechende monoklonale Antikorper, die flir den Nachweis der Antigene mittels
Zweischrittfarbeverfahren bendtigt werden. Hierbei handelt es sich um den Maus-
Antikorper Klon E6H4™, der speziell gegen p16-Proteine gerichtet ist, und um den
Kaninchen-Antikérper Klon 274-11 AC3, der sich gegen das Ki-67-Protein richtet. Die
Untersuchung erfolgte im Rahmen der Krankenversorgung nach der Gebrauchs-

anweisung fur CINtec Plus der Firma Roche mtm laboratories.

Probenvorbereitung

Die konventionellen Abstrichpraparate nach Pap-Farbung mussen vor dem
Farbeprotokoll vom Deckglas befreit werden. Dazu werden sie Uber Nacht in frisches
Xylol und anschlieBend erneut flir weitere 15 min in frisches Xylol gestellt, um
Ruckstande des Eindeckmediums vollstéandig zu entfernen. AnschlieRende Inkubationen
erfolgen in 99%igem, 96%igem, 70%igem und 50%igem Ethanol fur jeweils 5min.

AbschlieRend werden die Praparate fir 5-20 min in destilliertes Wasser gestellt.

Antigendemaskierung

Die durch die Formalinfixierung bedingten Veranderungen der Antigene sorgen fur eine
Quervernetzung (sog. Maskierung) untereinander, sodass dies zum Verlust der
Immunreaktivitat fihrt. Das Anbinden der Antikdrper ist dadurch nur bedingt méglich.
Durch eine Antigendemaskierung unter Anwendung eines Wasserbads lasst sich die

tertiare Proteinstruktur wiederherstellen, sodass die Antigene wieder zuganglich und von
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Antikérpern erkannt werden [55]. Dazu wurde eine Demaskierungslosung (Epitope
Retrieval Solution) mit destilliertem Wasser im Verhaltnis 1:10 angemischt und in
Klvetten gefiillt. Diese wurden in ein Wasserbad gegeben und auf 95-99°C erwarmt,
wobei die Temperatur prinzipiell innerhalb der Klvetten erreicht werden muss. Die
Praparate wurden in die Kivetten mit vorgewarmter Demaskierungslésung eingetaucht
und die Temperatur wieder auf 95-99°C gebracht und fir 10 min darin belassen.
Anschlielend wurden die Kivetten aus dem Wasserbad genommen und gedffnet und
bei Raumtemperatur fur 20 min abgekuhlt. Die Objekttrager wurden dann in eine mit

Waschpuffer gefllite Farbeklvette umgebettet. Die Inkubationszeit lag bei 5 min.

Manuelles Farbeprotokoll
Die Reaktionsprodukte kdnnen jetzt mithilfe eines Farbeverfahrens durch ein gebrauchs-
fertiges Reagenz aus Meerrettich-Peroxidase und Ziege-Anti-Maus- und Ziege-Anti-

Kaninchen-Antikérperfragmenten visualisiert werden (Tabelle 8).

Medium Inkubationszeit in min
Waschpuffer 5
Peroxidase-Blockierungsreagenz 200yl 5
Waschpuffer 5
Primar-AK-L6sung p16/Ki-67 200yl 30
Waschpuffer 5
Visualisierungsreagenz HRP 200yl 15
Waschpuffer 5
Visualisierungsreagenz AP 200yl 15
Waschpuffer, 3 Kivetten jeweils 5
DAB gebrauchsfertige Substrat-Chromogen- 10
Lésung (1 ml Puffer + 1 Tropfen Chromogen)

Aqua dest.

Waschpuffer 5
frisch angesetztes Fast Red (gebrauchsfertige 15

Substrat-Chromogen-Ldsung) 200pl
Aqua dest.

Tabelle 8: Inkubationsprotokoll des Farbeverfahrens bei CINtec Plus
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Cytopathologie - Universitatsklinikum Dusseldorf
Leitung: Dr.(UA) N. Pomjanski, Dr. M. Schramm

Moorenstr. 5, 40225 Disseldorf; Tel.: (0211) - 81 18346, Fax: (0211) - 81 18402

DNA-Bildzytometrie
Patienten ID: 197-11 Material 1D: 157-11
Vorname; Friederike Organ: Gebarmutterhals
Nachname: Material: Abstrich
Geburtsdatum: Datum der Probe: 25/01/2016
Geschlecht: Weiblich Férbung: Feulgen

Klinische Angaben:

DNA-Histogramm [c]16197-11
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DNA-Ploidie: DNA Aneuploidie
DNA-Klasse: Stammlinien-Aneuploidie und Einzelzell-Aneuploidie
Empfehlung:
Unterschrift Arzt/Arztin: El Massasi = o 25/01/2016
Unterschrift ZTA/MTA: == = 25/01/2016

Abb. 5: a) Seite 1 des dreiseitigen Messprotokolls einer diagnostischen DNA-bildzyto-

metrischen Messung, anonymisiert, aus eigenem Befundbestand

23



Cytopathologie - Universitatsklinikum Disseldorf
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Moorenstr. 5, 40225 Dusseldorf; Tel.: (0211) - 81 18346, Fax: (0211) - 81 18402

DNA-Bildzytometrie
Patienten 1D: 197-11 Material ID: 197-11
Vorname: Friederike Organ: Gebérmutterhals
Nachname: Material: Abstrich
Geburtsdatum: Datum der Probe: 25/01/2016
Geschlecht: Weiblich Farbung: Feulgen
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Abb. 5: b) Seite 2 des dreiseitigen Messprotokolls einer diagnostischen DNA-bildzyto-
metrischen Messung, anonymisiert, aus eigenem Befundbestand
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DNA-Bildzytometrie

Patienten ID; 197-11 Material ID: 197-11

Vorname: Friederike Organ: Gebdrmutterhals

Nachname: Material: Abstrich

Geburtsdatum: Datum der Probe: 25/01/2016

Geschlecht: Weiblich Farbung: Feulgen
Referenzzellen
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212¢c 2.06c 2.06c 2.06¢c 2 D4c 2.03c 2.03c 2.03c

Analysezellen

10 66 10.27¢ 9.06¢c

Abb. 5: c) Seite 3 des dreiseitigen Messprotokolls einer diagnostischen DNA-bildzyto-

metrischen Messung, anonymisiert, aus eigenem Befundbestand
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Gegenfarbung mit Hamatoxylin

Die Objekttrager wurden fur ca. 30-60 s in Mayer's Hamalaun, verdinnt mit destilliertem
Wasser 1:1, gegengefarbt, anschlieRend mit Wasser abgespiilt und 5 min gewassert.
Um das Zellmaterial lichtmikroskopisch zu untersuchen, wurden die Objekttrager
abschlielend zunachst mit einer wassrigen Eindecklosung, CINtec Plus Mount
blasenfrei, eingedeckt und nach vollstandiger Trocknung fur maximal 20 min in Xylol
eingestellt und mit einem Deckglas eingedeckelt. Der Farbeprozess wurde von
entsprechendem Fachpersonal des Instituts durchgefihrt und in lichtdichten

Objekttragermappen zur Auswertung Ubergeben.

Die Analyse des Zellmaterials erfolgte mithilfe eines Computer gekoppelten Licht-
mikroskops (Zeiss) bei 20- und 40-facher Vergrof3erung, sodass Uber eine Software
(Motic Images plus 2.0) die auffalligen Praparatabschnitte auf den Computer tibertragen
und als Bild dokumentiert werden konnten. Bei einer Uberexpression von p16 farbt sich
das Zellplasma betroffener Zellen braun. Ein positiver Nachweis der Ko-Existenz von
Ki-67 fuhrt zu einer Rotfarbung des Zellkerns (Abb.6). Eine einzelne dualgefarbte Zelle
im Praparat reicht aus, um das Ergebnis als positiv zu werten. Eine Kontrolle erfolgte
sowohl direkt Uber das Fachpersonal des Funktionsbereichs Cytopathologie als auch

abschlief3end vom leitenden Arzt der Abteilung.

Abb. 6: Mikroskopische Bilddokumentation bei CINtec positivem Befund, dual gefarbte
Epithelzelle bei 20-facher (links) und 40-facher Vergroferung (rechts), aus eigenem
Befundbestand

2.3. Datenerfassung und -auswertung

Die Datenerfassung erfolgte sowohl in Papierform als auch in Form elektronischer Akten,
die zur Dokumentation in digitale Informationssysteme des UKD eingespeist wurden.
Hier handelte es sich um das Krankenhausinformationssystem ,medico” (Siemens) und

um das Pathologie-Management-System ,dc-Pathos” (dc-Systeme Informatik GmbH).
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Am Funktionsbereich Cytopathologie wird manuell eine Kartei aller auffalligen
Zervixbefunde gefiihrt, die u.a. aus der Dysplasiesprechstunde der Frauenklinik des
UKD, aber auch von zuweisenden niedergelassenen Kolleglnnen stammen. So konnten
erkrankte Patientinnen mit entsprechender Diagnose im Zeitraum von 2009 bis 2015
schnell identifiziert werden. Die Frage nach einer vorliegenden Schwangerschaft war
nicht zwangsweise dokumentiert, sodass mittels entsprechender Recherche in den oben
genannten Datenprogrammen Schwangere gefiltert werden konnten. Viele Patientinnen
wurden nach Konsiliaruntersuchung und auffalliger Befundung nicht weiter vorstellig,
was das Eruieren klinischer Verlaufe unter Einhaltung des Datenschutzes fast unméglich
machte. Zwar gibt es seitens der Kassenarztlichen Vereinigung Vereinbarungen zur
Qualitatssicherung, die u.a. das Anfragen von Folgebefunden beim Einsendenden
vorschreiben, sodass ,die Qualitat zytologischer Untersuchungen zur Friherkennung
des Zervixkarzinoms gesichert werden soll“ [56], unterscheidet jedoch nicht zwischen
schwangeren und nicht schwangeren Patientinnen. Aufgrund der Tatsache
beschrankten wir uns in dieser ohnehin aufwendigen Studie auf die schwangeren
Patientinnen, die sich hausintern pra- und teils postpartal von Gynakologlnnen des UKD
im Rahmen der Dysplasiesprechstunde begleiten lieRen. Die gewonnenen Daten und
individuellen Verlaufsbefunde wurden unter Pseudonymisierung tabellarisch in
Microsoft Excel zusammengetragen und ausgewertet. Dabei wurden u.a. Alter,
Gestationsalter und Pap-Befund bei Erstvorstellung, sowie Folgebefunde und
anschlielende adjuvante Methoden wie DNA-Bildzytometrie und/oder CINtec Plus
aufgenommen. Teilweise konnten auch Falle mit histologischen Befunden erganzt
werden, sofern diese mittels Probeexzision und/oder Konisation (meist als LEEP)

gewonnen wurden.

2.4. Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem am Funktionsbereich Cytopathologie
vorgehaltenen Programmpaket BMDP des Department of Biomathematics der
University of California, Statistical Software Inc., Los Angeles, USA [57]. An
biometrischen Basiswerten wurden der Median, der Mittelwert, die Varianz und die
Standardabweichung stetig erhobener GréRen erhoben. Die Korrelationen zwischen
kategorisierten Parametern wurden in Mehr-Felder-Tafeln dargestellt und mit dem
Pearson Chi-Quadrat-Tests statistisch ausgewertet. Statistische Signifikanz wurde
dabei fir ein a-Niveau von < 0,05 akzeptiert, was einer Irrtumswahrscheinlichkeit von

< 5% entspricht.
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3 Ergebnisse

31 Allgemeine Ubersicht zum Patientinnenkollektiv

Von den 119 Patientinnen standen verschieden viele zytologische Eingangsmaterialien
zur Verfligung, sodass die Datensatze sich von Patientin zu Patientin unterschieden.
Es lagen vor:
- ein zytologischer Erstbefund in der Schwangerschaft von allen 119 Patientinnen,
- ein oder mehrere zytologische Folgebefunde in der Schwangerschaft von 90
Patientinnen,
- ein oder mehrere zytologische Folgebefunde in einem 6-Monats-Intervall nach
der Entbindung von 68 Patientinnen,
- ein histologischer Befund in einem 6-Monats-Intervall nach der Entbindung von
80 Patientinnen.
Dabei waren praktisch alle Konstellationen erganzend zum zytologischen Erstbefund
vertreten, also beispielsweise Patientinnen mit ausschliellich postpartaler Histologie
oder Patientinnen mit zytologischen Folgebefunden in der Schwangerschaft und
Histologie, aber auch solche mit ausschlief3lich zytologischem Erstbefund. Befunde in
allen vier genannten Kategorien wiesen 52 Patientinnen (43,7%) auf.
Als abgeleitete Grofken wurde auf den héchsten zytologischen Befund in der Schwan-
gerschaft und den hdchsten zytologischen Befund im Verlauf Bezug genommen - diese
GrofRen waren definitionsgemal fur alle 119 Patientinnen vorhanden, da im Zweifelsfall

der Erstbefund in der Schwangerschaft hierfir verwendet werden konnte.

Bei 75 der 119 Patientinnen (63,0%) lag im Ausgangsbefund ein Pap IIID vor, bei 36
eine Gruppe Pap IVa (30,3%). In 8 Fallen (6,7%) war der Kontrollbefund in der
Dysplasiesprechstunde geringer als Pap 111D eingeordnet worden. In 80 Fallen (67,2%)

konnte im Nachgang eine histologische Abklarung gesichert werden.

Die Sonderuntersuchungen mit DNA-Bildzytometrie und/oder CINtec Plus-Immun-
zytochemie waren nicht an allen Praparaten in der primaren Diagnostik vorgenommen
worden bzw. konnten aus technischen Grinden nicht bei allen Ubrigen Praparaten
nachtraglich veranlasst werden. Fasst man die Ergebnisse der primaren Diagnostik und

der nachtraglich durchgeflhrten Untersuchungen zusammen, so lagen vor
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- ein DNA-bildzytometrischer Befund zu einem zytologischen Praparat in der
Schwangerschaft von 70 Patientinnen,
- ein DNA-bildzytometrischer Befund zu einem zytologischen Praparat aus einem
6-Monats-Intervall nach der Entbindung von 14 Patientinnen,
- ein DNA-zytometrischer Befund zu einem zytologischen Praparat zu einem
beliebigen Zeitpunkt der Studie von 80 Patientinnen,
- ein CINtec Plus-Befund zu einem zytologischen Praparat in der Schwangerschaft
von 52 Patientinnen,
- ein CINtec Plus- Befund zu einem zytologischen Praparat aus einem 6-Monats-
Intervall nach der Entbindung von 8 Patientinnen,
- ein CINtec Plus-Befund zu einem zytologischen Praparat zu einem beliebigen
Zeitpunkt der Studie von 57 Patientinnen.
Insgesamt lagen somit Ergebnisse der DNA-Bildzytometrie bei 80 Patientinnen (67,2%)
und fur CINtec Plus bei 57 Patientinnen (47,9%) vor. Wenigstens eine der beiden

Methoden konnte bei 108 Patientinnen (90,8%) angewandt werden.

In Tabelle 9 sind die Daten aller 119 Falle, kategorisiert nach der Pap-Gruppe der

zytologischen Erstdiagnosen in der Schwangerschaft, zusammengestellt.

Pap- Zytologische DNA- CINtec plus DNA-Zytometrie Histologie
Gruppe | Erstdiagnose Zytometrie oder CINtec plus

eu| an | ges | neg | pos | ges | neg | pos | ges
neg 6 111 2 3 0 3 4 1 5 4
m 2 02| 2 0 0 0 0 2 2 1
D 75 13131 44 | 14| 26 | 40 | 22 | 47 | 69 47
IVa 36 1131 32 4 10 | 14 1 31 | 32 28
Vv 0 0| 0| O 0 0 0 0 0 0 0
gesamt 119 80 57 108 80

Tabelle 9: Korrelation der zytologischen Erstdiagnose mit Ergebnissen der DNA-
Bildzytometrie, der CINtec Plus-immunzytochemie sowie der postpartalen Histologie,
eu = euploid bzw. nicht DNA-aneuploid, an = DNA-aneuploid, neg = negativ, pos = positiv,
ges = gesamt, *inkl. einem Fall, der als grenzwertig eingestuft wurde
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Aus dieser klinisch und methodisch bedingten Heterogenitat leiteten sich fir die
Auswertung sehr viele tabellarische Darstellungen von Subgruppen ab, die hier nicht
vollstandig prasentiert und interpretiert werden kénnen. Stattdessen muss es im
Folgenden darum gehen, das Wesentliche herauszuarbeiten. Der Ubersicht halber
gestaltet sich die Ergebnisdarstellung so, dass die Befunde der angewandten Methode
jeweils in Korrelation mit der zytologischen Erstdiagnose wahrend der Schwangerschaft,
der zytologischen Verlaufskontrolle pra- und postpartum sowie der Histologie betrachtet

und beschrieben wird.

3.2 Aligemeine Ubersicht zum Patientinnenkollektiv mit postpartaler Histologie

In Tabelle 10 ist die Entwicklung der zytologischen Diagnostik von der Erstdiagnose in
der Schwangerschaft bis hin zum Ergebnis der histologischen Untersuchung Uber die

Zeit fur die 75 initial als 111D oder IVa eingestuften Falle wiedergegeben.

Zytologische Zytolog. Kontrolle postpartale Histologie i
Erstdiagnose Schwangerschaft Zytologie absolut relativ
Pap IVa (5) CIN 3 10 100%
Pap 1D (2)
Pap IVa (10) Pap 1/l (0)
kein Befund (3)
Pap IVa (5) CIN 3 12 54,5%
Pap IID (8)
CIN 112 4 18,2%
Pap IlID (22) Pap I/l (4)
. negativ 6 27,3%
kein Befund (5
Pap IIID (47) 8
Pap IVa (0) CIN3 1 25,0%
Pap 1D (0)
CIN 112 3 75,0%
Pap I/ll (4) Pap I/l (1)
kein Befund (3)
Pap IVa (5) CIN 3 6 54,5%
Pap IID (2)
. CIN 112 3 27,3%
kein Befund (11) Pap I/1l (2)
negativ 2 18,2%
kein Befund (2)

Tabelle 10 (Anfang): Diagnostische Entwicklung und histologisches Follow up der 75 Fille
mit Erstdiagnose Pap IlIID (47/119) bzw. Pap IVa (28/119)
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Pap V (1) Pap V (1) cis 1 100%

Pap IVa (11) CIN3 13 92,9%
Pap 11l (2)
Pap I/ll (0)
kein Befund (1)

Pap IVa (14)

negativ 1 71%

Pap IVa (5) CIN 3 7 100%
Pap 111D (0)
Pap I/l (2)
Pap IVa (28) kein Befund (0)

Pap IIID (7)

Pap IVa (0) CIN3 2 100%
Pap IIID (1)
Pap I/l (1)
kein Befund (0)

Pap /1l (2)

Pap IVa (2) CIN3 4 100%
Pap 111D (0)
Pap /1l (0)

kein Befund (4)

kein Befund (2)

Tabelle 10 (Fortsetzung/Ende): Diagnostische Entwicklung und histologisches Follow up
der 75 Félle mit Erstdiagnose Pap IlID (47/119) bzw. Pap IVa (28/119)

Die funf Falle, die initial Pap | bzw. Pap Ill eingeordnet worden waren, sind in der
tabellarischen Darstellung nicht erfasst, werden aber unten weiter in der

Ergebnisdarstellung bericksichtigt.

Korrelation zwischen zytologischer Erstdiagnose in der Schwangerschaft und
Histologie

Die zytologische Erstdiagnose bezieht sich definitionsgemal® auf den ersten in der
Frauenklinik am UKD wahrend der Schwangerschaft vorgenommenen Abstrich,
unabhangig von den Abstrichergebnissen, deretwegen die Patientinnen in die dortige
Sprechstunde Uberwiesen worden waren. In Tabelle 11 ist die Korrelation mit der
Histologie wiedergegeben. Sie zeigt, dass die meisten Diagnosen eines Pap IVa spéater
einer CIN 3 zugeordnet wurden (26/28, 92,9%). Auch die Falle eines Pap IIID
entsprachen spater haufig einer CIN 3 (29/47, 61,7%). Auffallig war ferner, dass viel
mehr negative Falle nach initialem Pap IlID auftraten (8/47, 17,0%) als nach Pap IVa
(1/28, 3,6%).
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Zytologische

Erstdiagnose Histologische Diagnose

Negativ CIN 1-2 CIN3 Karzinom A gesamt

(WA 1 1 2 0 4
m 0 0 1 0 1

b 8 10 29 0 47

IVa 1 0 26 1 28

\" 0 0 0 0 0

gesamt 10 11 58 1 80

Tabelle 11: Korrelation der zytologischen Erstdiagnosen wahrend der Schwangerschaft
und der histologischen Diagnosen im 6-monatigen postpartalen Intervall, p > 0,05

Korrelation zwischen zytologischer Verlaufsdiagnose in der Schwangerschaft und
Histologie

Eine oder mehrere zytologische Diagnosen im Verlauf der Schwangerschaft lagen fur 65
der 80 Patientinnen (81,25%) vor. Tabelle 12 gibt die Korrelation mit der Histologie
wieder, wobei bei Patientinnen mit mehreren Kontrollabstrichen der zytologisch hohere
Befund berticksichtigt wurde. Im Vergleich zu Tabelle 11 zeigen sich keine wesentlich
anderen Trends in der Datenverteilung. Erneut entsprachen die meisten Diagnosen
eines Pap IVa spater einer CIN 3 (23/25, 92,0%). Ebenso bestatigten sich die hohen
Anteile einer Zuordnung von Féllen eines Pap IlID zu einer CIN 3 (22/33, 66,7%) und
der hohere Anteil spater histologisch negativer Falle im Vergleich zwischen Pap IlID
(7/33, 21,2%) und Pap IVa (1/25, 4,0%).

Zytologische
Verlaufsdiagnose Histologische Diagnose
in der
Schwangerschaft
negativ | CIN 1-2 CIN3 | Karzinom gesamt
(WA 0 3 3 0 6
b 7 4 22 0 33
IVa 1 1 23 0 25
Vv 0 0 0 1 1
gesamt 8 8 48 1 65

Tabelle 12: Korrelation der zytologischen Verlaufsdiagnosen wahrend der Schwanger-
schaft und der histologischen Diagnosen im 6-monatigen postpartalen Intervall, p < 0,0001
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Korrelation zwischen postpartaler zytologischer Diagnose und Histologie

Postpartale zytologische Kontrollen waren fur 62 der 80 Patientinnen (77,5%) verflugbar.
Die Tabelle 13 zeigt die Korrelation mit der Histologie, wobei erneut fur den Fall mehrerer

Kontrollabstrichen der zytologisch hhere Befund eingesetzt wurde.

Im Vergleich zu den beiden vorherigen Tabellen sind die Ergebnisse erwartungsgeman
teilweise ebenfalls ahnlich. Diagnosen eines Pap IVa mindeten in einer CIN 3 (29/33,
87,9%), die auch bei vielen Fallen eines Pap IlID vorlag (11/15, 73,3%).

Auffallig war die deutlich héhere Zahl negativer Abstriche (12/62, 19,4%) im Vergleich
zu den Erstabstrichen (4/80, 5,0%) und den Kontrollabstrichen in der Schwangerschaft
(6/65, 9,2%). Ein hdherer Anteil spater histologisch negativer Falle bestand im Vergleich
zwischen Pap IlID (1/15, 6,7%) Pap IVa (2/33, 6,1%) jetzt nicht mehr.

Postpartale
zytologische Histologische Diagnose
Diagnose
Negativ CIN 1-2 CIN3 Karzinom | gesamt
(WA 4 2 6 0 12
b 1 3 11 0 15
IVa/IVb 2 2 29 /1 0 34
Vv 0 0 0 1 1
gesamt 7 7 47 1 62

Tabelle 13: Korrelation der postpartalen zytologischen Diagnosen und der histologischen
Diagnosen im 6-monatigen postpartalen Intervall, p < 0,0001

Korrelation zwischen zytologischen Diagnosen innerhalb der gesamten
Schwangerschaft einschlieBlich des 6-Monats-Intervalls postpartum und
Histologie

Betrachtet man die zytologische Verlaufskontrolle der 80 Patientinnen insgesamt bis
einschlieBlich des 6-monatigen Kontrollintervalls nach der Schwangerschaft, so ergibt
sich in Korrelation mit den histologischen Diagnosen folgende tabellarische Darstellung
(Tabelle 14). Auch hier sei darauf hingewiesen, dass der zytologische Referenzwert bei
mehreren Kontrollabstrichen innerhalb des untersuchten Zeitraums dem des zytologisch
héchsten Befundes entspricht.

Annlich zu den vorangegangenen Korrelationen zeichnet sich im gesamten Verlauf ein

gleichartiger Trend beziiglich der diagnostizierten Falle mit Pap IVa ab, von denen ein
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Grofteil histologisch als CIN 3 gesichert wurde (43/48, 89,6%). Der Anteil der Pap IIID-
Befunde, der in einer CIN 3 miindete, liegt in der Ubersicht mit 46,7% knapp unter der
Halfte (14/30).

Auffallig ist, dass sich das Verhaltnis von Pap IlID und Pap IVa bei Mitberticksichtigung
der postpartalen zytologischen Kontrollen im Vergleich zu den prapartalen Korrelationen
zugunsten von Pap [Va verschiebt. So lag beispielsweise bei Erstdiagnose in 47 Fallen
ein Pap IlID vor, bei 28 Patientinnen ein Pap IVa, wohingegen sich das Verhaltnis dann
umkehrt (30/48). Der Anteil histologisch negativer Falle trotz auffalliger Zytologie
(Pap IlID 8/30, 26,7% bzw. Pap IVa 2/49, 4,1%) entspricht allerdings in etwa den

Beobachtungen der vorangegangenen prapartalen Korrelationen.

Hoéchste zyto-
logische Diag-
nose in der
Schwanger-
schaft und 6
Mon. danach

Histologische Diagnose

Negativ CIN 1-2 CIN3 Karzinom | gesamt
(WA 0 0 0 0 0
b 8 8 14 0 30
IVa/IVb 2 3 43 /1 0 49
Vv 0 0 0 1 1
gesamt 10 11 58 1 80

Tabelle 14: Korrelation der pra- und postpartalen zytologischen Diagnosen und der
histologischen Diagnosen im 6-monatigen postpartalen Intervall, p < 0,0001

3.3 DNA-Bildzytometrie als adjuvante Messmethode bei Patientinnen mit
gesicherter Histologie

Bezogen auf die 80 Falle, zu denen vor bzw. nach der Entbindung innerhalb von sechs

Monaten auch eine Histologie gewonnen worden war, waren verfugbar

- ein DNA-bildzytometrischer Befund zu einem zytologischen Praparat in der
Schwangerschaft von 46 Patientinnen,

- ein DNA-bildzytometrischer Befund zu einem zytologischen Praparat aus dem
6-Monats-Intervall nach der Entbindung von 13 Patientinnen,
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- ein DNA-zytometrischer Befund zu einem zytologischen Praparat zu einem
beliebigen Zeitpunkt der Studie von 56 Patientinnen,

- ein CINtec Plus-Befund zu einem zytologischen Praparat in der Schwangerschaft
von 29 Patientinnen,

- ein CINtec Plus-Befund zu einem zytologischen Praparat aus einem 6-Monats-
Intervall nach der Entbindung von 7 Patientinnen,

- ein CINtec Plus-Befund zu einem zytologischen Praparat zu einem beliebigen
Zeitpunkt der Studie von 34 Patientinnen.

Insgesamt standen also flr die Untergruppe der 80 spater histologisch abgeklarten Falle
DNA-bildzytometrische Untersuchungen bei 56 Patientinnen (70%) und CINtec Plus-
Untersuchungen bei 34 Patientinnen (42,5%) zur Verfigung. Wenigstens eine der
beiden Methoden war bei 70 Patientinnen (87,5%) angewandt worden. Alle drei
prozentualen Werte unterscheiden sich nicht von den oben genannten fur alle 119 Falle
(67,2%, 47,9% bzw. 90,8%).

DNA-bildzytometrische Messungen in der Schwangerschaft und postpartalen
Verlaufskontrolle in Korrelation mit der zytologischen Erstdiagnose

Wie bereits oben definiert, bezieht sich die zytologische Erstdiagnose auf den ersten in
der Frauenklinik des UKD vorgenommenen Abstrich wahrend der Schwangerschaft. In
der Tabelle 15 ist die Korrelation der Diagnosen mittels DNA-Bildzytometrie prapartal
bzw. unter Einschluss des postpartalen 6-monatigen Kontrollintervalls wiedergegeben.

6 Monate nach Entbindung
eu an ges eu an ges
Negativ 1 0 1 1 0 1
] 0 1 1 0 1 1
1]]») 8 17 25 9 21 30
IVa 1 18 19 1 23 24
Vv 0 0 0 0 0 0
gesamt 10 36 46 11 45 56

Tabelle 15: Korrelation der zytologischen Erstdiagnosen und der DNA-bildzytometrischen
Ergebnisse wahrend der Schwangerschaft bzw. unter Beriicksichtigung der postpartalen
Messungen, p < 0,05
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Hier zeigt sich, dass die meisten Erstdiagnosen eines Pap [Va mittels DNA-
Bildzytometrie auch als auffallig bestatigt und als aneuploid diagnostiziert wurden (18/19,
94,7% bzw. 23/24, 95,8% einschlieBlich postpartaler Kontrolle). Der Anteil der als
aneuploid diagnostizierten Pap IlIID lag innerhalb beider Untersuchungszeitraume bei
knapp 70% (17/25 bzw. 21/30).

DNA-bildzytometrische Messungen in der Schwangerschaft und postpartalen
Verlaufskontrolle in Korrelation mit der zytologischen Verlaufskontrolle in der
Schwangerschaft

Betrachtet man die zytologische Verlaufskontrolle prapartal, so lagen 46 Falle vor, die
von einer DNA-Bildzytometrie in der Schwangerschaft erganzt wurden, und insgesamt

56 Falle bei Mitberiicksichtigung des postpartalen Kontrollintervalls.

Ahnlich der vorangegangenen Datenverteilung aus der Tabelle 15 zeigt die Korrelation
der zytologischen und der DNA-bildzytometrischen Verlaufsdiagnosen in Tabelle 16,
dass die meisten Falle eines Pap IVa wahrend der Schwangerschaft (24/27, 88,9%) als

auch danach (30/33, 90,9%) als aneuploid diagnostiziert wurden.

In der Gruppe der Pap IlID-Falle sinkt der Anteil der als aneuploid diagnostizierten Falle
in beiden Untersuchungsintervallen auf knapp Uber 60% (11/18 bzw. 14/22), was im
Umkehrschluss zeigt, dass knapp Uber ein Drittel der Falle mit der Diagnose eines

Pap lIID als euploid beurteilt wurde.

Zytologische . .. DNA-Bildzytometrie in der
Verlaufsdiagnose in der DNAéBlrIIdzytometrrl‘e;? der Schwangerschaft bzw. bis
Schwangerschaft chwangerscha 6 Monate nach Entbindung
eu an ges eu an ges
Negativ 0 0 0 0 0 0
D 7 11 18 8 14 22
IVa 3 24 27 3 30 33
\' 0 1 1 0 1 1
gesamt 10 36 46 11 45 56

Tabelle 16: Korrelation der zytologischen Verlaufsdiagnosen wahrend der Schwanger-
schaft und der DNA-bildzytometrischen Diagnosen wahrend der Schwangerschaft bzw.
einschlieBBlich der des 6-monatigen postpartalen Intervalls. Fir die rechte Tabelle (n=56)
ergab sich im Chi?-Test eine statistische Signifikanz (p < 0,05), fur die linke Tabelle (n = 46) nicht
(p > 0,05).
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DNA-bildzytometrische Messungen in der Schwangerschaft und postpartalen
Verlaufskontrolle in Korrelation mit den postpartalen zytologischen Diagnosen

Betrachtet man die postpartalen zytologischen Verlaufskontrollen, so liegen hier in
Korrelation mit prapartalen DNA-bildzytometrischen Diagnosen 35 Falle vor und 44

Falle, die zu einem beliebigen Zeitpunkt des Untersuchungszeitraums gestellt wurden.

Entsprechend der vorangegangenen Tabellen 15 und 16 gilt auch hier, dass fast alle
Falle der Befundgruppe Pap IVa/b mit Gber 95% als aneuploid diagnostiziert wurden
(19/20 bzw. 26/27).

Auffallig ist der hohe Anteil der zytologisch negativ bewerteten Befunde mit 62,5% (5/8),
die trotzdem eine Aneuploidie aufwiesen, wohingegen die Falle eines Pap IlID nur noch
zu 50% als aneuploid diagnostiziert wurden (3/6 bzw. 4/8). Eine Ubersicht der Daten

zeigt Tabelle 17.

. . .. DNA-Bildzytometrie in der
PostpartDa.Ie zytologische DNAéBlrlldzytometr;le : der Schwangerschaft bzw. bis
lagnose chwangerscha 6 Monate nach Entbindung
eu an ges eu an ges
negativ 3 5 8 3 5 8
D 3 3 6 4 4 8
IVa/b 1/0 18/1 20 1/0 25/1 27
\' 0 1 1 0 1 1
gesamt 7 28 35 8 36 44

Tabelle 17: Korrelation der postpartalen Verlaufsdiagnosen und der DNA-
bildzytometrischen Diagnosen wahrend der Schwangerschaft bzw, einschlieBlich der des
6-monatigen postpartalen Intervalls. Fir die rechte Tabelle (n = 44) ergab sich im Chi*-Test
statistische Signifikanz (p < 0,05), fur die linke Tabelle (n = 35) nicht (p > 0,05).

DNA-bildzytometrische Messungen in der Schwangerschaft und postpartalen
Verlaufskontrolle in Korrelation mit den zytologischen Diagnosen innerhalb der
gesamten Schwangerschaft einschlieBlich des postpartalen Kontrollzeitraums

Betrachtet man die zytologischen Verlaufsdiagnosen zu einem beliebigen Zeitpunkt des
Studienzeitraums und definiert auch hier den hochsten Befund als Referenzwert, so
ergibt sich die folgende Tabelle 18 in Korrelation mit der Auswertung der DNA-

Bildzytometrie pra- bzw. einschlieRlich postpartal.
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Im Vergleich zur vorangegangenen Darstellung zeigten sich in der Ubersicht der
zytologischen Verlaufskontrolle Uber den gesamten Studienzeitraum keine wesentlich
anderen Trends. So wurde in = 90% der Falle mit einem Pap IVa/b DNA-Aneuploidie
nachgewiesen (27/30 bzw. 36/39), wahrend die Falle einer Pap IIID zu einem wesentlich
geringeren Anteil von maximal 53,3% als aneuploid diagnostiziert werden (8/15 bzw.

8/16).

Die relativ vielen Falle (5/8, 62,5%) der negativen bzw. zytologisch unauffalligen
Befunde < Pap IIl nach Entbindung (Tabelle 17), die sich mittels DNA-Bildzytometrie
dennoch als aneuploid entpuppten, lassen sich in der zytologischen Gesamtverlaufs-

kontrolle nicht bestatigen.

Hochste Zytologie in de_r DNA-Bildzytometrie in der DNA-Bildzytometrie in d(_er
Schwangerschaft bzw. bis Schwanaerschaft Schwangerschaft bzw. bis
6 Monate nach Entbindung 9 6 Monate nach Entbindung

eu an ges eu an ges
negativ 0 0 0 0 0 0
D 7 8 15 8 8 16
IVa/b 3/0 26/1 30 3/0 35/1 39
\' 0 1 1 0 1 1
gesamt 10 36 46 11 45 56

Tabelle 18: Korrelation der pra- und postpartalen zytologischen Diagnosen und der DNA-
bildzytometriischen Diagnosen wéhrend der Schwangerschaft bzw. einschlieBlich der des
6-monatigen postpartalen Intervalls, p < 0,05

DNA-bildzytometrische Messungen in der Schwangerschaft und der postpartalen
Verlaufskontrolle in Korrelation mit der Histologie

Eine prapartale DNA-Bildzytometrie war in 46 der histologisch gesicherten Falle
verflgbar, 10 weitere konnten im postpartalen Kontrollintervall dazugewonnen werden,

sodass insgesamt in 56 der 80 histologisch gesicherten Falle Messungen vorlagen.

Eine Korrelation der DNA-bildzytometrischen Ergebnisse mit denen der Histologie zeigt

Tabelle 19.

Die meisten Diagnosen einer CIN 3 (= 85,7%, 30/35 bzw. 37/42) konnten mittels DNA-

Bildzytometrie im untersuchten Studienzeitraum als aneuploid bestatigt werden.
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Allerdings lief3 sich in mindestens 50% der histologisch unauffalligen Befunde (3/6 bzw.

5/9) sowie auch in der Gruppe der CIN 1/2 (2/4) auch eine Aneuploidie nachweisen.

DNA-Bildzytometrieinder | D\ Dildzytometrie in der
Histologie Schwangerschaft Schwangerschaft b.zw. bis
6 Monate nach Entbindung
eu an ges eu an ges
Negativ 3 3 6 4 5 9
CIN 1/2 2 2 4 2 2 4
CIN3 5 30 35 5 37 42
Ca 0 1 1 0 1 1
gesamt 10 36 46 11 45 56

Tabelle 19: Korrelation der histologischen Diagnosen und der DNA-Bildzytometrie wahrend
der Schwangerschaft bzw. einschlieBlich der des 6-monatigen postpartalen Intervalls,
p <0,05

3.4  CINtec Plus Immunzytochemie als adjuvante Methode bei Patientinnen mit
gesicherter Histologie

Wie bereits oben beschrieben, ergab sich innerhalb des Patientinnenpools der 80

histologisch gesicherten Falle Folgendes:

- ein CINtec Plus-Befund zu einem zytologischen Praparat in der Schwangerschaft
von 29 Patientinnen,

- ein CINtec Plus- Befund zu einem zytologischen Praparat aus einem 6-Monats-
Intervall nach der Entbindung von 7 Patientinnen,

- ein CINtec Plus-Befund zu einem zytologischen Praparat zu einem beliebigen

Zeitpunkt der Studie von 34 Patientinnen.
Insgesamt liegen somit im Vergleich zur DNA-Bildzytometrie deutlich weniger

Beobachtungen vor, so dass die Ergebnisse entsprechend zurlckhaltender interpretiert

werden mussen.
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CINtec Plus-Bestimmung in der Schwangerschaft bzw. in der postpartalen
Verlaufskontrolle in Korrelation mit der zytologischen Erstdiagnose

Bei Betrachten der genannten Korrelationen (Tabelle 20) zeigt sich, dass innerhalb der
Schwangerschaft knapp 75% der Pap IlID- (14/19) bzw. Pap IVa-Falle (6/8) als auffallig
befundet wurden. Weitet man den Untersuchungszeitraum um die postpartale Verlaufs-
kontrolle aus, so steigt die Rate der auffallig bewerteten Pap IlID-Befunde auf 78,3%
(18/23), wahrend der Anteil der positiv gewerteten Pap IVa auf 66,7% sinkt (6/9) und
somit ein Drittel der Gruppe der Pap IVa als negativ befundet wird (33,3% bzw. 3/9).

PlogscheDignocebei | Olec usider | schwangarscatiund i

6 Monate nach Entbindung
neg pos ges neg. pos ges

negativ 2 0 2 0 2

]| 0 0 0 0 0 0

][») 5 14 19 5 18 23

IVa 2 6 8 3 6 9

\" 0 0

gesamt 9 20 29 10 24 34

Tabelle 20: Korrelation der zytologischen Erstdiagnosen und der immunzytochemischen
Ergebnisse mittels CINtec Plus wahrend der Schwangerschaft bzw. unter
Beriicksichtigung der postpartalen Bestimmungen, p > 0,05

CINtec Plus-Bestimmung in der Schwangerschaft und postpartalen Verlaufs-
kontrolle in Korrelation mit der =zytologischen Verlaufskontrolle in der
Schwangerschaft

Eine immunzytochemische Diagnose lag wie oben im Verlauf der Schwangerschaft fur
29 der 80 Patientinnen vor (36,3%). Bei Berucksichtigung des postpartalen Unter-
suchungszeitraums von 6 Monaten nach Entbindung steigt die Zahl auf 34 Falle (42,5%).
Auch hier wurde bei mehreren Kontrollabstrichen der jeweils zytologisch héchste Befund

berlcksichtigt.

In der Gruppe der Pap IlID zeigt die Korrelation zwischen den immunzytochemischen
Bestimmungen und zytologischen Kontrollen bei Erstvorstellung (Tabelle 20) im Trend
keine wesentlichen Unterschiede zur Datenverteilung wahrend des gesamten

Untersuchungsintervalls (Tabelle 21). Hier ist die Rate der CINtec positiven Befunde
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insgesamt geringer mit 64,7% (11/17) und steigt bei Berlcksichtigung des postpartalen
Untersuchungszeitraums ahnlich gering auf 68,4% (13/19).

In der Gruppe der Pap IVa hingegen blieb im Vergleich zur Tabelle 20 der Anteil der
positiv bewerteten CINtec Plus-Bestimmungen (75%, 9/12) bei Inkludieren der

postpartalen Untersuchungen in etwa gleich (73,3%, 11/15).

Zytologische . CINtec Plus in der
. CINtec Plus in der .
Verlaufskontrolle in der Schwanaerschaft Schwangerschaft bzw. bis
Schwangerschaft 9 6 Monate nach Entbindung
neg pos ges neg pos ges
negativ 0 0 0 0 0
D 6 11 17 13 19
IVa 3 12 11 15
\' 0 0 0 0
gesamt 9 20 29 10 24 34

Tabelle 21: Korrelation der zytochemischen Verlaufsdiagnosen wahrend der Schwanger-
schaft und der immunzytochemischen Diagnosen mittels CINtec Plus wahrend der
Schwangerschaft bzw. einschlieBlich der des 6-monatigen postpartalen Intervalls, p > 0,05

CINtec Plus-Bestimmung in der Schwangerschaft und postpartalen Verlaufs-
kontrolle in Korrelation mit den postpartalen zytologischen Diagnosen

Bezogen auf die zytologischen Abstriche der postpartalen Verlaufskontrolle, konnten
diese in 24 Fallen mit prapartalen CINtec Plus-Bestimmungen korreliert werden bzw. in
29 Fallen mit Bestimmungen zu einem beliebigen Zeitpunkt des Untersuchungsintervalls

bis zu 6 Monate postpartal.

Auffallig ist, dass 25% bzw. 40% der unauffalligen Pap-Abstriche bei anschlielender
immunzytologischer Untersuchung doch als auffallig gewertet wurden (1/4 bzw. 2/5),

wobei naturlich die Zahl der Beobachtungen insgesamt gering war.

Die zytologischen Abstriche der Gruppe Pap IlID konnten in 60% (3/5) bzw. 66,7% (4/6)
als auffallig detektiert werden, wahrend die der Gruppe Pap IVa/b eine wesentlich héhere
Quote mit um die 90% (14/15 bzw 16/18) zeigt. Eine Ubersicht zur Zytologie der

postpartalen Verlaufskontrolle und der CINtec Plus-Bestimmungen zeigt Tabelle 22.
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. . CINtec Plus in der
Postparlt;Ie :Iytologlsche (;Ih:‘tec :Iu? mhdt:: Schwangerschaft bzw. bis
lagnose chwangerscha 6 Monate nach Entbindung
neg pos ges neg pos ges
negativ 3 1 4 3 2 5
D 2 3 5 2 4 6
IVa/b 1/0 13/1 15 2/0 15/1 18
V 0 0 0 0 0 0
gesamt 6 18 24 7 22 29

Tabelle 22: Korrelation der postpartalen Verlaufsdiagnosen und der immunzyto-
chemischen Diagnosen mittels CINtec Plus wahrend der Schwangerschaft bzw.
einschlieBlich der des 6-monatigen postpartalen Intervalls. Fiir die linke Tabelle (n = 24)
ergab sich im Chi*-Test statistische Signifikanz (p < 0,05), fir die rechte Tabelle (n = 29) nicht
(p > 0,05).

CINtec Plus-Bestimmung in der Schwangerschaft und in der postpartalen
Verlaufskontrolle in Korrelation mit den zytologischen Diagnosen innerhalb der
gesamten Schwangerschaft einschlieBlich des postpartalen Kontrollzeitraums

In Tabelle 23 ist die Korrelation der zytologisch hdchsten Abstrichbefunde zu einem
beliebigen Zeitpunkt des Untersuchungsintervalls dargestellt, zu denen eine immun-
zytochemische Bestimmung wahrend der Schwangerschaft bzw. zu einem beliebigen
Zeitpunkt der Schwangerschaft einschlieRlich des postpartalen Kontrollfensters méglich

war.

Annlich den vorangegangenen Darstellungen zeigt sich auch in dieser Korrelation, dass
die meisten Falle der Gruppe Pap IVa/b mit 84,2% wahrend der Schwangerschaft bzw.
mit 81,8% bei Bericksichtigung des postpartalen Kontrollfensters als CINtec positiv

gewertet wurden.

Bezulglich der Gruppe der Pap IlID zeigt sich der Trend wie oben, dass wesentlich
weniger auffallige Lasionen als CINtec positiv befundet wurden. In nur maximal 50% der
Falle konnte mittels CINtec Plus-Bestimmung diese als auffallig diagnostiziert werden
(4/10, 40% bzw. 6/12, 50%). Zu beachten ist hier, dass im Umkehrschluss 60% der
diagnostizierten Abstriche der Pap IlID als negativ bewertet wurden (6/10).
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Hochste zytologische .
Diagnose in der CINtec Plus in der CINtec Plus in der .
Schwangerschaft bzw. bis
Schwangerschaft und 6 Schwangerschaft .
6 Monate nach Entbindung
Monate danach
neg pos ges neg pos ges
negativ 0 0 0 0 0 0
D 6 4 10 6 6 12
IVa/b 3/0 15/1 19 4/0 171 22
\") 0 0 0 0 0 0
gesamt 9 20 29 10 24 34

Tabelle 23: Korrelation der pra- und postpartalen zytologischen Diagnosen und der immun-
zytochemischen Diagnosen mittels CINtec Plus wahrend der Schwangerschaft bzw.
einschlieBlich des 6-monatigen postpartalen Intervalls. Fiir die linke Tabelle (n = 29) ergab
sich im Chi2-Test statistische Signifikanz (p < 0,05), fir die rechte Tabelle (n = 34) nicht (p > 0,05).

CINtec Plus-Bestimmung in der Schwangerschaft und der postpartalen
Verlaufskontrolle in Korrelation mit der Histologie

Eine immunzytochemische Untersuchung war in 29 der 80 histologisch gesicherten Falle
vor Entbindung verfugbar, in 34 Fallen lagen zu einem beliebigen Zeitpunkt des
Untersuchungsintervalls immunzytochemische Diagnosen vor. Eine Korrelation dieser

Ergebnisse mit denen der Histologie zeigt Tabelle 24.

Verglichen mit der bildzytometrischen Datenlage der Tabelle 19 konnten weniger Falle
mit der Diagnose einer CIN 3 als auffallig befundet werden (14/20, 70% bzw. 18/25,
72%). In der Gruppe der CIN 1/2 hingegen lag die Detektionsrate mit 80% deutlich hdher.

Bezulglich der negativ bewerteten Biopsien kann aber ein ahnlicher Trend festgestellt
werden. Hier konnte auch in 50% (2/4) der unauffalligen Falle immunzytochemisch eine

Transformation nachgewiesen werden kann.

Insgesamt lassen die Ergebnisse vermuten, dass CINtec Plus, das primar als
Diagnostikum einer HPV-bedingten CIN-Lasion im Allgemeinen eingefuhrt worden war,
keine hohe Trennscharfe innerhalb dieser Veranderung verfiigt, also mdglicherweise

nicht zur Gradierung der Lasionen pradestiniert ist.
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CINtec Plus in der CINtec Plus in der
Histologie Schwanaerschaft Schwangerschaft bzw. bis
9 6 Monate nach Entbindung
neg pos ges neg pos ges
negativ 2 2 4 2 2 4
CIN 1/2 1 4 5 1 4 5
CIN 3 6 14 20 7 18 25
Ca 0 0 0 0 0 0
gesamt 9 20 29 10 24 34

Tabelle 24: Korrelation der histologischen Diagnosen und der CINtec Plus-Bestimmung
wahrend der Schwangerschaft bzw. einschlieBlich der des 6-monatigen postpartalen
Intervalls, p > 0,05

3.5 Kombinierte Betrachtung von DNA-Bildzytometrie und CINtec Plus bei
Patientinnen mit gesicherter Histologie

Im vorliegenden Kapitel werden beide in den Kapiteln 3.3 und 3.4 einzeln dargestellten
Untersuchungsmethoden der DNA-Bildzytometrie und der CINtec Plus-Immunzyto-
chemie zusammengefasst und als ,eine adjuvante Methode“ betrachtet. Die folgende
Datenlage bezieht sich auf einen beliebigen Zeitpunkt des Untersuchungsintervalls von
Erstvorstellung bis zu 6 Monaten nach Entbindung. Auch hier gilt bei mehreren

Untersuchungsbefunden die Bertcksichtigung des diagnostisch héchsten Befundes.

Insgesamt wurde in 70 der 80 histologisch gesicherten Falle (87,5%) wenigstens eine

der adjuvanten Methoden durchgefiihrt. Es lagen vor

- ein adjuvanter Befund zu einem zytologischen Praparat in der Schwangerschaft
von 70 Patientinnen,

- ein adjuvanter Befund zu einem zytologischen Praparat aus dem 6-Monats-
Intervall nach der Entbindung von 54 Patientinnen,

- ein adjuvanter Befund zu einem zytologischen Praparat zu einem beliebigen

Zeitpunkt der Studie von 70 Patientinnen.
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Korrelation der zytologischen Erstdiagnose wahrend der Schwangerschaft und
Diagnose der adjuvanten Methoden

In Tabelle 25 ist die Korrelation mit dem pathologisch héchsten Befund der adjuvanten
Methoden wahrend des gesamten Untersuchungsintervalls bis einschliel3lich 6-
monatiger postpartaler Kontrolle wiedergegeben. Es zeigt sich, dass in den meisten
Fallen der Gruppe Pap IVa auch mittels zusatzlicher Diagnostikmethode, ob DNA-
bildzytometrisch oder immunzytochemisch, der auffallige Zytobefund positiv bestatigt
werden konnte (23/24, 95,8%), wahrend der Anteil positiver Befunde in der Gruppe
Pap IlID geringer war mit 73,8% (31/42). Ein Einzelfall, der als Pap lll diagnostiziert

wurde, war bei zusatzlicher Befundung mittels adjuvanter Methoden positiv.

Zytologische Adjuvante Methode (DNA / CIN)
Erstdiagnose

negativ positiv ges
negativ 3 0 3
] 0 1 1
D 11 31 42
IVa 1 23 24
\" 0 0 0
gesamt 15 55 70

Tabelle 25: Korrelation der zytologischen Erstdiagnosen wéahrend der Schwangerschaft
und der adjuvanten Diagnostik mittels DNA-Bildzytometrie (DNA) und/oder Cintec Plus-
Immunzytochemie (CIN) zum beliebigen Zeitpunkt des Untersuchungsintervalls, p < 0,05

Korrelation zwischen zytologischer Verlaufskontrolle in der Schwangerschaft und
Diagnose der adjuvanten Methoden

Einen ahnlichen Trend wie in Tabelle 25 zeigt die Datenlage wahrend der zytologischen
prapartalen Verlaufskontrolle, dargestellt in Tabelle 26. In der Gruppe der Pap IVa
konnte in 94,3% der Falle (33/35) eine diagnostische Auffalligkeit mittels adjuvanter
Methoden festgestellt werden, wohingegen in der Gruppe der Pap IlID der Anteil
wesentlich geringer ausfiel mit 61,8% (21/34). Ein Einzelfall, der wahrend der
Schwangerschaft als Pap V diagnostiziert wurde, wurde auch nachtraglich als auffallig

bestatigt.
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Zytologische Verlaufs-
kontrolle wahrend der Adjuvante Methode (DNA / CIN)
Schwangerschaft
negativ positiv ges

negativ 0 0 0
m 0 0 0
][») 13 21 34
IVa 2 33 35
Vv 0 1 1
gesamt 15 55 70

Tabelle 26: Korrelation der zytologischen Verlaufskontrolle wahrend der Schwangerschaft
und der adjuvanten Diagnostik mittels DNA-Bildzytometrie (DNA) und/oder Cintec Plus-
Immunzytochemie (CIN) zum beliebigen Zeitpunkt des Untersuchungsintervalls, p < 0,05

Korrelation der postpartalen zytologischen Diagnosen mit denen der adjuvanten
Methoden

Im postpartalen Untersuchungszeitraum zeigten sich in der Gruppe der Falle eines
Pap IVa keine wesentlichen Unterschiede im Vergleich zum prapartalen Untersuchungs-
zeitraum. Auch hier liegt die Detektionsrate mit 97,0% (32/33) sehr hoch (Tabelle 27). In
der Gruppe der Pap llID betrug der Anteil der Falle, die mittels adjuvanter Methoden
nachtraglich als aufféallig befundet werden konnten, 58,3% (7/12). Auffallig ist hingegen,
dass mehr als die Halfte der nach Entbindung zytologisch negativen Falle mittels
adjuvanter Methoden als positiv diagnostiziert wurden (55,6%, 5/9).

Zytologische Verlaufs- Adjuvante Methode (DNA/CIN)
kontrolle postpartal
negativ positiv ges
negativ 4 5 9
]]»} 5 7 12
IVa/b 1/0 30/1 32
\" 0 1 1
gesamt 10 44 54

Tabelle 27: Korrelation der postpartalen Verlaufskontrolle und der adjuvanten Diagnostik
mittels DNA-Bildzytometrie (DNA) und/oder Cintec Plus-Immunzytochemie (CIN) zum
beliebigen Zeitpunkt einschlieBlich des postpartalen Untersuchungsintervalls, p < 0,05
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Korrelation zwischen zytologischen Diagnosen innerhalb der gesamten
Schwangerschaft einschlieBlich des 6-Monatsintervalls postpartum und der
Diagnostik mittels adjuvanter Methoden

Betrachtet man das gesamte pra- und postpartale Untersuchungsintervall, so ergibt sich
zwischen der hdchsten Zytologie und der Diagnosen der adjuvanten Methoden die in
Tabelle 28 dargestellte Korrelation. Mit einem p-Wert < 0,0001 gilt diese im Pearson-
Chi2-Test als hochsignifikant.

Auch hier zeigt sich, dass zytologische Befunde héher als Pap IIID in den meisten Fallen

als auffallig bewertet wurden, namlich in 43 von 45 Fallen (95,6%).

In der Gruppe der Pap IlIID hingegen zeigt sich noch wesentlicher als in den
vorangegangenen  Korrelationen, dass die Detektionsrate bei groRerem

Untersuchungsintervall weiter sinkt auf 48% (12/25).

Hochste Zytologie wahrend der Adjuvante Methode (DNA / CIN)
Schwangerschaft bzw. 6 Monate
danach
Negativ positiv ges

negativ 0 0 0

][») 13 12 25
IVa/b 2/0 411 44

Vv 0 1 1
gesamt 15 55 70

Tabelle 28: Korrelation der pra- bzw. postpartalen zytologischen Diagnosen und der
adjuvanten Diagnostik mittels DNA-Bildzytometrie (DNA) und/oder Cintec Plus-Immun-
zytochemie (CIN) zum beliebigen Zeitpunkt des Untersuchungsintervalls, p < 0,0001

Adjuvante Methoden in der Schwangerschaft bzw. in der postpartalen
Verlaufskontrolle in Korrelation mit der Histologie

Insgesamt standen 70 histologisch gesicherte Falle zur Verfligung, deren zytologische

Untersuchungen mit mindestens einer adjuvanten Methode erganzt wurden (Tabelle 29).

Annlich der Datenlage der Korrelationen zwischen Histologie und DNA-Bildzytometrie
(Tabelle 19) und der zwischen Histologie und CINtec Plus-Immunzytochemie
(Tabelle 24) wurde auch hier die Halfte (50%, 5/10) der histologisch unauffalligen Falle

mittels adjuvanter Methoden als positiv diagnostiziert.

47



In der Gruppe der CIN 1 und CIN 2 wurden 66,7% (6/9) als auffallig gewertet.

Die als CIN 3 bewerteten Lasionen konnten grof3tenteils als positiv diagnostiziert werden
(86%, 43/50), was ebenfalls dem Trend der DNA-bildzytometrischen Datenlage aus

Tabelle 19 gleicht. Das vorbefundete Karzinom war als solches auch nachfolgend positiv

bestatigt worden.

Histologie Adjuvante Methode (DNA / CIN)
negativ positiv Ges
negativ 5 5 10
CIN1/2 3 6 9
CIN3 7 43 50
Ca 0 1 1
gesamt 15 55 70

Tabelle 29: Korrelation der histologischen Diagnosen und der adjuvanten Methoden
wahrend der Schwangerschaft bzw. einschlieBlich der des 6-monatigen postpartalen
Intervalls, p > 0,05

3.6 Besondere Falle und Verlaufe

Bei Betrachten des Patientinnenpools gibt es gewisse Einzelfalle oder Subgruppen, die
im Untersuchungsintervall aufgrund bestimmter Befunde oder Verlaufe auffallen. Im

Folgenden sollen diese exemplarisch dargestellt werden.

3.6.1 Zwischenzeitlich zytologisch unauffilliger Kontrollbefund bei insgesamt
auffalligem Verlauf und histologisch gesicherter CIN 3

Im Fall 67 beispielsweise handelt es sich um eine Patientin, deren zytologischer Abstrich
bei Erstvorstellung in der Dysplasiesprechstunde der Frauenklinik einen Befund der
Gruppe Pap IVa aufgewiesen hatte. Im Verlauf der Schwangerschaft ergab der
Kontrollabstrich eine Gruppe Pap | und nach Entbindung Pap IlID. Eine anschlielende

Probeexzision zeigte eine CIN 3.

Annliche Kontrollbefunde und -verlaufe zeigten sich in insgesamt 11 Fallen (Fall 14, 26,
28, 47, 67, 68, 90, 95, 96, 103, 114). Auch hier wurden zytologisch unauffallige Befunde
(Pap | oder Pap Il) als Ausreilder in der Befundreihe auffallig. Da in allen Fallen eine

hochgradige Dysplasie histologisch bestatigt wurde, kann davon ausgegangen werden,
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dass die Zellen jeweils im Rahmen der Abstrichentnahme nicht erfasst wurden

(,sampling error").

3.6.2 Unauffilliger Befund bei Erstvorstellung nach Uberweisung aufgrund
auffalliger Zytodiagnostik

In insgesamt 8 der 119 Falle zeigte sich trotz auffalliger Zytodiagnostik bei nieder-
gelassenen Gynakologlnnen ein unauffalliger Pap-Abstrich bei Erstvorstellung in der
Dysplasiesprechstunde. In 6 Fallen ergab dieser einen Befund der Gruppe Pap Il, in 2
Fallen einen der Gruppe Pap lll. Erst im weiteren Schwangerschaftsverlauf waren zyto-
logische Kontrollen auffallig (Pap IIID und hdéher), die sich in 50% der Falle histologisch
als CIN 3 bestéatigten. In drei Fallen (37,5%) lag kein histologischer Befund vor und in

einem Fall (12,5%) ergab dieser kein Anhalt auf eine Dysplasie.

Eine Einzelfalldarstellung folgt fur den Fall 75, in dem es sich um eine Patientin handelt,
die nach Uberweisung durch ihre Gynékologin in der Frauenklinik Diisseldorf vorstellig
wurde. Hier ergab sich bei Erstvorstellung zytologisch ein Befund der Klasse Pap I,
histologisch aber eine CIN 3. Auch erneute Kontrollabstriche wurden zunachst als Pap |l
gewertet, spater ergaben sich Befunde der Klasse Pap IlID. Nach Entbindung

bestatigten eine PE, spater auch eine LEEP den histologischen Befund einer CIN 3.

3.6.3 Schwangerschaftsverlaufe mit zytologisch-histologischer Diskrepanz

Als Untergruppe des Patientinnenpools kann eine Gruppe von 5 Fallen
zusammengefasst werden, in der die auffalligen zytologischen Befunde wahrend der
gesamten Schwangerschaft histologisch nicht bestatigt wurden. So ergab sich in Fallen,
die bei Erstvorstellung sowie wahrend und nach der Schwangerschaft auffallige
Abstriche der Klasse Pap IlID und IVa aufwiesen, histologisch kein Anhalt auf Dysplasie.
Ein Fall zeigte sich zytologisch progressiv im Untersuchungsverlauf, wahrend die PE
sich als unauffallig herausstellte. Hier ware zu fragen, ob die Lasion bei der

Gewebeentnahme maoglicherweise nicht erfasst wurde.
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4 Diskussion

Insgesamt erkranken in Deutschland aktuell jahrlich rund 4300 Patientinnen an einem
invasiven Zervixkarzinom [8]. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 55 Jahren, das
eines in-situ-Karzinoms bei 35, also um rund 20 Jahre niedriger. Dieses und die
jeweiligen Vorstufen werden meist im Rahmen einer gynakologischen Vorsorge bei
Patientinnen zwischen 20 und 40 Jahren festgestellt, demnach im gebarfahigen Alter.
Bei bis zu 3% der Patientinnen mit neu diagnostiziertem Zervixkarzinom handelt es sich
um Schwangere [43]. Die Schwangerschaft stellt hier einen besonderen Zustand und
gleichzeitig ein klinisches Dilemma dar, dem diagnostisch und therapeutisch besondere

Beachtung geschenkt werden muss und das in unserer Studie weiter beleuchtet wurde.

4.1 Follow up zervikaler Veranderungen bei Schwangeren und ihr natiirlicher
Verlauf

Das Zervixkarzinom stellt mit einer Inzidenz von 0,01-0,05% neben dem
Mammakarzinom die haufigste Krebserkrankung bei Schwangeren dar [58]. Die
Haufigkeiten auffalliger Epithelveranderungen bei Schwangeren schwanken in der
Literatur. Bis zu 7% aller Schwangeren weisen einen zytologisch auffalligen Pap-

Abstrich auf, histologisch lasst sich bei bis zu 3% eine CIN-Lasion nachweisen [59].

Ein auffalliger Pap-Abstrich in der Schwangerschaft und die entsprechende Behandlung
wurde lange kontrovers diskutiert und kam eher sporadisch in einzelnen Praxen vor,
weshalb hier eine individuelle und fir angemessen erachtete Therapie vom jeweiligen
Hausgynakologen/in durchgefihrt wurde. Es zeigte sich dementsprechende Variabilitat
und Spielraum in Diagnostik und Therapiemanagement, weshalb der Ruf nach
einheitlicher Verfahrensweise lauter wurde. Das Kanalisieren schwangerer Patientinnen
in zertifizierte Dysplasiesprechstunden konnte auch schon vor der Erarbeitung von
weitgehend verbindlichen Leitlinien wesentlich dazu beitragen, einen Algorithmus zu
etablieren (Tabelle 30), der sich zwar an das Vorgehen bei nicht schwangeren

Patientinnen anlehnt, dennoch situativ an die Zeit der Schwangerschaft angepasst ist.
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Pap-Gruppe nach MN Il | (MN II) Vorgehen

Pap lllp,g,e (Pap III) -» zytologische Kontrolle sowie Kolposkopie,
HPV-Test

Pap llID, (Pap IlID) -» zytolog. Kontrolle nach 6 Mon.
-> ggf. Differentialkolposkopie

Pap llID; (Pap IIID) -»> Differentialkolposkopie sowie zytologische
Kontrolle einmal pro Trimenon
-» ggf. PE

Pap IVa-p,g (Pap IVa/b) - Differentialkolposkopie sowie zytologische
Kontrolle alle 8-12 Wo.
-» ggf. PE

Pap V (Pap V) -»> Differentialkolposkopie und histologische

Sicherung (PE, ggf. LEEP)
-» ggf. Therapie

Tabelle 30: empfohlener Algorithmus bei auffidlligem Pap-Abstrich in der Schwangerschaft
[60]

Die Wahrscheinlichkeit, dass sich eine CIN 2/3-Lasion in der Schwangerschaft
progressiv zu einem invasiven Karzinom entwickelt, ist gering und liegt zwischen 0-0,4%
[61]. Als wesentlich wahrscheinlicher wird die Regression in der Literatur angegeben,
weshalb nach heutigem Stand ein konservatives Vorgehen mit Abwarten bis nach der
Geburt empfohlen wird. In einer aktuellen Verdffentlichung von Chen et al. aus dem Jahr
2021 [59] wurden u.a. 10 internationale Studien in einer Metaanalyse evaluiert, die den
naturlichen Verlauf von CIN 2/3 (High-grade CIN) wahrend der Schwangerschaft

untersuchten. Die Ergebnisse sind in Tabelle 31 wiedergegeben.

High-grade CIN

Anteil 95% ClI
Regression 40% 35-45%
Persistenz 59% 54-64%
Progression 1% 0-2%

Tabelle 31: Pooling der Metaanalyse - natiirlicher Verlauf von CIN 2/3-Lasionen wahrend
der Schwangerschaft [59]

Die Evaluation zeigte insgesamt eine mittlere bis hohe Heterogenitat unter den einzelnen

Studien. So wurden die Subgruppen von CIN 2 und CIN 3 in Bezug auf Regression und
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Persistenz auch separat voneinander metaanalytisch untersucht. In 6 der 10 Studien
konnten im Untersuchungszeitraum (bis zu 12 Wochen nach Geburt) einzelne
schwerwiegende Progression von CIN-Lasionen beobachtet werden. Im Pooling
ergaben sich insgesamt 10 Falle von 695, in denen sich ein Karzinom entwickelte
(0,01%). Eine weitere aktuelle Studie von Grimm (2020) bestétigt, dass konservatives
Abwarten wahrend der Schwangerschaft aufgrund einer geringen Wahrscheinlichkeit zur
Progression berechtigt ist. Von insgesamt 139 untersuchten Fallen entwickelte sich in
nur einem eine CIN 3-Lasion zu einem mikroinvasivem Karzinom (0,7%) [62]. Eine
signifikante Heterogenitat zeigte sich in den Subgruppen der von Chen untersuchten
Studien, weshalb Regressions- und Persistenzraten innerhalb dieser nochmals einzeln
untersucht wurden. Folgende Tabelle 32 zeigt das Pooling der Subgruppen von CIN 2

und CIN 3 in regressivem und persistierendem Verhalten.

Regression Persistenz
CIN 2 59% 40%
CIN3 29% 70%

Tabelle 32: Regressions- und Persistenzraten der Subgruppen, Metaanalyse des
natiirlichen Verlaufs von CIN-Lasionen wahrend der Schwangerschaft [59]

Eine Studie von Mailath-Pokorny beschreibt ahnliche Tendenzen in Bezug auf das
regressive Verhalten von CIN-Lasionen in der Schwangerschaft [21]. Je hdher die
histologisch gesicherte Diagnose, desto geringer die Wahrscheinlichkeit der Regression.
Zusatzlich wurde das Verhalten der CIN-Lasionen auch innerhalb einer nicht-
schwangeren Vergleichsgruppe untersucht. So zeigte sich innerhalb des
Untersuchungszeitraums in der Gruppe von Schwangeren eine signifikant hdhere
Regressionsrate von 56,9% im Vergleich zur nicht-schwangeren Vergleichsgruppe
(31,4%). Eine komplette Ausheilung kam ebenfalls bei Schwangeren haufiger vor
(41,2% zu 27,5% in der nicht-schwangeren Vergleichsgruppe). Persistierende Lasionen
kamen bei Schwangeren signifikant weniger vor als in der Gruppe der Nicht-
Schwangeren (39,2% vs. 58,8%). Die Progressionsrate liegt zwar héher als in der Studie
von Grimm (2020) und der Metaanalyse von Chen (2021), ist mit 3,9% dennoch aber
sehr gering. Wobei hier anzumerken ist, dass sich in keinem Fall ein Karzinom
entwickelte und somit ebenfalls ein abwartendes Vorgehen wahrend der
Schwangerschaft rechtfertigt. Mailath-Pokorny et al. geben in ihrer Studie an, dass die
Schwangerschaft mit ihren physiologischen Besonderheiten signifikant einen

regressiven Einfluss hat auf den natirlichen Verlauf von CIN-Lasionen.
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Schaut man sich in unserer Studie die Patientinnen an, die bei Erstvorstellung in der
Dysplasiesprechstunde der Frauenklinik des UKD einen auffalligen Pap-Befund
aufwiesen, so zeigt sich in Korrelation mit der gesicherten Histologie eine wesentlich
geringere Regressionsrate von 11,3%. Von 80 Patientinnen wiesen 9 Patientinnen einen

Befund = Pap IIID auf, der histologisch nicht mehr nachzuweisen war (Tabelle 11).

Ein progressives Verhalten innerhalb des Patientinnenpools kam bei insgesamt 30 von
80 Patientinnen zum Tragen — 29 Falle der Befundklasse Pap IlID entwickelten sich
histologisch zu einer CIN 3 und ein Fall der Gruppe Pap IVa zu einem Karzinom. Die
Progressionsrate liegt ebenfalls entgegen der Metaanalyse von Chen (2021) héher bei
37,5%. In 10 Fallen (12,5%) korrelierte der zytologische Erstbefund mit der
histologischen Diagnose und Iasst sich somit als persistierende Lasion definieren. Dabei
sei nochmal betont, dass der Begriff der ,zytologischen Erstdiagnose® hier auf die
Erstvorstellung in der Dysplasiesprechstunde der Frauenklinik Disseldorf bezogen ist
und somit mindestens ein auffalliger auswartiger Abstrichbefund existieren muss, auf

den die Uberweisung der Patientinnen ins UKD zurlickging.

4.1.1 Der Vergleich zu Nicht-Schwangeren und Einordnung in die Literatur

Wie bereits in der oben genannten Metaanalyse erwahnt, ist die kontrovers diskutierte
Heterogenitat innerhalb der Studienlage zu bedenken. So zeigt eine Untersuchung von
Motamedi et al. aus dem Jahr 2015 kontroverse Ergebnisse im Hinblick auf das
Regressionsverhalten nicht-schwangerer Patientinnen [63]. Eine Gruppe von 635
Patientinnen mit diagnostizierter CIN 3 wurde nach Biopsie Uber einen Zeitraum von bis
zu 463 Tagen (66 Wochen) evaluiert. Im Vergleich zu den oben genannten und
Schwangerschaft beachtenden Studien zeigt diese eine Regression der CIN 3 zu
< CIN 1 in nur 8 der 635 untersuchten Falle (1,3%). 39 Falle, die als CIN 2 diagnostiziert
wurden (6,1%), galten weiter als High-grade lesions und wurden als persistierend
klassifiziert. In 588 Fallen (92,6%) persistierte die CIN 3 als solche oder entwickelte sich
zu einem invasiven Karzinom (12/635, 1,9%). Hier sei erwahnt, dass alle 635
Patientinnen mittels CINtec Plus-Verfahren als p16-positiv detektiert wurden und in
97,8% eine HPV-high-risk-Infektion zugrunde lag. Schaut man sich in unserer Studie die
Korrelation zwischen den Ergebnissen der CINtec Plus-Bestimmungen und gesicherten
CIN 3 an, so liegt die Detektionsrate bei mindestens 70% (Tabelle 24). Nimmt man die
Mdglichkeit der DNA-Bildzytometrie zur Diagnostik erganzend dazu, so steigt die
Detektionsrate auf 86% (Tabelle 19 bzw. 29). Hier kdnnte langfristig die Idee von

Motamedi (2015) aufgegriffen und die Verlaufe gesicherter CIN 3-Lasionen in einer p16-

53



positiven Kohorte und p16-negativen Vergleichsgruppe evaluiert werden. Dies kdnnte
bei der kontroversen Literaturlage und der Frage nach Prognosen und Therapie-

management richtungsweisend sein.

Eine aktuellere Metaanalyse von Zhang (2019) zeigt ebenso Ergebnisse nicht-
schwangerer Patientinnen. Sie befasst sich dhnlich zu der oben genannten Metaanalyse
von Chen (2021) u.a. mit Regressionsverhalten in 16 Studien, in denen insgesamt 1481
Patientinnen mit diagnostizierten CIN-Lasionen untersucht wurden [64]. Die
Regressionsrate von 42,7% bei high-grade L&sionen kann im weiten Sinne zu
Vergleichszwecken mit der der schwangeren Kohorte von Chen herangezogen werden
(40%, siehe Tabelle 31). Wobei auch hier auf die Heterogenitat hingewiesen werden
muss, da das regressive Verhalten von CIN 2 mit 50,9% hoher liegt als in Studien ohne
Unterscheidung der Subgruppen von CIN 2/3 (36,3%). Die spontane Regression von
cervikalen intraepithelialen Neoplasien wurde insgesamt als hoch eingestuft, wobei
diese mit positiver HPV-Testung und steigendem Alter negativ beeinflusst wird. Fur die
Auswertung des progressiven Verhaltens standen weniger Daten (von 5 Studien) zur
Verfugung, die eine Progressionsrate von 10,2% ermitteln lielen. Im Vergleich zur
Progressionsrate bei Schwangeren von im Schnitt 1% (Chen, 2021) liegt sie 10fach
héher. Dies unterstitzt die Annahme von Mailath-Pokorny (2016), dass eine
Schwangerschaft die naturliche Entwicklung zervikaler intraepithelialer Lasionen glinstig
beeinflusst bzw. zumindest sich nicht ungunstiger auswirkt als bei nicht-schwangeren

Patientinnen [21].

Die Studienlage bezlglich intraepithelialer Veranderungen und deren Verlauf ist somit
weit aufgestellt und zeigt eine enorme Spannbreite in den vorgestellten Ergebnissen
schwangerer und nicht-schwangerer Patientinnen — leider selten in direktem Vergleich,
sodass die Vergleichbarkeit nur unzureichend gelingt. Dies liegt u.a. daran, dass bei
nicht-schwangeren Patientinnen ein aktives Therapiemanagement angestrebt wird,
wohingegen bei Schwangeren zunachst passiv beobachtet und abgewartet wird. Die
Gegenuberstellung beider Kohorten aus unterschiedlichen Studien bedingt so auch
unterschiedliche Bedingungen untersuchter Parameter. Folgende Tabelle 33 zeigt einen
Uberblick im Verlauf intraepithelialer Lasionen bei schwangeren und nicht-schwangeren

Patientinnen.
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HSIL (2 CIN2)
Regression
Progression

Persistenz

Schwangere Nicht-Schwangere
17 - 69,3% 43 - 57%

0-13,3% 11-27%
27 -70,0% 23 - 42%

Tabelle 33: Vergleich von CIN-Verlaufen bei Schwangeren [62] und Nicht-Schwangeren [65]

4.1.2 Therapiemanagement und Algorithmus in der Schwangerschaft

Allen Empfehlungen gemein ist, dass die wenigen Falle, die sich langfristig zu einem

invasiven Karzinom entwickeln, nicht aufder Acht gelassen werden durfen. Trotz aller

ermittelten Regressionsraten mussen persistierende und progressive intraepitheliale

Neoplasien weiter beobachtet bzw. nach empfohlenem Algorithmus behandelt werden

[60]. Dieser wird folgend fiir histologisch gesicherte Diagnosen in der Schwangerschaft

tabellarisch zusammengefasst (Tabelle 34).

CIN 1

CIN 2

CIN3

invasives Ca

Vorgehen

-» keine weitere zytologisch-kolposkopische Kontrolle,
wenn hochgradige Dysplasie oder invasives Ca
zytologisch/kolposkopisch/ggf.histologisch
ausgeschlossen

-» Kontrolle 6-8 Wo. postpartal

-> Progression oder invasives Ca ausschlieen

- zytologische/kolposkopische Kontrolle im 8-
12Wo.-Intervall

-» bei Verdacht auf Progression histologische

Kontrolle durch erneute Biopsie

-> Kontrolle 8-10 Wo. postpartal

-» siehe CIN 2

-+ histologisch gesichert durch PE/LEEP

-» interdisziplinare Therapie nach aktueller S3-LL

,Diagnostik, Therapie und Nachsorge der Patientin
mit Zervixkarzinom®, abhangig von Tumorstadium,

Tumorbiologie und Gestationsalter

Tabelle 34: empfohlener Algorithmus bei histologisch gesicherter Diagnose einer CIN-
Lasion wahrend der Schwangerschaft [60]
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Im Anschluss folgt bei der postpartalen Kontrolle von CIN 1/2-Lasionen zunachst ein
zytologischer Pap-Abstrich und bei Bedarf ein HPV-Test. Aktuell ist aufgrund der
beobachteten Wahrscheinlichkeiten einer Regression ein zurickhaltendes Abwarten die
Therapie der Wahl. Patientinnen mit diagnostizierter CIN 3 werden in der Regel operativ
therapiert, wobei auch hier Regressionen und Remissionen (siehe oben) bekannt sind.
Hier spielt haufig der zeitliche Faktor eine erhebliche Rolle, was sich fur viele
Patientinnen zu einer psychischen Belastungsprobe entwickeln kann. Dies ist individuell
abzuwagen. Die Beruhigung und interdisziplindre Betreuung erkrankter Patientinnen ist
demnach unumganglich, was sich in einer zertifizierten Dysplasiesprechstunde am
besten umsetzen lassen durfte. Die Kenntnis einer bestehenden Schwangerschaft sowie
die klinische Erfahrung im Rahmen des Gebarmutterhalskrebsscreenings bei
Schwangeren kann falsch-positive Befunde, sowie Ubertherapien verhindern. Studien
zeigen, dass kolposkopische Befunde bei erfahrenen Untersuchern meist mit den
histologischen und zytologischen Befunden korrelieren. Schwangere Frauen kénnen so
im Klinischen Dilemma zwischen stadiengerechter Therapie und abwartender Haltung
durch fachliche Aufklarung und psychische Begleitung kompetent aufgefangen werden
[49, 50].

Trotz grolRer Erfolge des bestehenden Screeningverfahrens zur Gebarmutterhalskrebs-
friherkennung und so Senkung der Neuerkrankungs- und Sterberate, sind die aktuell
immerhin stabilen Inzidenzen von Neuerkrankungen und Sterblichkeit in Deutschland
immer noch relativ hoch. Jingste Zahlen des RKI von 2018 zeigen 4320
Neuerkrankungen und 1612 Sterbefélle [8]. Im europaweiten Vergleich von 9
ausgewahlten Landern liegt Deutschland damit im Mittelfeld, das Nachbarland Schweiz
verzeichnet die niedrigsten Inzidenzen. Im Vergleich lag die Sterberate 2018 in
Deutschland 2,3 mal hoher als in der Schweiz. Hier ist am 01. Januar 2020 das
Krebsregistrierungsgesetz in Kraft getreten und ermdglicht somit eine maoglichst
vollstdndige Erfassung von Krebserkrankungen. Der Erfassungszeitraum zur
Berechnung aktueller Inzidenzen lag zwischen 2013 und 2017 und zeigt eine mittlere
Neuerkrankungsrate von 258 und eine Mortalitatsrate von 73 Patientinnen pro Jahr [66].
Im Vergleich stellt sich die Frage nach Optimierungsbedarf im Screeningverfahren und
in Bezug auf das Diagnose- und Therapiemanagement in Deutschland, um die aktuell

stabilen Zahlen weiter zu senken.

Im Gegensatz zu vielen Ergebnissen der Literatur kann innerhalb unserer Studie das
naturliche Verhalten auffalliger intraepithelialer Lasionen differenziert in zytologischer
Verlaufskontrolle oder in histologischer Korrelation wie oben untersucht werden.

Betrachtet man lediglich die zytologischen Befunde in ihrem Verlauf bis nach Geburt,
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ergeben sich abweichende Regressions- und Progressionsraten aus unserer Studie als
die oben beschriebenen unter Bericksichtigung der histologischen Befunde.

Von 80 Patientinnen — zur besseren Vergleichbarkeit den gleichen histologisch
gesicherten Patientinnenpool — stellten sich 47 Patientinnen nach Auffalligkeit alio loco
mit einem Befund der Klasse Pap IlID in der Frauenklinik des UKD vor (Tabelle 10).
Davon zeigten 10 (21,3%) in ihrer zytologischen Verlaufskontrolle eine Verschlechterung
zum Pap IVa, 4 eine Verbesserung und damit eine Regressionsrate von 8,5%. Der Trend
geht in Richtung Progression.

In 28 Fallen wurde der Erstabstrich als Pap IVa klassifiziert, von denen einer sich
progressiv. zum Pap V entwickelte (3,6%), wohingegen 4 Falle (14,3%) in der
zytologischen Verlaufskontrolle einer geringeren Befundklasse zuzuordnen sind. Hier ist
der Trend eher gleichbleibend mit einer Persistenzrate von 64,3%.

Fasst man beide auffalligen Befundklassen Pap IIID und IVa zu einer zusammen, ergibt
sich in der zytologischen Verlaufskontrolle unserer Studie eine Regressionsrate von
10,7%, die der Evaluierung unter Berlcksichtigung der Histologie in etwa gleicht (siehe
oben, 11,3%). Die Progressionsrate liegt mit 14,7% deutlich niedriger als oben unter
histologischer Korrelation beschrieben mit 37,5%. Es zeigen sich also auch innerhalb
einer Screeningpopulation Diskrepanzen, die u.a. jeweiligen Diagnoseverfahren, -mittel

und auch untersuchendem Personal zuzuschreiben sind.

Es gibt Patientinnen innerhalb einer Screeningpopulation, bei denen trotz vorliegender
Veranderung kein auffalliger Zellbefund erhoben wird. Sei es, weil die Zellen auf den
Abstrichen nicht vorhanden waren ("sampling error"), oder weil die Zellen auf den
Abstrichen nicht erkannt oder nicht richtig interpretiert wurden ("screening error").
Insgesamt gilt der sampling error als deutlich haufiger; das Verhaltnis beider Fehlerarten
wird im Verhaltnis von ca. 2:1 geschéatzt [67]. Neben der Erfahrung der Untersucher gilt
auch dies als zu beachtender Faktor fir die oben genannte Variabilitdt im Rahmen der

Diagnostik.

Zahlen aus einer friheren Studie in der Cytopathologie in Disseldorf belegten dabei an
590 Fallen der Gruppe IlID, dass bei histologischer Abklarung mittels Biopsie seltener
eine CIN 3 diagnostiziert wurde (49,5%) als mittels Konisation (68,3%) [68]. Eine
mdgliche Begriindung diskrepanter Befundung liegt in der nicht reprasentativen
Entnahme des dysplastischen Gewebes in der Biopsie. Ebenso ist der Ort der
zytologischen und histologischen Entnahmen nie identisch. Auch kann bezogen auf die
Situation in der Schwangerschaft, der Zeitpunkt der Entnahme, vor oder nach Geburt
und wie weit danach, eine reprasentative Diagnostik unglinstig beeinflussen. Insgesamt

wird in der Literatur bislang kaum eine Differenzierung in dieser Richtung vorgenommen,
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was den Vergleich unterschiedlicher Datenlagen, selbst innerhalb einzelner Studien,
erschwert. Um zu vermeiden, dass eine prakanzerdse oder prospektiv maligne Lasion
ubersehen wird, ware bei der Konstellation einer positiven Zytologie und einer negativen
oder deutlich niedriger eingestuften, wenn auch auffalligen Histologie eine
anschlieliende DNA-bildzytometrische Messung zur Objektivierung sinnvoll. Der Vorteil
ist das bereits zur Verfligung stehende Material, das nachtraglich ohne zuséatzliche

Untersuchung der Patientin weiterverwendet werden kann.

4.1.3 Fehlerquellen und -interpretation: Grenzen morphologischer Diagnostik

Sowohl bei der zytologischen als auch bei der histologischen Befundung handelt es sich
um Diagnostikverfahren, die von Ausbildung, Expertise und subjektiver Wahrnehmung
abhangen. Das untersuchende Personal ist ein nicht zu vernachlassigender Faktor, der
zu Fehlinterpretationen und biologischen Schwankungsbreiten beitragt. Die Einteilung
von Pap-Klassen, sowie intraepithelialer Neoplasien in CIN-Klassen ist ein Versuch,
Abweichungen und Veranderungen des definierten Normzustandes anhand von
auffalligen Merkmalen zu kategorisieren und so eine moglichst exakte Diagnose zu
stellen. Bedenkt man jedoch, dass das natlrliche Verhalten von intraepithelialen
Lasionen einem dynamischen und kontinuierlichen Entwicklungsprozess unterliegt, liegt
eine Ursache fir Diskrepanzen bereits in der abgrenzenden Kategorisierung. Die
Befundung erfolgt individuell und subjektiv abhangig vom Untersuchenden und erfordert
schliellich eine scharfe Abgrenzung des Befundes innerhalb eines biologischen
Materials.

Beim zytologischen Abstrichverfahren kdnnen sich die oben beschriebenen Fehlerarten
ergeben, die eine zusatzliche Befundungsvarianz erlauben. Bei der histologischen
Befundung und Kategorisierung in CIN-Klassen liegt die Einteilung der Schleimhauthéhe
in Dritteln zugrunde. Sind auffallig proliferierte Zellen im ersten der Basalmembran
aufliegenden Drittel zu finden, spricht man von leichter Dysplasie und wird als CIN 1
klassifiziert. Reichen sie bis ins mittlere Drittel der Epithelhéhe, handelt es sich als
mittelgradige Dysplasie um eine CIN 2. Bei einer schweren Dysplasie bzw. CIN 3 reichen
atypische Zellen ins obere Drittel bis hin zur Epitheloberflache und durchsetzen die
gesamte Schleimhauthoéhe. Ist die Basalmembran intakt, handelt es sich um ein
Carcinoma in situ, dartuber hinaus um ein invasives Karzinom. Die folgende Abbildung 7
visualisiert die Problematik der exakten Abgrenzung und Klassifizierung von CIN-

Lasionen.
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Histologie Normales CIN 1 CIN 2 CIN 3 Karzinom

Epithel
Bethesda NILM LSIL HSIL / AIS Carcinoma
Minchenll  Pap | Pap llid Pap llid Pap IVa PapIVb/V
Minchenlll  Pap 0 Pap llid 1 Pap llid 2 Pap IVag, Pap IVbpig/ V pigreix

Abb. 7: Die histologische Entwicklung von CIN-Liasionen und die Zuordnung der
Abstrichklassifizierung nach Papanicolaou [69]

Mit der Problematik der Reproduzierbarkeit histologischer Diagnosen befasste sich eine
reprasentative Studie von Dalla Palma et al., in der jeweils zwei unabhangige Gutachter
bereits befundete Falle erneut nach CIN 1, 2, 3 und (invasivem) Karzinom klassifizieren
sollten [70]. Insgesamt standen 1003 Falle zur Reklassifizierung (Review) zur
Verfligung. Die Ubereinstimmung der Diagnosen beider Gutachter wurde mittels Kappa-
Koeffizient berechnet, der das MaR bzw. den quantitativen Grad der Ubereinstimmung
beschreibt. In dieser Studie beschreibt Kappa die Interobservervariabilitat, d.h.
verschiedene Untersuchende betreffend. Dem steht die sog. Intraobservervariabilitat
entgegen, bei der Kappa die Ubereinstimmung erneuter Bewertung eines Untersuchers
zu verschiedenen Zeitpunkten misst. Ist diese Variabilitat hoch, ist die Beurteilung des
Befundes stark abhangig von der momentanen Einschatzung und Verfassung des
Untersuchers. Hier wird ein weiterer Faktor deutlich, der die biologische Schwankungs-
breite beeinflusst, in dieser Arbeit allerdings nicht weiter diskutiert wird.

Der ungewichtete Kappa der Interobservervariabilitat betrug in der genannten Arbeit
0,36 und wird als schwache Ubereinstimmung gewertet. Der gewichtete, d.h. den Grad
der Diskordanz bericksichtigend, ist hoher mit 0,54 und zeigt eine deutlichere
Ubereinstimmung der beurteilten Befunde. Auffallig war die niedrigste Ubereinstimmung
in der Klasse der CIN 2-Diagnose mit weniger als 50%. Hier wird deutlich, dass gerade
im mittleren Bereich der Schleimhauthdhe die Grenzen individuell gesetzt werden und in

den jeweiligen Dritteln verlaufen kénnen, sodass die Diagnose der CIN 2 kein klar
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definiertes Stadium der Pathogenese zervikaler intrapithelialer Neoplasien darstellt bzw.

schwieriger zu identifizieren ist als atypische Zellen einer CIN 1 oder CIN 3 [71].

Untersucher 1 Untersucher 2

normal CIN 1 CIN2 CIN3 Ca andere gesamt
normal 54 89 6 1 0 150
CIN 1 80 268 57 9 2 416
CIN 2 8 63 112 53 1 237
CIN3 0 9 59 111 2 181
Ca 0 0 0 4 1 5
andere 14
gesamt 142 429 234 178 6 14 1003

Tabelle 35: Korrelation von nachbeurteilten CIN-Lasionen von jeweils unabhingigen
Gutachtern [70], ,andere“ = Diagnose aul3erhalb der Klassifizierung von normal, CIN 1-3 und
Karzinom (Ca), wie z.B. unzureichend oder anderweitig beschrieben

Wenn wir uns auf die flr unsere Studie relevanten Diagnosen beschranken, so ergibt
sich aus der Tabelle 35 ein Pool von 989 Fallen, die als normal befundet bzw. als
CIN 1, 2, 3 oder Karzinom diagnostiziert wurden. Die ausgelassenen 14 Falle wurden
anderweitig beschrieben und werden in dieser Diskussion aufier Acht gelassen. Die
Ubereinstimmung beider Untersucher ergibt sich durch die Addition der Diagonalen von
links oben (normal) zu rechts unten (Ca) und ergibt eine Summe von 546 Fallen (55,2%).
Eine Abweichung von +/- 1 liegt in 407 Fallen (41,2%) und eine starkere Abweichung
von +/- 2 in 33 Fallen vor (3,3%). Die groten Abweichungen von +/-3 kommen in 3
Fallen (0,3%) vor. In einem Fall stellt Untersucher 1 keinerlei Veranderung fest, wahrend
Untersucher 2 von einer CIN 3 ausgeht. In zwei Fallen wurde die Lasion als Karzinom
bzw. CIN 1 bewertet. Insgesamt ergibt das eine Diskordanz von 44,8% und spiegelt

damit den nicht zu vernachlassigenden Faktor der Interobservervariabiliat wider.

Wie in Kapitel 2.2 ,Befunderhebung® beschrieben, gilt allgemein im Funktionsbereich der
Cytopathologie das Prinzip der Doppelbefundung zur Verminderung der Variabilitat in
der Diagnosestellung. Auch die histologischen Diagnosen in unserer Studie gehen
allesamt auf diese einrichtungsinterne Doppelbefundung zurtick. In der Zytologie erfolgte
das Primarscreening der Praparate durch eine Zytologieassistentin, die Fallabnahme
durch einen Facharzt fur Pathologie. In der Histologie werden die Praparate zunachst
von einem Assistenzarzt in Weiterbildung zum Pathologen untersucht und dann

ebenfalls facharztlich abgenommen.
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Weitere Studien wie die von Stoler et al. (2001), Carreon et al. (2007) oder Ceballos
et al. (2008), bei denen 22 internationale Pathologen am Review histologischer
Diagnosen intrazervikaler Dysplasien beteiligt waren, beschaftigten sich ebenfalls mit
der Frage der Reproduzierbarkeit in der Befundung [71-73]. Die Ergebnisse sind ahnlich
und lassen damit die Kontroverse Uber die Histologie als ausreichend effektives
Diagnoseverfahren weiter bestehen, sowie den Ruf nach Objektivierungsmaoglichkeiten.
Dem Zweifel stehen wie oben erwahnt Studien entgegen, die eine hohe
Ubereinstimmung der histologischen Ergebnisse mit denen anderer Diagnoseverfahren
in Kombination zeigen, wie z.B. der Kolposkopie oder zytologischen Abstrichdiagnostik
[49, 50]. Fur die kombinierte Diagnostik spricht die rucklaufige Entwicklung der
Erkrankungs- und Sterberaten, wobei sich aktuell die Zahlen stabil halten und so im
Hinblick auf die weitere Senkung der Inzidenzen noch Spielraum zur Optimierung
besteht.

4.2 Moglichkeiten und Grenzen adjuvanter Methoden im Therapiemanagement

Bei der Vermeidung von Fehlerquellen wie des sampling errors sind adjuvante Methoden
der Morphologie nicht von Nutzen, wohl aber bei der Vermeidung von
Fehlinterpretationen. Hier konnten zur effizienteren Identifizierung von prakanzerdsen
Lasionen adjuvante Diagnostikverfahren herangezogen werden. In unserer Studie
konnte in 70 von 80 histologisch gesicherten Fallen die Diagnose meistens mit Hilfe von
mindestens einer adjuvanten Methode bestatigt werden. Die Ergebnisse waren
entweder dokumentiert oder konnten im Nachhinein anhand archivierter Objekttrager bei
ausreichendem Zellmaterial DNA-bildzytometrisch gemessen werden. Bei zu geringer
Zellzahl hingegen wurden mittels CINtec Plus dysplastische Zellen immunzytochemisch
gefarbt und mikroskopisch dargestellt, da hierbei lediglich eine auffallige Zelle fur eine
positive Diagnose ausreichend ist. In 10 Fallen von 80 konnte aufgrund mangelnder
Qualitdt oder Quantitdt des Zellmaterials keine der beiden adjuvanten Methoden
angewandt werden.

Die Ergebnisse bzw. Korrelation der DNA-Bildzytometrie und CINtec Plus-
Immunzytochemie werden im Folgenden zunachst separat diskutiert, spater dann
zusammengefasst als einziges Diagnostikmittel unter der Fragestellung, ob bei

unsicherer Interpretationslage zusatzliche Diagnostik Sicherheit schaffen kénnte.
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4.2.1 DNA-Bildzytometrie als klinische Sondermethode

Die meisten DNA-bildzytometrischen Messungen (46/80) erfolgten bereits wahrend der
Schwangerschaft bei auffalligen bzw. unsicherer Diagnose, 10 weitere wurden
postpartal dazu gewonnen, sodass insgesamt 56 histologisch gesicherte Falle auch
DNA-bildzytometrisch bewertet wurden.

Die Tabelle 18 zeigt Ubersichtlich die Korrelation zwischen den DNA-bildzytometrischen
Ergebnissen und dem hdéchstem zytologischen Befund prapartal bzw. unter
Bertiicksichtigung der 6-monatigen postpartalen Kontrolle. Innerhalb der Gruppe der
Pap IVa/b konnten bis zu 92,3% der Falle (27/30 bzw. 36/39) als aneuploid bestatigt
werden, lediglich 3 Falle aus der Gruppe der Pap IVa/b bestatigten sich nicht. Im
Gegensatz dazu stellt die Gruppe der Pap llID eine inhomogenere Gruppe dar, in der
ca. 50% als unauffallig diagnostiziert wurden (8/15 prapartal, 8/16 einschlieRlich
postpartaler Kontrolle).

Hier stellt sich die Frage, inwieweit die Ergebnisse der Zytologie mit denen der Histologie
korrelieren und welche histologische Diagnose hinter bildzytometrisch unauffalligen
Befunden der Gruppe der Pap IIID steckt. Die Tabelle 19 gibt Aufschluss Uber die
Korrelation zwischen histologischer und DNA-bildzytometrischer Diagnose. Dabei zeigt
sich prozentual ein ahnlicher inhomogener Trend innerhalb der Gruppe der CIN 1/2, in
der ebenfalls 50% (2/4) als aneuploid diagnostiziert wurden. Absolut zeigt sich anhand
der Tabelle 18 und 19 allerdings, dass die Anzahl der aneuploiden Falle der Gruppe
Pap 1lID deutlich héher liegt als in der Gruppe der CIN 2 und somit histologisch teils in
die Gruppe der CIN 1 oder CIN 3 kategorisiert wurden.

Bei als Pap IVa oder hohergradig bewerteten Abstrichen ist eine zusatzliche DNA-
bildzytometrische Diagnostik aufgrund der hohen Korrelation zu CIN 3-Lasionen im
Grunde nicht notwendig, sofern sie nicht zur Verifizierung signifikanter Veranderungen
bendtigt wird. Dieses konnte der Fall sein, wenn trotz histologischer Abklarung der
zytologische Befund nicht bestatigt werden konnte, d.h. wenn sich geringere Dysplasien

oder keine dysplastischen Veranderungen zeigen wurden.

Eine Studie von Henning et al. (2002) befasste sich mit auffalligen Abstrichen wahrend
der Schwangerschaft zwischen 1970 und 2000 und den bis dato uneinheitlichen
Therapieverfahren, um erste Konzeptversuche zu gestalten. Auffallig und zu
berlcksichtigen war die zunehmend zurtickhaltende Haltung histologischer Abklarung in
Form einer Konisation. Die Ergebnisse zeigten, dass rund 20% der vorher als Pap IIID
diagnostizierten Falle histologisch geringer eingestuft wurden und in 80% die

zytologische Diagnose histologisch bestatigt werden konnte [74].
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In der Gruppe der Pap IVa wurden zytologische Diagnosen ebenfalls in 80% der Falle
auch histologisch bestatigt. Anders als in der Gruppe der Pap IlID wurden allerdings in
jedem 10. Fall histologisch hdéhergradige Lasionen festgestellt als es sich zytologisch
vermuten lieBe. In 5 Fallen zeigten sich gar Mikrokarzinome. Es zeigte sich ahnlich wie
in unserer Studie, dass die Gruppe der Pap IVa zwar insgesamt gréfdtenteils als solche

diagnostiziert wird, dennoch Einzelfélle Gbersehen werden.

In einer Diskussion zum Beitrag einer optimierten Konzeptdarstellung bei auffalligem
Abstrich in der Schwangerschaft von Henning et al. wurde von Bocking u.a. der Einsatz
der DNA-Bildzytometrie vor genau 20 Jahren vorgeschlagen. Ein Nachweis von
Aneuploidie charakterisiert die Lasion als prakanzeros bis maligne. In mehreren Studien
konnten positive als auch negative Pradiktionswerte im Mittel von Uber 90%
nachgewiesen werden. Erstere zeigen prognostisch die sanierungsbedurftige
Entwicklung leichter bis mittelgradiger Dysplasien zum Carcinoma in situ innerhalb der
nachsten zwei Jahre an, wahrend der hohe negative Pradiktionswert von euploiden
Dysplasien eine zytologische Kontrolle in 3-Monatsintervallen als ausreichend erlaubt.
Damit eignet sich die DNA-Bildzytometrie als prognostisches Hilfsmittel bei der
Therapieentscheidung [75]. In der Studie mit 497 Patientinnen ergab sich in der Gruppe
der Pap llID ein positiver Pradiktionswert von 95% [76]. Der hohe Pradiktionswert
beschreibt wie oben beschrieben die Wahrscheinlichkeit, wie viele der DNA-
bildzytometrisch auffalligen Patientinnen tatsédchlich an einem Carcinoma in situ
erkranken und sich somit einer Konisation unterziehen sollten. Der gleichzeitig hohe
negative Pradiktionswert von 98% zeigt andersherum die Vorhersagekraft, dass mittels
Testverfahren als euploid gesunde Patientinnen auch tatsachlich gesund bleiben [76].
Die Konsequenz ist eine ausreichende zytologische Kontrolle in einem definierten
Intervall ohne invasives Vorgehen. Weitere Studien kamen auf ahnliche positive
Pradiktionswerte (85 — 100%), was den Stellenwert der DNA-Bildzytometrie als
adjuvantes Diagnostikmittel fur Gebarmutterhalskrebs unterstreicht [25, 77, 78]].
Chatelain et al. wiesen bei 13 Patientinnen mittels DNA-Aneuploidie maligne Lasionen
nach, die sich in der Nachsorge bei 12 Patientinnen histologisch als Carcinoma in situ
bestatigten. In dieser allerdings kleinen Studie zeigte die Methode somit eine Sensitivitat
von ca. 90% [25]. Kashyap et al. untersuchten in ihrer Studie ebenfalls den positiven
Pradiktionswert anhand der Ergebnisse von 310 Zervixabstrichen von insgesamt 80
Patientinnen, von denen sich nachtraglich 53 Falle progressiv und 27 Falle regressiv
entwickelten. Eine Aneuploidie konnte in der progressiven Gruppe insgesamt in 69,8%
nachgewiesen werden, wobei 40,0% leichte Dysplasien als aneuploid auffielen, 71,9%

der mittelgradigen und 90,9% der schweren [77]. Die Aneuploidie steht in direkter

63



Korrelation mit dem Grad der Dysplasie und der Malignitat, weshalb sich prognostische
Aussagen erlauben.

Inzwischen wird auf den Stellenwert der DNA-Bildzytometrie auch in Standardwerken
der Gynakopathologie verwiesen, so bei Wright et al. im Lehrbuch ,Blaustein’s Pathology
of the Female Genital Tract* [79].

4.2.2 CINtec Plus als klinische Sondermethode

Ein Vorteil der immunzytochemischen CINtec Plus-Methode im Gegensatz zur DNA-
Bildzytometrie ist, dass diese nicht von der Quantitat der Zellen abhangig ist, sondern
eine einzelne doppeltgefarbte Zelle zur positiven Diagnose ausreicht. In unserer Studie
wurde daher zur Diagnosestellung bei unzureichender Zellzahl auf CINtec Plus
zuruckgegriffen, um der Fragestellung nachzugehen, inwiefern sich diese als adjuvante

Diagnostikmethode zur verlasslichen Prognose eignet.

Insgesamt standen uns fiir 34 von 80 histologisch gesicherten Fallen eine immun-
zytochemische Diagnostik mittels CINtec Plus zur Verfligung, wobei die meisten davon
(29/34) bereits in der Schwangerschaft durchgefiihrt und 5 weitere im postpartalen
Kontrollintervall dazugewonnen wurden. Die Tabelle 23 zeigt die Korrelation der
hochsten zytologischen Diagnose im gesamten Untersuchungsintervall der
Schwangeren bis 6 Monate postpartal und der immunzytochemischen Diagnose durch
CINtec Plus. In der Gruppe der Pap IVa/b konnten tber 81% der Falle auch immun-
zytochemisch als auffallig bewertet werden (84,2% pra-, 81,8% einschlieBlich post-
partaler Kontrolle). Maximal 2 Falle des Patientinnenpools der Gruppe lief3en sich nicht
als auffallig bestatigen. In der Gruppe der Pap IIID zeigt sich hingegen, dass wahrend
des gesamten Kontrollintervalls nur in maximal 50% (6/12) die zytologische Auffalligkeit
mittels CINtec Plus bestatigt werden konnte. Den Zeitraum der Schwangerschaft
betrachtet waren nur 40% CINtec positiv (4/10), also Uber die Halfte der Gruppe Pap IIID

galt immunzytologisch als unauffallig.

Nach eigenen Angaben der Firma Roche verbergen sich hinter 15-20% der leicht- bis
mittelgradigen Dysplasien hoéhergradige Lasionen, die mittels CINtec Plus identifiziert
warden. In unserer Studie liegen die Zahlen noch héher. Die Korrelation zeigt in einer
Ubersicht die Tabelle 24. So zeigt sich in 66,7% (6/9) der histologisch unauffalligen bzw.
leicht-/mittelgradigen Lasionen ein CINtec Plus-positives Ergebnis. In der Gruppe der
CIN 3 lag die Rate ahnlich hoch mit 70%, was umgekehrt bedeutet, dass 30% der als

hochgradig diagnostizierten Falle unentdeckt blieben.
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Hier stellt sich in der Gruppe der Pap IlID die Frage, was histologisch hinter den
immunzytochemisch unauffalligen Befunden steckt. In der Gruppe der CIN 1/2 kdénnen
80% (4/5) immunzytochemisch positiv detektiert werden. Hier zeigt sich, dass mittels
CINtec Plus die Detektionsrate in Korrelation mit der Histologie in der Gruppe der
leichten bis mittelschweren Zellveranderungen doppelt so hoch ist als die in der oben

genannten Korrelation mit der Zytologie der Gruppe Pap IlID.

In der Literatur wurde in den letzten zehn Jahren das Augenmerk vermehrt auf die
inhomogene Gruppe der mittelschweren CIN 2 gelegt, da Lasionen der Gruppe CIN 3
relativ verlasslich durch hohe Trefferquoten mittels Pap- und HPV-Testung gefiltert
werden konnten. Bei zuverlassiger Spezifitdt des Pap-Tests von 98% schwanken die
Angaben zur Sensitivitat in der Literatur zwischen 50-80% bei einmalig enthommenen
Abstrichen [14, 15]. Bei jahrlicher Wiederholung oder durch adjuvante Methoden wie z.B.
die Bestimmung der Biomarker p16/Ki-67 oder HPV-Testung kann diese auf tber 90%
gesteigert werden — weshalb auch heute noch die Zytologie in Landern mit

entsprechenden Mitteln und Fachkenntnissen als verlasslich gilt [18, 80].

Verglichen mit Daten der allgemeinen Literatur liegt die Sensitivitat der
immunzytochemischen Methode zwischen 62-94% [34, 81, 82], wahrend die Spezifitat
sogar noch gréReren Schwankungen zwischen 39-96% unterliegt [81, 83]. Selbst
bewirbt die Firma Roche ihr Produkt zur immunzytochemischen Bestimmung der
Biomarker mit einer hdheren Sensitivitat von bis zu 93% bei ahnlicher Spezifitat (= 95%)
im Vergleich zum Pap-Test. Die folgende Tabelle 36 zeigt eine Ubersicht von Reviews
und Metanalysen Uber immunzytochemische Untersuchungen der Gruppe CIN 2+ von
2011 bis 2019. An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dass der Vergleichbarkeit der
Studienergebnisse aus der Literatur und unserer Studie aufgrund unterschiedlicher
Studiendesigns und Kategorisierung auffalliger Befunde und Patientinnen Grenzen
gesetzt sind. So zeigen sich beispielweise gar innerhalb PALMS-Studie von
Ikenberg et al. (2013) je nach Pooling unterschiedliche Zahlen. Abgesehen davon sei
erwahnt, dass Studien teils auch von Sponsoren mitfinanziert wurden, was in dem
Zusammenhang kritisch hinterfragt werden darf. Insgesamt kénnen die Zahlen daher nur
eingeschrankt miteinander verglichen werden und beziehen sich im Folgenden der
einfacheren Ubersicht halber auf die allgemeinen Studienergebnisse ohne

Bericksichtigung einzelner Teilkollektive innerhalb der Studien.
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Studie Sensitivitat % Spezifitat %

Schmidt et al. 2011 [34] 94,2 68,0
lkenberg et al. 2013 [35] 86,7 95,2
Zappacosta et al. 2013 [83] 88,1 39,4
Waldstrom et al. 2013 [84] 88,4 51,3
Killeen et al. 2014 [82] 94,3 61,9
Wright et al. 2017 [85] 70,3 75,6
Prigenzi et al. 2018 [81] 61,5 96,2
Peeters et al. 2019 [86] 85,0* 71,5*

Tabelle 36: Ubersicht der Sensibilitits- und Spezifititsergebnisse immunzytologischer
Untersuchungen in der Gruppe der CIN 2+ (2013-2019), *gemittelt und bestimmt aus den
Ergebnissen der unterschiedenen Gruppen von LSIL (low grade squamous intraepithelial lesions)
und ASCUS (atypical squamous cells of undetermined significance)

Insgesamt Iasst sich die Datenlage unserer Studie in Konklusion der Literatur der letzten
Jahre einordnen. Es =zeigt sich, dass CINtec Plus als immunzytochemische
Zusatzmethode durchaus seine Berechtigung hat und zur ldentifizierung kranker
Patientinnen beitragen kann. Als einzelne Methode, gerade in der kritisch diskutierten
Gruppe der CIN 2, ist sie zu hinterfragen, was sich an den oben gezeigten

Schwankungsbreiten der Sensitivitat und Spezifitat deutlich zeigt.

Eine Studie von Wentzensen et al. (2015) untersuchte ahnlich unserer Studie den
klinischen Einsatz der Methode. Bei allen der 703 Teilnehmerinnen wurde der zyto-
logische Abstrich um eine p16/Ki-67-Doppelfarbung erganzt. Dabei wurden insgesamt
knapp 32% als positiv diagnostiziert, wobei nur knapp 6% (41 Falle) tatsachlich eine
CIN 2+ waren. Andersherum wurde bei Betrachten der Gruppe der CIN 2+ in knapp 71%
eine positive Doppelfarbung erkannt. Bei 235 Patientinnen erfolgte nach weiterer
Abstrichdiagnostik sowie HPV-Testung, die jeweils negativ ausfielen, eine immun-
zytochemische Untersuchung, die in 20% der Falle positiv ausfiel [87]. Auch hier zeigt
sich, dass die p16/Ki-67-Doppelfarbungsmethode in Zweifelsfallen durchaus ihre
Berechtigung hat, als Einzelmethode aber aufgrund haufiger falsch-positiver Diagnosen
kritisch zu betrachten ist.

Im Rahmen einer Co-Testung in klinischen Fragestellungen zeigt sie entsprechendes
Potenzial zur Verbesserung der Diagnostik. Die berechtigte Gewichtung der

zytologischen Abstrichmethode im Screeningverfahren kann so sinnvoll erganzt werden
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und im Hinblick auf diskutierte Fehlerquellen, wie z.B. Abnahme- oder
Interpretationsfehler des Zytologen, Klarheit schaffen. Diese Art von Fehler kénnen nicht

ganzlich vermieden, aber deutlich reduziert werden [88].

4.2.3 DNA-Bildzytometrie und CINtec Plus: Stellenwert und Perspektive der
adjuvanten Methoden in der Schwangerschaftsvorsorge
Bei Zusammenfassen beider untersuchten Methoden als eine — je nach Mdglichkeit des
Abstrichmaterials — zeigt sich keine wesentliche Unterscheidung in den Trends als bei
der Betrachtung beider Methoden als einzelne. Insgesamt Iasst sich sagen, dass die
Detektionsrate sowohl mit hoherem zytologischen als auch histologischen
Befundungsgrad steigt. So liegt diese bei Gruppen, die zytologisch geringer
als < Pap IlID bewertet wurden, bei knapp 50% bzw. histologisch < CIN 1/2, bei knapp
58% und steigt mit héherem Grad der Lasion.
Den Zusammenhang zeigt Tabelle 28 fir die Zytologie (p < 0,0001). Von 80 histologisch
gesicherten Fallen konnten 70 mit einer dieser erganzt werden, sodass sich in 78,6%
(55/70) der Falle, die = Pap IlID diagnostiziert wurden, als auffallig zeigten und liegt
damit zwischen den Detektionsquoten der einzeln untersuchten DNA-Bildzytometrie
(80,4%, 45/56) und CINtec Plus-Methode (70,6%, 24/34).
In histologischer Korrelation (Tabelle 29) zeigt sich ein &hnlicher Trend. Auch hier steigt
die Detektionsrate mit dem Grad der Lasion. Betrachtet man die Falle der Gruppe
= CIN 1/2, so steigt die oben genannte Rate von knapp 58% auf 83,3% (50/60) und liegt
damit auch zwischen denen der einzeln betrachteten DNA-Bildzytometrie (85,1%, 40/47)
und CINtec Plus-Methode (73,3%, 22/30).

Als unauffallig geltende Biopsien zeigten sich mit einer immunzytochemisch positiven
Antwort 50% der Falle, was den Eindruck der diskutierten Einzelmethoden oben bestatigt
— die adjuvanten Methoden scheinen mit der hohen Quote falsch-positiver Ergebnisse
als Singlemethode kein geeignetes Mittel der Wahl zu sein, kdnnen aber in einzelnen
Fallen, z.B. im Zweifel oder zur Bestatigung hdhergradiger Lasionen, hinzugezogen und
gezielt eingesetzt werden. Die Methoden sind also erganzend zu verstehen und nicht
konkurrierend. Gerade die diskutierten technischen und personell bedingten Fehler-
quellen kbénnen in spezialisierten Kompetenzzentren weiter reduziert werden, um
Inzidenz, sowie Diagnose- und Therapiemanagement weiter zu optimieren. An dieser
Stelle sei zu beachten, dass der grofite Risikofaktor fur die Entwicklung von
Gebarmutterhalskrebs das lost to follow up ist, also das unregelmafige bis gar nicht

wahrgenommene Screening im Rahmen der Vorsorgemdglichkeiten. So zahlt das
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Zervixkarzinom in vielen Entwicklungslandern immer noch zu den haufigsten tédlich
verlaufenden Krebserkrankungen. Eine Studie von Marquardt et al. (2016) untersuchte
anhand von insgesamt 985 vollstandig dokumentierten Fallen mit diagnostiziertem
Zervixkarzinom in einem 10-Jahres-Intervall (2004-2013) u.a. die Korrelation zwischen
Screeningteilnahme und Tumorstadium [89]. Bei 573 Patientinnen (58,2%) wurde in den
letzten 5 Jahren keine zytologischen Kontrollen vorgenommen, bei 312 Patientinnen
(31,7%) mindestens eine. 100 Patientinnen (10%) erkrankten trotz jahrlicher Routine-
untersuchung. Bei regelmaligem und unregelmaligem Screening wurde in jeweils 2%
der Falle ein T4-Stadium diagnostiziert, in der Gruppe der Patientinnen ohne
zytologische Untersuchung lag die Rate hoher mit 16,2%. Andersherum lag die
Detektionsrate mikroinvasiver Karzinome (T1a1/2) bei regelmaligem Screening deutlich
hoéher (53,0%) im Vergleich zur Gruppe ohne zytologische Kontrollen in den letzten 5
Jahren (14,7%).

Dieser Fakt, sowie wissenschaftliche Studienerkenntnisse liegen u.a. der standigen
nationalen und internationalen Kontroverse Uber die Gebarmutterhalskrebsvorsorge
zugrunde. Der Nachweis einer Aneuploidie indiziert in jedem Fall den chirurgischen
Eingriff mit (erneuter) histologischer Abklarung. Trotz aller Vorteile der Methoden muss
an dieser Stelle darauf hingewiesen werden, dass es sich nach Stand heute um
Minderheitenmethoden handelt, die sich u.a. auch hier in Deutschland nur in wenigen
Instituten etabliert haben. Epidemiologisch ist bekannt, dass die Inzidenz geografischer
Varianz unterliegt und sich invers zum Human Development Index (HDI) verhalt [90].
So spielen neben Entwicklungsstand, Durchschnittseinkommen und Bildung auch der
methodische und computerbasierte technische Aufwand eine Rolle, weshalb nach WHO
(World Health Organization) neben der Pap-Testung mit guter Spezifitat die HPV-
Testung mit einer Sensitivitat von 94% sinniger erscheint. Im Gegensatz zu den hier
diskutierten adjuvanten Methoden ist diese weniger anfallig aufgrund subjektiver

Kenntnisse [80].

In einer aktuellen Studie von Wentzensen et al. (2021) wurde hinter der Kritik an der
visuellen und damit subjektiv befangenen Interpretation innerhalb der Gebarmutter-
halskrebsvorsorge ein mdglicher Automatisierungsprozess untersucht. Mit Hilfe eines
cloud-basierten Bildgebungsverfahren fir p16/Ki-67 doppelt gefarbte Objekttrager
wurden entsprechende Ergebnisse mit denen konventioneller Pap-Abstriche und
manueller p16/Ki-67-Doppelfarbungen (DS, dual stain) aus drei epidemiologischen
Studien Uber zervikale und anale Prékanzerosen von insgesamt 4253 HPV-positiver

Patientinnen verglichen. Es zeigte sich bei ahnlicher Sensitivitat von 88,1% (im Vergleich
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zur Zytologie mit 85,5% und manueller DS mit 90,0%) eine deutlich héhere Spezifitat
von 61,5% (im Vergleich zur Zytologie mit 41,9% und manueller DS mit 52,6%). In der
Praxis bedeutete dies im Vergleich zur Zytologie die Reduktion von angewiesenen

Kolposkopien von 60,1% auf 41,9% mittels cloud-basierter Immunzytochemie [91].

Die kunstliche Intelligenz eréffnet der international gefiihrten Kontroverse dadurch neue
Ansatze zur Objektivierung der Diagnostik und folglich der Therapiemdglichkeiten. Durch
die globale Zuganglichkeit cloud-basierter Verfahren lielsen sich etablierte HPV-basierte
Screeningprogramme neu diskutieren, die laut WHO als Sondermethode in &rmeren
Teilen der Welt aufgrund Ubersichtlicher Laborgestaltung mit PCR-Zyklern einfacher zu
etablieren seien als die in unserer Studie untersuchten. Zudem wird sie trotz schlechterer
Spezifitat teilweise als Singlemethode, wie z.B. in den Niederlanden, eingesetzt, was
das Risiko eines Karzinoms im 3-Jahresintervall mit sich bringt (sogenannte

sIntervallkarzinome®), sowie unnétige Abklarungen und Therapien zur Folge haben kann.
Auch in Deutschland hat die HPV-Testung seit der Reform vom 01.01.2020 in der

gynakologischen Vorsorge deutlich an Gewichtung gewonnen.

Die Mdglichkeiten der kunstlichen Intelligenz kénnen in der Gebarmutter-
halskrebsvorsorge neben bzw. in etablierten Dysplasiesprechstunden durchaus weisend
sein, um die epidemiologische Entwicklung positiv zu beeinflussen. Wentzensen et al.
bieten entsprechende Ansatze flr zukunftsorientierte Studien in die Richtung der hier
untersuchten adjuvanten Methoden. Gerade auch im Hinblick auf die DNA-
Bildzytometrie, bei der es sich ebenfalls um ein computerbasiertes Verfahren handelt,
kénnten entsprechende Datensatze zuganglich und Auswertungen global und schnell

verfligbar gemacht werden.

Auf nationaler Ebene sollen Datensatze im Rahmen der neuen Reform vom 01.01.2020
zur gynakologischen Krebsvorsorge gesammelt und jahrlich ausgewertet werden, die
demnach zukinftig ebenfalls in einer mdglichen digitalen Datenbank genutzt werden

konnten.

Der Gemeinsame Bundesausschuss gab nach Bekanntgabe des neuen Screening-
programms zur Friherkennung von Gebarmutterhalskrebs eine Dokumentationspflicht
bekannt, die ab dem 01.10.2020 gilt und der Programmbeurteilung dient. Die
entsprechenden Informationen werden durch Krankenkassen, den untersuchenden
Arztinnen, sowie das Krebsregister gesammelt und an die Firma Nortal AG als

Vertrauensstelle gegeben, um diese dann pseudonymisiert an die Auswertungsstelle
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Gesundheitsforen Leipzig GmbH weiterzuleiten. Die gesammelten Daten sollen Auf-
schluss geben uber die Qualitdt und Wirksamkeit der neuen Regelungen, um diese
langfristig zu Uberwachen und ggf. zu verbessern. Eine entsprechende Evaluation soll
alle zwei Jahre erfolgen und veroffentlicht werden.

Auf Nachfrage beim Gemeinsamen Bundesausschuss (Emailverkehr vom 01.06.2022,
Ulrike Reiner, Stabsabteilung Offentlichkeitsarbeit und Kommunikation GBA Berlin) und
den Gesundheitsforen Leipzig GmbH (Ruckruf nach interner Klarung vom 19.05.2022,
Maria Herberg, Projektmanagerin Medizin und Versorgung) gibt es bis dato allerdings
noch keine Evaluationsverdffentlichung. Aufgrund pandemischer Gegebenheiten
verzogerte sich der Informationsfluss, sowie die erste Veroffentlichung des
Evaluationsberichts von 2021. Zum jetzigen Zeitpunkt kdnnen daher keine Ergebnisse
oder gar Ruckschlisse zur Datenlage seit Beginn der Neuregelung bzw.
Dokumentationspflicht gegeben werden. Diese werden aber bereits intern evaluiert,
sodass flir 2021 nach aktuellen Erkenntnissen zum Ende des Jahres eine Auswertung
erwartet wird. Ob Einzelheiten zu Forschungs- und Studienzwecken o6ffentlich
freigegeben werden, wird aktuell auf politischer Ebene diskutiert. Zur weiteren
Verarbeitung, auch im Rahmen nationaler Studien und zukiinftiger Dissertationen zum
Thema, ware dies zu winschen und kénnte weiteren wertvollen Input zur Verbesserung

von Qualitat und Wirksamkeit des Therapiemanagements geben.
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