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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Zervikale intraepitheliale Neoplasie (CIN)

Die zervikale intraepitheliale Neoplasie (CIN) wird durch das Vorliegen
nuklearer und zellularer Atypien des Plattenepithels mit Stérung des
geweblichen Aufbaus definiert und gilt als Vorstufe des Zervixkarzinoms [2—6].

1.1.1 Epidemiologie des Zervixkarzinoms und seiner Vorstufen

Das Zervixkarzinom war 2012 weltweit verantwortlich fir 265.700 Todesfélle
und 527.600 Neuerkrankungen und somit das zweithaufigste diagnostizierte

Malignom der Frau [7].

Die Inzidenz fir Deutschland liegt bei 4640 Neuerkrankungen und die Mortalitat
bei 1617 Sterbefallen [8].

Jahrlich wird Uber einer Million Frauen eine CIN | diagnostiziert und 500.000
Frauen erhalten die Diagnose einer hochgradigen Dysplasie, entsprechend
einer CIN Il oder Il [9].

Der Altersgipfel des Zervixkarzinoms liegt zwischen dem 35. und 55.

Lebensjahr, wohingegen Prakanzerosen 10-15 Jahre friher auftreten [10].
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1.1.2 Klassifizierung der CIN und anatomisch-histologische Grundlagen
der Cervix uteri

Anhand der Ausdehnung und der Schweregrade der Atypien werden drei Grade

unterschieden:

CIN | CIN Il CIN 1

L.‘:vw.

™ o

P A e -~
.m".a--z.,..-:;‘.\;‘ s

WHO- Leichte Dysplasie Mittelschwere Schwere
Nomenklatur Dysplasie Dysplasie
2000
[ll. MUnchner Gruppe 11ID1 Gruppe 11ID2 Gruppe IV a-p
Nomenklatur

Bethesda 2004 Low-grade SIL High-grade SIL High-grade SIL
(LSIL) (HSIL) (HSIL)

Tabelle 1.1 Histologische und graphische Einteilung der CIN [6]

Die entsprechenden Zellverdnderungen finden vor allem an der
Transformationszone statt. Die Transformationszone ist der Bereich der Zervix,
wo das Zylinderepithel der Endozervix auf das Plattenepithel der Ektozervix trifft
(siehe Abbildung 1.1) [11, 12]. Die Position der Transformationszone variiert
und hangt von der Anatomie der Zervix und dem Hormonstatus ab. Wé&hrend
die Zylinder-Plattenepithelgrenze prapubertdr endozervikal liegt, kommt es
durch die Hormoneinwirkung im Rahmen der Pubertat zu einer Verschiebung
nach ektozervikal. Infolge der zunehmenden vaginalen Aziditat wird das nun
ektozervikal liegende Zylinderepithel durch metaplastisches Plattenepithel
Uberhautet [13-15].
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Endozervix Ektozervix

Transformationszone

Abbildung 1.1 Histologische Darstellung der Transformationszone [16]

Ahnliche Arten von Transformationszonen finden sich auch an der Linea

dentata im Analkanal und im Oropharyngealbereich [17].

Typisch fur die Transformationszone ist, dass die einschichtige zervikale
Ubergangszone direkt der Basalmembran anliegt und aus embryologischen
Zell-Relikten besteht. Das Genexpressionsprofil dieser Grenzzonen-Zellen ist

auch im Karzinom nachweisbar [13, 18].

Die persistierende Infektion mit dem humanen Papillomavirus (HPV) ist ein
Risikofaktor fur die Entstehung einer zervikalen intraepithelialen Neoplasie [3,
19]. Die Basalzellschicht besteht aus Stammzellen und den ,transient-
amplifying cells®, welche sich vorubergehend teilen konnen. Diese Zellen
unterliegen einer aktiven Zellteilung und stellen den Ursprung fir die apikalen
Zellschichten dar [20-22]. In einer Studie von Lopez et al. wird davon
ausgegangen, dass die Infektion von Stammzellen der Cervix uteri durch HPV
zu transformierenden Prozessen fuhrt, wohingegen die infizierte Basalzelle zu

einer produktiven Infektion fuhrt [23].

Zwischen der Replikation des HP-Virus und der Differenzierung der infizierten
Wirtszelle besteht eine enge Verbindung [24]:

Der Infektionszyklus beginnt mit dem Eindringen des HPV in die Basalzelle, da
diese einer aktiven Zellteilung unterliegt und somit die Voraussetzung flur die
Aufrechterhaltung des Virusgenoms gewahrleistet wird [22]. Basalzellen teilen
sich in Tochterzellen, die im Rahmen ihrer Differenzierung in Richtung

Intermediarzellschicht (Stratum superficiale) wandern [25, 26]. Nur die
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Parabasalzelle durchlauft die terminale Differenzierung und ist somit fur die

Virionenproduktion notwendig [27].

1.1.3 Atiologie und Risikofaktoren

Zahlreiche Studien belegen die Kausalitdt zwischen einer Infektion mit dem
humanen Papillomavirus und der Entstehung einer zervikalen intraepithelialen

Neoplasie bis hin zum Zervixkarzinom [4, 28-30].

Eine HPV-Infektion persistiert bei jungen und gesunden Frauen circa 12 bis 18
Monate [31]. In der Regel kann das Immunsystem eine dysplastische

Veranderung durch eine HPV-Infektion verhindern [32].

Die Infektion kann jedoch in 10% der Falle anhalten, wodurch sich in der Folge
das Risiko fur die Entstehung einer hochgradigen Dysplasie bis hin zum
Zervixkarzinom erhoht [33—-36]. Bei einer Virus-Persistenz von 3 bis 5 Jahren
mit dem HPV-Subtypen 16 betragt das absolute Risiko eine hdhergradige

Dysplasie zu entwickeln circa 40% [37].

Das grol3te Risiko fur eine Progression in eine hochgradige intraepitheliale
Neoplasie bzw. in ein Zervixkarzinom besteht bei Mehrgebarenden, nach
langjahrigem Gebrauch von Ovulationshemmern [38], Raucherinnen [39, 40]
und bei Koinfektion mit anderen sexuell Gbertragbaren Erregern (zum Beispiel
Chlamydia trachomatis oder Herpes simplex Virus-2) [33]. In einer Studie von
Mitra et al. wurde gezeigt, dass die mikrobielle vaginale Besiedelung sich
entscheidend auf die Persistenz oder Regression einer HPV-Infektion auswirkt.
Je hoher der Grad der Dysplasie, desto armer fiel die vaginale Besiedelung mit

Laktobazillen aus [41].

1.1.3.1 Humane Papillomaviren (HPV)

Etwa 200 verschiedene HPV-Typen wurden in den letzten Jahren erfasst [42,
43]. Viele dieser HPV Typen sind weltweit verbreitet und infizieren Haut- und
Schleimhautepithel an bestimmten Stellen des Korpers, vor allem dem
Genitaltrakt, Mund-/Rachenraum, sowie Handen und Fuf3en. Die Infektionen

kbnnen von gutartigen Tumoren, wie Warzen, bis hin zu bdsartigen
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Verédnderungen des Epithels, wie Plattenepithelkarzinome im Anogenitalbereich
und Oropharynx fuhren [4, 44].

Circa 15% aller bosartigen Tumore werden durch Viren verursacht und fast die
Halfte davon wird auf HPV zurtickgefihrt [45, 46]. Alle Zervixkarzinome werden
durch Subtypen aus der HPV-Hochrisikogruppe ausgelost [46]. Der deutsche
Mediziner Harald zur Hausen wurde 2008 fiur diese Erkenntnis mit dem

Nobelpreis geehrt.

1.1.3.1.1 Charakterisierung, Einteilung und Taxonomie der humanen
Papillomaviren

HPV-Typen sind Genotypen, die sich in 16 Genera unterteilen. Finf Genera (q,

B, v, M, V) sind im Menschenaffen entdeckt worden. Nur die alpha-HPV-Viren

befallen den Anogenitaltrakt, wohingegen die restlichen 4 Genera die Haut

infizieren [47].

Mucosotrope HPV-Subtypen, die den Genitaltrakt befallen, werden in zwei
Kategorien eingeteilt, die karzinogenen high-risk-HPV-Typen und die nicht-
karzinogenen low-risk-HPV-Typen. Die low-risk-HPV-Typen (6, 11, 40, 42, 43,
44, 54, 61, 62, 70, 71, 72, 74, 81, 83) sind fur Warzen und genitale
Kondylomata verantwortlich [32, 48], wohingegen die high-risk-HPV-Typen
hochgradige intraepitheliale Neoplasien oder maligne Tumore (zum Beispiel
das Zervixkarzinom) verursachen kénnen. Zu den zwolf high-risk-HPV-Typen
zahlen: HPV-16, -18, -31, -33, -35, -39, -45, -51, -52, -56, -58, -59). HPV-68
wird als wahrscheinlich high-risk klassifiziert und weitere sieben Typen werden
als mogliche high-risk-HPV-Typen gesehen: HPV-26, -53, -66, -67, -70, -73, -82
[49].

1.1.3.1.2 Molekulargenetischer Aufbau des humanen Papillomavirus
Humane Papillomaviren sind kleine unbehtilite Doppelstrang-DNA-Viren, die zur
Familie der Papovaviridae gehoren. Die DNA befindet sich in einem
ikosaedrischen Kapsid, das einen Durchmesser von 55 nm misst und aus 72
Kapsomeren besteht. Das Genom ist etwa 8 kbp lang und ringférmig [21, 42,
44, 50].
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Das virale HPV-Genom kann in drei
Hauptabschnitte unterteilt werden: die frihe
E-Region (,early region®), die 4 kb lang ist,
die spate L-Region (,late region®), die 3 kb
lang ist und die nichkodierende Region
(,LLCR = long cording region“ oder ,URR =
upstream regulatory region), die 1 kb lang
ist und aus verschiedenen cis Elementen

besteht. Die cis Elemente regulieren die

virale Replikation und die Genexpression
[51].

Abbildung 1.2 Aufbau des humanen

Papillomavirusgenoms [1]

Alle HPV-Typen besitzen ein virales Genom mit durchschnittlich 8 offenen
Leserahmen, sogenannte open reading frames (ORF), die sich in 6 ,early
genes” (E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7) und 2 ,late genes” (L1, L2) unterteilen [21,
50] .

E5, E6 und E7 modulieren die Transformation. E1 und E2 regulieren die
Replikation und die Transkription [44].

E1 fungiert als Replikationsfaktor und als virale DNA-Helikase, die ATP-
abhangig dsDNA wéahrend der Replikation entwindet [52].

E2 bindet an Faktoren des Chromatins wahrend der Mitose und heftet dabei
virales Genom an Wirtschromosomen. Dabei wird die gleichmafige Verteilung
der Virusgenome auf die Tochterzellen gewébhrleistet [53]. Au3erdem kontrolliert
E2 den frihen viralen Promotor, der die Expression von E6, E7, E1 und sich
selbst steuert [54].

Sobald das HPV-Genom in die Wirtszelle integriert ist, verliert E2 seine
inhibitorische Funktion, die negative Feedback-Kontrolle wird unterbrochen,

sodass E6 und E7 Uberexprimiert werden konnen [55].

E4 nimmt Veranderungen des Zytoskeletts in der oberen infizierten Zellschicht

des Epithels vor und unterstitzt damit die Freisetzung viraler Partikel [56].
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Das E5 Gen kodiert fur ein Protein, das mit verschiedenen Membranproteinen
Komplexe bildet und hemmende Einflisse auf autophagozytische Prozesse von

Keratinozyten besitzt [3, 57].

E6 besitzt eine Vielzahl von mutagenen und antiapoptotischen Funktionen. E6
ist dafir verantwortlich, das fremde DNA in die Wirtszelle integriert werden kann
und die Zelle somit immortalisiert wird. Durch die Bindung und Degradierung
von p53 kann die beschadigte Zelle den Kontrollpunkt G1/S des Zellzyklus
umgehen [3].

E7 Onkoproteine inaktivieren Komponenten der Retinoblastomgen-Familie
(p105 (pRB), p107, p130), indem sie das Tumorsuppressorgen pRb binden und
sich daraufhin der Transkriptionsfaktor E2F von pRb ablést. Dadurch kommt es
frihzeitig zu einer Zellzyklusprogression in die S-Phase des Zellzyklus [54, 58—
63].

L1 ist ein Kapsidprotein, mit dem sich produzierende (L1 positiv) von
transformierenden Infektionen (L1 negativ) abgrenzen lassen. Die Gensequenz
von L1 unterscheidet sich bei jedem HPV-Genotypen und dient deshalb als
Einteilung in Spezies und Genre [44]. Der Hauptbestandteil der Oberflache
eines Virions wird von L1 gebildet.

Das Minorkapsidprotein L2 befindet sich in der Mitte des Pentamers. L2
vermittelt den Transport der viralen DNA aus dem Endosom Uber das trans
Golgi-Netzwerk in den Nukleus [64—67].

1.1.3.1.3 Risikofaktoren fur HPV-Infektionen

Das Risiko sich mit HPV zu infizieren ist abhangig vom Alter der ersten HPV
Exposition, der Anzahl der Sexualpartner, der Anzahl der Sexualpartner mit
einer high-risk-HPV-Infektion, der Verwendung eines Kondoms, der
Genitalhygiene und der Zirkumzision des Mannes [33].

Weitere Risikofaktoren sind: Ethnie (h6heres Risiko bei Frauen mit
lateinamerikanischer ~ oder  schwarzafrikanischer ~ Abstammung)  [68],

regelmaniger Alkoholkonsum und Analverkehr [69].



8 Einleitung

Da das Ansteckungsrisiko mit der sexuellen Aktivitat korreliert, sind vor allem
junge, sexuell aktive Frauen zwischen dem 15. und 25. Lebensjahr betroffen
[68].

mangelinde
Genitalhygiene
unzureichender friher erster
Verhitungsschutz | /| Sexualkontakt
\ /
\\ &
\ /
™ /

T h / Immunschwéche/
Promiskuitat o \\ /S imunsuppression
N Y e
., -

{t Y,

HPV Infektion

Nikotinabusus — -<+———orale Kontrazeptiva

andere genitale

7 - -
hohe Viruslast Infektionen

genetische
Dispositionen

Multiparitat >

S

maligne Transformation

Abbildung 1.3 Risikofaktoren, die eine HPV-Infektion beginstigen und Faktoren, die das
Risiko der Entstehung eines Zervixkarzinoms erhéhen (nach [70])

1.1.3.1.4 Ubertragung der humanen Papillomaviren
Die meisten HPV-Infektionen werden hauptséachlich durch vaginalen und analen
Geschlechtsverkehr verursacht. AuRerdem ist eine Ubertragung des infizierten

Genitaltraktes der Mutter auf das Neugeborene moglich [71, 72].

Ein Kaiserschnitt senkt die perinatale Transmission auf das Neugeborene um
46% [73]. Trotzdem ist eine primare Sectio erst dann empfohlen, wenn die
Anwesenheit von Kondylomen den Geburtsweg behindern und dadurch das

Risiko von Verletzungen wéahrend der Geburt erh6ht sein kdnnte [74—-76].
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AuRerdem kann die Ubertragung digital, oral oder durch Autoinokulation
erfolgen [77].

In einer Studie von Casalegno et al. wird beschrieben, dass es durch eine
ungenugende Desinfektion der vaginalen Ultraschallsonde zu einer

nosokomialen Ubertragung von HPV kommen kann [78].

1.1.3.1.5 Pravention der HPV-Infektion

Aktuell existieren drei Impfstoffe auf dem européaischen Markt:

Cervarix® ist ein bivalenter Impfstoff, der vor Infektionen der HPV-Typen 16 und
18 schitzt. Gardasil®, ein quadrivalenter Impfstoff, richtet sich gegen die HP-
Viren 6, 11, 16 und 18 [71].

Seit Juli 2015 ist ein nonavalenter HPV-Impfstoff (Gardasil® 9) mit einem 3-
Dosen-Impfschema zugelassen und seit April 2016 auch als 2-Dosen-
Impfschema erhaltlich. Gardasil® 9 immunisiert zusatzlich zu den HPV-Typen 6,
11, 16 und 18 auch gegen die high-risk-HPV-Typen 31, 33, 45, 52 und 58 [79].

Die Standige Deutsche Impfkommission (STIKO) empfiehlt die Impfung von
Madchen im Alter zwischen 9 und 14 Jahren.

Die Impfung kann die Entwicklung von Prékanzerosen am Gebarmutterhals
verhindern, dennoch sollten regelmafdige Abstrich-Untersuchungen erfolgen, da
sich die Impfung nur gegen die haufigsten Hochrisikotypen richtet [35, 80, 81].

AulRerdem verringert die korrekte und konsequente Benutzung eines Kondoms
die Wahrscheinlichkeit sich mit HPV zu infizieren [82]. Auch eine begrenzte
Anzahl an Sexualpartnern reduziert das Risiko einer Ansteckung mit HPV.
Trotzdem bieten diese Préaventionsmaf3hahmen keine vollstdndige Sicherheit,
die nur durch Enthaltsamkeit erreicht werden kann [71].

1.1.3.1.6 Pathogenese der HPV-Infektion
Die HPV-Infektion beginnt mit dem Eindringen des Virus in die Basalzellen des
Plattenepithels Uber Mikrotraumata der Epidermis [83]. Durch diese

Schleimhautverletzungen, wie sie zum Beispiel im Rahmen von sexueller



10 Einleitung

Aktivitat entstehen kdnnen, werden Basalmembrankomponenten, insbesondere
Heparansulfatproteoglykan und Laminin 5 freigelegt [84-86]. Das virale L1-
Kapsid bindet an Heparansulfatproteoglykan, daraufhin kommt es zu einer
Konformationsanderung des L1-Kapsidproteins und das Virus gelangt mittels
Endozytose in spate Endosome [87, 88]. Der zunehmende pH-Abfall in den
reifenden Endosomen fuihrt zur Freisetzung der viralen Genome in den Zellkern,
in dem die virale DNA extrachromosomal vorliegt [89]. Da in dieser Phase der
produktiven Infektion nur sehr wenige Zellen infiziert werden und nur eine
geringe Zahl an DNA (20 bis 100 virale DNA-Kopien) repliziert wird, ist das
Virus in diesem Stadium nur schwer nachweisbar [90]. In diesem friihen

Stadium werden vor allem die frihen Onkoproteine E1 und E2 exprimiert.

Die Tochterzelle, die aus der Teilung der Basal- und Parabasalzelle hervorgeht,
wandert in das Stratum spinosum und beginnt sich nun zu differenzieren. Im
gesunden Epithel verlasst die abgeltste Basalzelle den Zellzyklus und verliert
daraufhin ihren Zellkern. Aufgrund des Einflusses des Onkoproteins E7
resultiert in den oberflachlichen, nicht mehr teilungsfahigen Zellen des Stratum
spinosums eine massiv gesteigerte Amplifikation des Virusgenoms auf bis zu
tausend Kopien pro Zelle [27, 56]. Die Verpackung der Virusgenome erfolgt
durch die beiden viralen Kapsidproteine L1 und L2. Die reifen Virionen werden
mit Hilfe von abschilfernden Zellen freigesetzt [91].

1.1.3.1.7 HPV Onkogenese

Die HPV Onkogenese beginnt mit einer Verschiebung des Vviralen
Genexpressionsmusters in den Basalzellen und auf3ert sich durch eine starke
Expression der Onkogene E6 und E7 [3, 92]. Mit Verlust der negativen
Feedback-Kontrolle durch E2 durch Integration des viralen Genoms in das
Wirtszellgenom kommt es zunehmend zu einer verstarkten Expression der
Onkogene E6 und E7 [93].

Die Folge einer verstarkten Expression von E7 ist die Initilerung der Expression
von Histondemethylasen (KDM6B). Histondemethylasen bewirken eine
verstarkte Expression des Zellzykluskontrollproteins pl6 InK4a, das

normalerweise in gealterten oder geschadigten Zellen einen irreversiblen
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Zellzyklusarrest hervorruft [94]. Je hoher der Dysplasiegrad einer Probe, desto
ausgepragter ist die p16-Positivitat [95].

In Zervixkarzinom- und CIN-L&sionen kann auf3erdem eine erhthte Aktivitat der
Telomerase gefunden werden. Die Telomerase ist eine RNA-abhangige DNA-
Polymerase (=reverse Transkriptase), die Telomere verlangert, um in

Tumorzellen die Zellteilungsfahigkeit aufrecht zu erhalten [96].

AulRerdem konnte mit zunehmendem Dysplasiegrad eine Zunahme von
Methylierung an CpG-Inseln des viralen Genoms festgestellt werden [97]. Die
Methylierung betrifft vor allem die Regionen E2, L2 und L1 des viralen Genoms
[98]. Folge der Methylierung ist eine Unterdriickung der viralen Transkription, da

Transkriptionsfaktoren keine methylierten Regionen binden kdénnen [99].

Die chromosomale Instabilitat fihrt zu Chromosomenfragmenten bei infizierten
Zellen, die sich durch den Verlust der Zelldifferenzierung und der fehlenden
Produktion von HPV-Virionen &aufl3ert. Im Rahmen von Reparaturvorgdngen
werden HPV-Genomfragmente in die chromosomale Wirts-DNA integriert [100].

Das Virus stoppt mit Beginn der Malignitat seinen eigenen Lebenszyklus [54].

1.1.3.1.8 Nachweis einer HPV-Infektion
Unter den HPV-Nachweisverfahren gibt es erhebliche Unterschiede hinsichtlich

der Einsatzgebiete, der Verfahrensweisen und Ergebnisse.

a) HPV-DNA Test

Kommerzielle HPV-DNA-Tests basieren entweder auf DNA-Hybridisierung (z.B.
Hybrid-Capture-Assay, HC2) oder auf Amplifikation mittels PCR [101].

Bei Patienten mit auffalligen, aber nicht eindeutig pathologischen
Zervixabstrichen eignet sich der HPV-DNA Test aufgrund seines hohen
negativen Pradiktionswertes sehr gut zur besseren Einschéatzung des
Abstrichergebnisses [102, 103]. Die PCR zeichnet sich durch eine hohe
Sensitivitat, der Hybrid Capture Tests durch eine hdhere Spezifitdt aus [104—
106].
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b) HPV RNA Test

Die RNA-Expression, vor allem die Expression der viralen Onkogene E6 und
E7, dient als Nachweis einer transformierenden Infektion und kann somit das
Risiko fur die Entstehung einer Prakanzerose bis hin zu einer Invasion in ein
Karzinom evaluieren [107-109]. Vor allem im Frihstadium stellt der Nachweis
von E6 und E7 einen wichtigen Pradiktor dar [109, 110].

In Uber 90 % der diagnostizierten CIN 3 Lasionen und im manifesten Karzinom
konnte Castle et al. E6/E7 mRNA nachweisen [109].

Vorteil gegenuber den HPV-DNA-Tests ist die hohere Spezifitat, vor allem bei
der Detektion von schweren Dysplasien, jedoch mit geringerer Sensitivitat [104—
106].

c) HPV-Protein-Nachweis

Aufgrund der geringen Immunitat der HPV-Onkoproteine E6 und E7 ist die
Herstellung von Antikérpern gegen diese Proteine komplex [111]. Es existieren
Antikdrper gegen HPV L1, die vor allem auf eine transiente produktive Infektion
hinweisen, wobei eine Prakanzerose nicht sicher ausgeschlossen werden kann
[112].

1.1.4 Screening und Diagnostik

1970 wurden in Deutschland Krebsfriherkennungsprogramme eingefihrt, die
jahrlich ~ Frauen ab dem 20. Lebensjahr durch  zytologische
Abstrichuntersuchungen, den sogenannten Pap-Test, als Praventions-
maflnahme dienen soll [113]. Daraufhin ist die Inzidenzrate des
Zervixkarzinoms in Deutschland um 40% und die Mortalitatsrate um die Halfte

gesunken [114].

Die zytologische und histopathologische Diagnostik ist Grundlage fur das
Erkennen einer neoplastischen Veranderung der Portio. P16/Ki-67-gefarbte
Proben und Wirtszell-DNA-Methylierungsanalysen sind weitere
Detektierungsmadglichkeiten von hochgradigen intraepithelialen Neoplasien der
Cervix [115].



Einleitung 13

a) Kolposkopie

Die Kolposkopie ist nicht Teil der regularen Vorsorgeuntersuchung. Bei der
Kolposkopie wird die Portio durch eine binokulare Lupe mit unterschiedlichen
VergroRerungen betrachtet. Nachdem die Portio zunachst im Nativzustand
inspiziert wird, fihrt der Untersucher anschlieRend eine Essigprobe sowie die

Schiller'sche Jodprobe durch.

In der Essigprobe wird auf die Portio eine 3-5%ige Essigsaure getupft, um
Epithelzellen zum Aufquellen zu bringen und somit atypisches Epithel durch
den hoheren Proteingehalt von regularen Epithelzellen weil3 hervorzuheben
[116].

Bei der Schiller'schen Jodprobe reagiert das Jod mit dem Glykogen, das im
gesunden Epithel enthalten ist, zu einem tiefbraunen Areal. Da atypisches
Epithel weniger Glykogen aufweist und sich nach dem Betupfen mit 1%iger
Jodlésung gelbbraun zeigt, lasst sich gesundes von atypischem Epithel

differenzieren [116].

b) Zytologische Diagnostik

Mit einem geeigneten Abnahmeinstrument wird ein Abstrich endo- und
ektozervikal entnommen und anschlieRend auf einem Objekttrager ausgerollt,
fixiert und nach Papanicolaou gefarbt [117]. Die Beurteilung erfolgt nach der
Munchner Nomenklatur 1ll, bzw. aul3erhalb Deutschlands nach der Bethesda
Klassifikation.
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Gruppe Begriffsdefinition Bethesda-System
0 Unzureichendes Material Unsatisfactory for
evaluation
I Unauffallige und unverdachtige Befunde NILM
Ila Unauffallige Befunde bei auffalliger Anamnese | NILM
Il Befunde mit eingeschrankt protektivem Wert
ll-p Plattenepithelzellen mit geringergradigen ASC-US
Kernveranderungen als bei CIN 1, auch mit
koilozytarem Zytoplasma/Parakeratose
ll-g Zervikale Drusenzellen mit Anomalien, die AGC endozervical
Uber das Spektrum reaktiver Veranderungen NOS
hinausreichen
ll-e Endometriumzellen bei Frauen > 40. Endometrial cells
Lebensjahr in der zweiten Zyklushélfte
11 Unklare bzw. zweifelhafte Befunde
-p CIN 2/3/Plattenepithelkarzinom nicht ASC-H
auszuschliel3en
l-g Ausgepragte Atypien des Drusenepithels, AGC endocervical
Adenocarcinoma in situ/invasives favor neoplastic
Adenokarzinom nicht auszuschlie3en
ll-e Abnorme endometriale Zellen (insbesondere AGC endometrial
postmenopausal)
[-x Zweifelhafte Driisenzellen ungewissen AGC favor
Ursprungs neoplastic
D Dysplasie-Befunde mit grof3erer
Regressionsneigung
D1 Zellbild einer leichten Dysplasie analog CIN1 | LSIL
Il D2 Zellbild einer maRigen Dysplasie analog CIN 2 | HSIL
I\ Unmittelbare Vorstadien des Zervixkarzinoms
IV a-p Zellbild einer schweren Dysplasie/eines HSIL
Carcinoma in situ analog CIN 3
IV a-g Zellbild eines Adenocarcinoma in situ AIS
IV b-p Zellbild einer CIN 3, Invasion nicht HSIL with features
auszuschliel3en suspicious for
invasion
IV b-g Zellbild eines Adenocarcinoma in situ, Invasion | AIS with features
nicht auszuschlief3en suspicious for
invasion
\ Malignom
Vp Plattenepithelkarzinom Squamous cell
carcinoma
Vg Endozervikales Adenokarzinom Endocervical
adenocarcinoma
Ve Endometriales Adenokarzinom Endometrial
adenocarcinoma
V X Andere Malignome, auch unklaren Ursprungs | Other malignant

neoplasms

Tabelle 1.2 Zytologische Einteilung nach Minchner Nomenklatur 111 [118]
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c) Histologie

Zur histologischen Sicherung einer kolposkopisch suspekten Lasion, wird die
auffalligste Stelle nach Durchfiihrung der Essig- und Jodprobe an der Zervix
biopsiert und in Stufenschnitten aufgearbeitet. Die endozervikale Kirettage
dient zur Gewebeentnahme aus dem Zervikalkanal. Beurteilt werden die
Intaktheit der Basalmembran und Gewebeveranderungen [116]. Die Einteilung

des Dysplasiegrades erfolgt anhand der in Tabelle 1.3 aufgeftihrten Kriterien.

Die Aussagekraft der histologischen Sicherung ist am hochsten bei Entnahme

von drei Proben und bei Frauen unter 30 Jahren [119].

CIN I - Nachweis atypischer Keratinozyten im unteren Drittel des
Plattenepithels mit verschobener Kern-Plasma-Relation und
polymorphen Kernen

- Nachweis einer Kernachsenorientierungsstorung (Verlust der
Polaritat; fehlende palisadenartige Anordnung der Kerne)

- eventuell Vorkommen von Mitosen

- in der Regel dunkles (glykogenarmes) Epithel

- Nachweis von Koilozyten

- die oberen zwei Drittel des Epithels weisen eine Ausreifung
oder HPV-bedingte Veranderung auf

CIN I - Nachweis atypischer Keratinozyten bis in das mittlere Drittel
des Plattenepithels
- oberflachlich Ausreifung des Epithels

CIN 1 - Nachweis atypischer Keratinozyten in der gesamten Dicke des
Plattenepithels

- oft atypische Mitosen

- fehlende Ausreifung des Epithels

Tabelle 1.3 Klassifikation von zervikalen intraepithelialen Neoplasien [6, 120]

1.1.5 Therapie

1.1.5.1 Indikation

Bei histologisch gesicherten zervikalen intraepithelialen Neoplasien (CIN) richtet
sich das therapeutische Vorgehen laut der aktuellsten deutschen Leitlinie der
Deutschen Gesellschaft fur Gynakologie und Geburtshilfe (DGGG) nach dem
Schweregrad der Prékanzerose, dem Befall des Endozervikalkanals, dem Alter

und dem Wunsch der Patientin:




16 Einleitung

CIN I:
- Zuwarten im Sinne von kolposkopisch-zytologischen Kontrollen alle 6
Monate bei positivem high-risk-HPV-Test
- Bei Patientinnen mit einer 2-jahrigen Persistenz einer CIN | kann eine
operative Therapie Uberlegt werden.
CIN I
- Zuwarten im Sinne von kolposkopisch-zytologischen Kontrollen alle 6
Monate bei positivem high-risk-HPV-Test
- bei Patientinnen mit einer 1-jahrigen Persistenz einer CIN Il ist eine
Konisation indiziert
CIN 111

- Indikation zur operativen Therapie ist gestellt
- eine Ausnahme hierbei sind schwangere Patientinnen, denen eine

operative Vorgehensweise erst zwei Monate postpartal angeraten wird

Endozervikaler Befall:

- Indikation zur operativen Therapie ist gestellt

1.1.5.2 Verfahren
Bei der operativen Behandlung werden ablative von exzisionalen Methoden

unterschieden:

a) ablative Methoden

Bei der ablativen Methode wird das betroffene Gewebe zerstort [121]. Zu den
ablativen Verfahren werden die Kryotherapie, die Laserablation, die
Elektrofulguration und die Koagulation gezahlt. Bei Patientinnen mit
kolposkopisch komplett einsehbarer Lasion und sicherem Ausschluss eines
invasiven Karzinoms sind ablative Methoden durchfiihrbar. Zum Ausschluss
eines okkulten invasiven Zervixkarzinoms muss vor dem Eingriff eine

endozervikale Gewebeentnahme durchgefiihrt werden [122].
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b) exzisionale Methoden

Methoden der Exzision sind die Messer-, Schlingen- oder Laserkonisation.

Bei der Konisation wird ein konusférmiges Gewebsstick aus dem
Gebarmutterhals entnommen. Ziel des Eingriffs ist es, die Transformationszone
zu erfassen, die als Entstehungsort fur Vorstufen als auch fir das

Zervixkarzinom selbst gilt [123].

Durch die Mdoglichkeit der postoperativen histologischen Aufarbeitung kann
hierbei der Resektionsrand beurteilt oder auch ein okkultes Zervixkarzinom

erkannt werden [122].

Obligate Indikationen flr exzisionale Methoden sind der Verdacht auf ein
invasives oder okkultes Zervixkarzinom, Patientinnen mit ungentgender
kolposkopischer Beurteilung, positiver endozervikaler Kirettage und

Patientinnen mit einem Rezidiv im Zustand nach einer ablativen Methode.

Die Schlingenkonisation, genannt Loop Electrosurgical Excision Procedure
(LEEP) oder Large loop excision of the transformation zone (LLETZ), ist die
gangigste operative Methode, da sowohl therapeutisch als auch diagnostisch
gehandelt werden kann [124]. Sie gilt als eine Methode, die sicher und effektiv
das HP-Virus eliminiert [125]. Weitere Vorteile der Schlingenkonisation sind im
Vergleich zu den anderen exzisionalen Methoden die verkirzte

Operationsdauer und der geringe Blutverlust [126].

c) weitere operative MaRnahmen

Eine endozervikale Abrasio wird zur Beurteilung des Zervikalkanals

durchgefuhrt.

1.1.5.3 Nachsorge und Prognose
Seit 1980 sind die durch Zervixkarzinome verursachten Sterberaten deutlich
zurickgegangen. Jahrlich sterben in Deutschland circa 1.600 Frauen an

Gebarmutterhalskrebs [8].

Patientinnen mit einem invasiven Zervixkarzinom haben eine relative 5-Jahres-

Uberlebensrate von circa 69 Prozent [8].



18 Einleitung

Das Risiko, ein Zervixkarzinom nach der Therapie einer CIN zu entwickeln, ist
niedrig verglichen mit unbehandelten Frauen, aber signifikant hoher verglichen
mit der Allgemeinbevélkerung. Frauen, die bereits eine Behandlung aufgrund
einer CIN 3 hatten, haben ein zwei- bis dreifach hoheres Risiko daran zu
versterben. Das Risiko erhdht sich mit zunehmendem Alter (> 50 Jahre) und
einer langjahrigen Behandlung (>25 Jahre) [127, 128].

Patientinnen mit einer anamnestischen CIN 3 haben ein erh6htes Risiko nach

ihrem 50. Lebensjahr ein Vulvakarzinom zu entwickeln [129].

Ein negativer HPV-Test wird als Beleg fir eine erfolgreiche Behandlung
gesehen und schlie3t eine CIN-Persistenz oder ein Rezidiv mit hoher
Wahrscheinlichkeit aus [130-132]. Der negative pradiktive Wert fir einen
negativen HPV-Test nach einer Konisation liegt zwischen 92- 100% [133, 134] .

In-sano-Resektion

Nach der Konisation sollte 6 und 12 Monate postoperativ ein HPV-Test mit
einem zytologischen Abstrich erfolgen. Bei negativen Testergebnissen wird die
Patientin in Rahmen der generellen gynédkologischen Vorsorgeuntersuchung
kontrolliert. Wenn ein Test positiv ausfallt, wird eine Kolposkopie empfohlen
[135].

Non-in-sano-Resektion

In 25 % der Falle fallen in der histopathologischen postoperativen Befundung

positive Resektionsrander, also eine non-in-sano Resektion, auf [136].

Frauen mit Kinderwunsch erhalten in der Regel keine sofortige Rekonisation
[137].

Die Kontrolluntersuchungen nach 6 Monaten beinhalten einen zytologischen
Abstrich und eine Kolposkopie. Lasst sich hierbei eine hochgradige CIN
nachweisen, ist die Rekonisation indiziert. Die Patientin gilt als geheilt bei drei
aufeinanderfolgenden unauffalligen Befunden. Die endozervikale Kirettage wird
bei Verdacht auf Lasionen der Endozervix durchgefuhrt. Nur in Ausnahmefallen

kann eine Hysterektomie notwendig sein [138].
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1.1.5.4 Komplikationen

1.1.5.4.1 Komplikationen postoperativ
Zu den haufigsten Komplikation nach einer Konisation z&hlen Blutungen,

Infektionen und die Zervixstenose [139].

1.1.5.4.2 Komplikationen in der Schwangerschaft

In vielen Studien wurde die enge Korrelation zwischen der entfernten
KonusgroRe und dem Risiko einer Frihgeburt nachgewiesen. Ab einem
Konusvolumen von 2,66 cm?3 verdoppelt sich das Risiko eine Frihgeburt nach
einer Konisation zu erleiden. Kein Zusammenhang wurde zwischen dem
Schweregrad einer CIN mit dem Risiko der Friihgeburtlichkeit gefunden [140—
142].

Jin et al. beobachteten, dass ein LEEP-Eingriff mit einer Verkirzung der Zervix
< 3cm assoziiert ist und somit die Wahrscheinlichkeit fir eine Frihgeburt erhdht
ist [124].

Noehr et al. wiesen nach, dass das Risiko einer Friihgeburtlichkeit mit der Tiefe
des exzidierten Konus steigt. AufRerdem erhoht sich das Risiko fur eine
Frahgeburtlichkeit um das 4-fache wenn mehr als zwei LEEPs und um das

Doppelte wenn eine LEEP vor der Geburt anamnestisch eruiert wurde [143].

Vor allem exzisionale Methoden scheinen ungunstige
schwangerschaftsassoziierte Resultate hinsichtlich der perinatalen Mortalitét,
der Frihgeburtlichkeit und einem niedrigen Geburtsgewicht hervorzurufen [141,
144-1486].

Insbesondere Frauen vor der 28. Schwangerschaftswoche haben nach einer
Konisation in der Vorgeschichte ein erhdhtes Risiko eine Frithgeburt zu erleiden
[147].

In einer Studie von Bjorge et al. wurde auch ein erhdhtes Risiko von
Spontanaborten und Stillgeburten bei Frauen, die bereits eine Behandlung mit

Laserkonisation und LEEP aufwiesen, festgestellt [148].
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Als mdgliche Grunde fir das erhohte Friuhgeburtlichkeitsrisiko werden
immunmodulatorische Mechanismen infolge der HPV-Infektion, die Entfernung
von zervikalen Gewebe durch eine Konisation der Cervix uteri und der
bakterielle Zugang durch das beeintrachtigte antimikrobielle Milieu

angenommen [146, 149].

1.1.5.4.3 Viruspersistenz und Entwicklung zum invasiven Zervixkarzinom
In den meisten Fallen ist das Virus nach der Operation eradiziert [136]. Da es
trotz einer Behandlung zu einem Rezidiv kommen kann, stellt der HPV-Test
nach einer Konisation einen wichtigen Prognosefaktor dar [133, 134, 150, 151].
Vor allem die Persistenz mit den HPV-Subtypen 16, 18, 31 und 45 ist eng mit
dem Risiko einer Invasion verknupft, da diese HPV-Subtypen in 80% der
Zervixkarzinome nachweisbar sind [32, 46, 48].

Ruckbildung Persistenz Progression zum Progression zum
(%) (%) Carcinoma in situ (%) invasivem
Karzinom (%)
CIN | 57 32 11 1
CIN I 43 35 22 5
CIN 11l 32 56 Keine Angabe 12

Tabelle 1.4 Progressions-, Regressions- und Persistenzraten [152]

Das Risiko einer Persistenz der CIN nach einer Konisation korreliert mit dem
Schweregrad der Lasion, dem Alter der Patientin, der GroRe der Lasion und der
Lokalisation. In den meisten Féllen ist trotz einer primdren non-in-sano-
Resektion in einer direkt folgenden Nachkonisation bereits keine Dysplasie
mehr nachzuweisen. Stellt sich am Absetzungsrand histologisch eine CIN | dar,
betragt das Risiko ein Rezidiv zu erleiden nur 0 bis 5 %, wohingegen eine CIN
Il ein Rezidiv-Risiko von 20 bis 25% bedeutet. Mit einer Viruspersistenz ist in
30% der Falle bei einem endozervikalen Befall zu rechnen. Ist sowohl
endozervikal und vaginal eine CIN 1l histologisch gesichert worden, erhéht sich

das Risiko der Viruspersistenz auf bis zu 50% [136].

Altere Frauen haben ein hoheres Risiko nach der Behandlung einer CIN 3 ein
Rezidiv zu erleiden als jlingere Frauen, unter anderem da die Prakanzerose

haufiger endozervikal liegt [127].
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Eine Persistenz ist entweder auf mikroskopisch kleine, nicht ganzlich entfernte
Lasionen zurlckzufuhren oder die Cervix ist immer noch dem onkogenem

Verursacher ausgesetzt [134].

Eine persistierende Infektion mit HPV-Hochrisikotypen, die langer als 6 Monate
besteht, ist fast immer mit der Entwicklung zu hochgradigen Dysplasien der

Zervix und der Entstehung eines Zervixkarzinoms verbunden [4, 36, 150, 153].

Strander et al. beschrieb in einer schwedischen Studie, dass eine
gewebesparende Konisation zwar die Risiken, zum Beispiel einer Fruhgeburt,
verringern konnte, aber die onkologische Sicherheit jedoch eventuell nicht
gewabhrleistet ist. Eine weniger operative Radikalitat wurde mit einem erhdhten

Auftreten von einem Zervix- oder Vaginalkarzinom assoziiert [128, 154].

Zylinderepithel-Plattenepithelgrenze (ZPG)

Abbildung 1.4 Darstellung einer dysplastischen Lasion der Cervix uteri mit Einzeichnung

der Zylinderepithel-Plattenepithelgrenze (ZPG) [155]
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2 Zielsetzung

Die zervikale intraepitheliale Neoplasie gilt als Vorstufe des Zervixkarzinoms
und entwickelt sich hauptsachlich aufgrund einer persistierenden Infektion mit
high-risk-HPV-Typen. Eine hochgradige Dysplasie wird operativ im Rahmen
einer Konisation therapiert. Eine der schwerwiegendsten Komplikationen der
Operation ist die Erh6hung des Fruhgeburtlichkeitrisikos. Dieses korreliert
unmittelbar mit der Grof3e des entfernten Konus. Laut Definition wird bei der
LLETZ die Lasion inklusive der Transformationszone entfernt. Aufgrund des
Risikos einer Friihgeburt stellt sich die Frage, ob die Entfernung ausschlieRlich
der L&sion ohne Resektion der Transformationszone der klassischen Konisation
onkologisch gleichwertig ist.

Ziel der vorliegenden prospektiven Studie war es daher, die klassische
Hochfrequenzschlingenkonisation (= Resektion der L&sion unter Mithahme der
kompletten Transformationszone) der gezielten Resektion lediglich der
kolposkopisch auffalligen Lasion gegenuberzustellen und hinsichtlich
onkologischer Sicherheit zu vergleichen. Als Surrogatparameter wurde die Rate
an positiven high-risk-HPV-Tests 6 Monate postoperativ als priméres

Zielkriterium verwendet.

Im Rahmen der vorliegenden Studie sollen folgende Aspekte untersucht

werden:

- Gleichbleibende onkologische Sicherheit trotz Reduktion der OP-
Radikalitat

- Typisierung und Quantifizierung der flr ein Karzinom verantwortlichen
HPV-Subtypen

- Vergleich der beiden Operationstechniken hinsichtlich des HPV-Status,
dem zytologischen und histologischen Befundes zu definierten
Untersuchungszeitpunkten (préoperativ, intraoperativ, 6 und 12 Monate
postoperativ)

- Nachweis des onkogenen Potentials der high-risk-HPV-Typen durch
molekularbiologische Untersuchungen

- Vergleich der beiden Operationstechniken hinsichtlich der intra- und
postoperativen Pravalenz von high-risk-HPV-DNA und E6/E7 mRNA
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Mit der vorliegenden Studie soll eine Operationstechnik etabliert werden, die im
Vergleich zur klassischen LLETZ
- die Fruhgeburtlichkeitsrate bzw. das Risiko an Fehlgeburten bei Frauen
im reproduktiven Alter senken kénnte
- moglichst gewebesparend ist, um weniger postoperative Komplikationen
zu verursachen (Zervixinsuffizienz, Blutungen, Infektionen)

- eine gleichwertige onkologische Sicherheit aufweist
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3 Patientinnen, Material und Methoden

3.1 Patientinnen

3.1.1 Fallzahlschatzung

Pro Gruppe wurde eine Fallzahl von 446 Patientinnen (a=0.05, Power=80%,
non-inferiority margin=5%) vorgesehen. Mit der Einbeziehung von 10% drop-out
Fallen sollten aufgerundet insgesamt 1000 Patientinnen in die Studie

einbezogen werden.

Die molekularbiologischen Untersuchungen sollten bei einer Subgruppe von
250 der 1000 Patientinnen erfolgen.

3.1.2 Aufnahmekriterien

Einschlusskriterien:

- Patientinnen mit (intern oder extern) histologisch gesicherter CIN IIl und
positivem high-risk-HPV-Test

- ohne vorherige Operation im Bereich der Zervix uteri

- Typ 1 oder 2 Transformationszone mit kolposkopisch sichtbarer Lasion

- bisher keine Therapie der Erkrankung

- Alter > 18 Jahre

- pramenopausal

- schriftliches Einverstandnis

Ausschlusskriterien:

- Jederzeit auf Wunsch der Patientin

- Schwangerschaft der Patientin bei Einschluss, sowie wahrend der ersten
6 postoperativen Monate

- vorausgegangene HPV-Impfung

- Einnahme von Immunsuppressiva (inklusive Glukokortikoide)

- bekannte HIV-Erkrankung

- behandlungsbedurftige maligne Erkrankung

- Typ 3 Transformationszone
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3.1.3 Untersuchungsablauf und Probengewinnung fir
molekularbiologische Untersuchungen

3.1.3.1 Untersuchungsablauf

Insgesamt wurden 4 Besuche vorgesehen.

Besuch 1 (préoperativ):

- Indikationsstellung zur Konisation unter Bertcksichtigung der Ein- und
Ausschlusskriterien

- Erhebung des HPV-Status, der Zytologie, der Histologie und des
Kolposkopie-Befundes

- Regulare OP-Aufklarung und Studienaufklarung

- Randomisierung

- Pseudonymisierung der Patientin

Besuch 2 (Operation):

- Die Operation erfolgte entsprechend der randomisierten Zuteilung in die
beiden Operationsmethoden:

e Klassische LLETZ: Resektion der Zylinder-Plattenepithelgrenze

mit einem Sicherheitsabstand von 3-4 mm inklusive Entfernung

der Lasion mit einem Sicherheitsabstand von 2 mm

| ‘ CIN
Resektionsgrenze

Zylinderepithel-Plattenepithelgrenze (ZPG)

(Teil-)bereich der Transformationszone
ca. 3-4mm zirkular um die ZPG

Abbildung 3.1 Darstellung der Resektionsgrenzen bei der Konisation nach LLETZ [155]
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e Isolierte Resektion der kolposkopisch sichtbaren Lasion:

Entfernung der Lasion mit einem Sicherheitsabstand von 2 mm

— Resektionsgrenze
CIN

‘ CIN
& Resektionsgrenze

CIN
Resektionsgrenze

Abbildung 3.2 Darstellung der Resektionsgrenzen bei der modifizierten Konisation [155]

- Foto oder Skizze der durchgefiihrten Operation

- Ermittlung der Konusgrof3e nach dem Archimedes Prinzip

- Beurteilung des Dysplasiegrades und der Resektionsrander durch den
Pathologen analog der S3-Leitlinie

Besuch 3 (6 Monate postoperativ):

- Entblindung der Patientin
- Erhebung von Zytologie, HPV-Test, Kolposkopie, ggf. Biopsie bei
Auffalligkeiten

Besuch 4 (12 Monate postoperativ):

- Erhebung von Zytologie, HPV-Test, Kolposkopie, ggf. Biopsie bei
Auffalligkeiten

Das primare Zielkriterium dieser Studie war ein negativer high-risk-HPV-Test 6
Monate postoperativ, da der fehlende Nachweis von HPV als sogenannter ,test

of cure® gewertet wird.

Eine weitere klinische Kontrolle erhielten die Patientinnen 12 Monate
postoperativ. Eine Rekonisation wurde bei Rezidiv oder Persistenz der CIN

analog den Empfehlungen der Leitlinie durchgefihrt.

Die postoperativen Untersuchungen unterschieden sich nicht von der tblichen
Nachsorge.
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3.1.3.2 Probengewinnung fur molekularbiologische Untersuchungen

An den Zentren der LMU Munchen sowie der Hochschule Hannover wurden
zum Zeitpunkt der OP sowie im Rahmen der beiden postoperativen Visiten
Abstriche entnommen und zur Genotypisierung an die Charité Berlin, Campus
Benjamin Franklin; Gynakologische Tumorimmunologie; z.Hd. Herr PD Dr.

Andreas M. Kaufmann verschickt.

Als Probenahme- und Transportmedium diente die PreservCyte LOsung
(ThinPrep® Pap Test, Hologic, Inc., USA), welche zwischen 15°C und 30°C

gelagert und versandt wurde.

Nach der Genotypisierung an der Charité Berlin wurden Aliquots mit je 5 ml
Probenvolumen in das Labor von Herrn Prof. Dr. med. Karl Sotlar des
Pathologischen Instituts der LMU geschickt. Die Probe wurde bei 4-8 °C im

Eingangslabor gelagert.

Da das onkogene Potential der high-risk-HPV-Typen auf der Interaktion der
Onkoproteine E6 und E7 mit den Tumorsuppressorproteinen p53 und pRb
beruht und somit auch eine Aussage Uber die biologische Aktivitat der Infektion
getroffen werden kann, ermoglichen die genannten molekularbiologischen
Zusatzuntersuchungen eine genauere Aussage hinsichtlich der onkologischen

Sicherheit der beiden Operationsmethoden.
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3.2 Material und Methoden

Alle experimentellen Arbeiten wurden im Labor der Arbeitsgruppe von Herrn
Prof. Dr. med. Sotlar im Pathologischen Institut der Ludwig-Maximilians-
Universitdt Minchen, sowie im Labor von Herrn PD Dr. med. A.M. Kaufmann,
Leiter der gynékologischen Tumorimmunologie der Charité, Campus Benjamin

Franklin in Berlin durchgefuhrt.

3.2.1 Material

3.2.1.1 Laborgerate

Gerat Typ Hersteller
Analysewaage KB 1000-2 Kern, D
Eismaschine SPR 80 Nord Cap, D
Elektrophoresekammer | Model 40-1410 Peq Lab Biotechnologie,
D
Elektrophoresenetzgerat | Model 200/2.0 Power Bio Rad, USA
Supply
Gefrierschrank -80°C Thermo Fisher Scientific,
USA
Gefrierschrank -20°C Liebherr, D
Kamerasystem Multiimage Light Cabinet | Alpha Innotech, USA
Filter Positions
Mikrowelle Miele, D
Photometer Colibri Titertek-Berthold, D
Thermo-Cycler Veriti 96 well Applied Biosystems, USA
Tischzentrifuge C-1200 National Labnet Co., USA
Trockenblock Heizgerat | TS-100 Thermo Shaker | Kisker Biotech, D
Zentrifuge 5415 R Eppendorf, D
Zentrifuge IEC Centra CL3R Thermo IEC, USA
Vakuumzentrifuge DNA Speed Vac® 110 Thermo Scientific, D
Savant
Vortexer Vortex Genie 2™ Bender & Hobein AG, CH

3.2.1.2 Verbrauchsmateralien, Chemikalien und Reagenzien

Einwegpipetten

Erlenmeyer-Kolben

Falcon-R6hrchen

Laborhandschuhe

Nucleasefreie Reaktionsgeféalie

Pipetten

Pipettenspitzen 5ul, 10ul, 200ul, 200ul, 2000ul
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3.2.1.3 DNA-Extraktion
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Qiamp DNA Minikit

Cat. No: 51306

Qiagen
Abs.Ethanol Merck
Aerosol-resistente Greiner Bioone
Filtertips
DNA-Away Roth
Protrap 295PE Papier Schleicher&Schuell

a) Oligonukleotidsonden fiir die HPV Genotypisierung von GP5+/6+-PCR

Produkten
HPV Typ Quelley, Zugangs- Proben Sequenz (5-3) Lange

oder Name Nummer ¢

der Probe a

6 dav X00203 TCC GTAACTACATCTTCCA 19-mer
11 dv M14119 TCT GTG TCT AAATCT GCT AC 20-mer
164 dav K02718 TAC CTA CGA CAT GGG GAG 18-mer
18 dav X05015 TGCTTCTACACAGTCTCCT 19-mer
31 AL J04353 GCA ATT GCA AAC AGT GAT AC 20-mer
33 GO M12732 TGC ACA CAA GTAACT AGT GA 20-mer
35 AL M74117 CTGCTGTGT CTT CTAGTG A 19-mer
39 GO M62849 TAC ATT ATC TAC CTC TAT AGA 21-mer
424 GO M73236 GCC ACT GCA ACATCT GGT G 19-mer
43 AL AJ620205 TCT ACT GAC CCT ACT GTG 18-mer
44 AL u31788 TAC TAG TGA ACA ATATAA GCA 21-mer
45 GO X74479 TAATTT AAC ATT ATG TGC CTC 18-mer
51 av M62877 TGC TGC GGT TTC CCC AA 17-mer
52 WL X74481 GAA TAC CTT CGT CAT GGC 18-mer
564 AL X74483 GAT GCA CGA AAA ATT AAT CAG 21-mer
58 ™ D90400 TAT GCA CTG AAG TAA CTA AG 20-mer
594 ™ X77858 AGA ATATGC CAG ACATGT G 19-mer
664 GO U31794 CGT GAA ATC AAT CAATACCTT C | 22-mer
68 GO AJ831568 CTG AAT CAG CTG TAC CAAA 19-mer
704 GO u22461 TTTACATTGTCT GCCTGCA 19-mer
734 av NC_006165 | GTATGC CAACTCWAATTT TAA: 21-mer
824 ™ AB027021 ACT CCA RCA AAC TTT AAG CAG Tt | 22-mer
Universal 4 GIC ATG iiG ARG AAT ATG Aq 19-mer
a.  [156]

b. Plasmid DNA wurde zur Verfigung gestellt von dV (E.-M. de Villiers; DKFZ, Heidelberg,
Germany), GO (G. Orth; Institut Pasteur, Paris, France), AL (A. Lo'rincz; Digene Corp.,
Gaithersburg, MD), TM (T. Matsukura; National Institute of Infectious Diseases, Tokyo,
Japan), und WL (W. Lancaster; Wayne State University, Detroit, MI).

Geanderte Proben
W, A/T.

R, A/G.

i, Inosin.

@ ~ o a o

Sequenz wurde als Referenz fur den dazugehérigen HPV Genotypen genutzt
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b) BSGP5+/6+ Primer Sequenzen

Primer a Richtung b Sequenz ¢ (5’ zu 3’)
B-Globin
MS3 F AAT ATATGT GTG CTT ATT TG
Bio-MS10 R AGA TTA GGG AAA GTATTA GA
HPV
GP5+ F TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC
BSGP5+-2 F TTT GTT ACT GTT GTI GAT ACT AC
BSGP5+-3 F TTT GTT ACT GTT GTI GAT ACC AC
BSGP5+-4 F TTT GTT ACT TGT GTI GAT ACT AC
BSGP5+-5 F TTT TTAACT GTT GTI GAT ACT AC
BSGP5+-6 F TTT GTT ACT GTG GTA GAC ACT AC
BSGP5+-7 F TTT GTT ACA GTI GTA GAC ACT AC
BSGP5+-8 F TTT GTT ACA GTI GTA GAT ACC AC
BSGP5+-9 F TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACC AC
Bio-GP6+ R GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATT C
Bio-BSGP6+-b R GAA AAATAA ATT GTA AAT CAT ACT C
Bio-BSGP6+-c R GAA AAATAA ATT GCA ATT CAT ATT C

a. Bio-, biotinyliert.

b. F=forward; R=reverse.

c. PB-Globin Primer sind 20 Nukleotide, BSGP5+/6+ forward Primer sind 23
Nukleotide, und BSGP5+/6+ backward Primer sind 25 Nukleotide in Lange.
I=Inosin.

3.2.1.4 HPV-Genotypisierung-Reagenzien

Bioplex™COOH-Beads Bio Rad, USA

Hybridisierungspuffer 0,15 M TMAC (Tetramethylammoniumchlorid)

75 mM Tris-HCL, pH 8.0

6 mM EDTA, pH 8.0

1,5 g/L 1-Sarkosyl/N-Lauroylsarcosine (Sigma,

USA)
TE-Puffer 10 mM Tris-HCL, pH 8.0
1 mM EDTA, pH 8.0
Farbepuffer 2 M TMAC

75 mM Tris-HCL, pH 8.0
6 mM EDTA, pH 8.0

1,5 g/L 1-Sarkosyl

1 mg/ml Casein

Blockpuffer-Waschpuffer PBS
1 mg/ml Casein, pH 7.4£0,1: 0,5g Cas. auf 500 ml
PBS

Streptavidin-R- Invitrogen, USA
Phycoerythrin Cat. No S866
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3.2.1.5 RNA-Extraktion
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Trizol® Reagent

Invitrogen life technologies, USA
Cat.No. 15596-026

Chloroform Sigma-Aldrich, USA
C2432-25ML

Isopropanol Sigma-Aldrich, USA
19516 - 25ML

75% Ethanol in

Diethyl | Sigma D5758-100ML, D
pyrocarbonate (DEPC) Water

3.2.1.6 cDNA-Synthese

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit Roche, CH

REF: 04 896 866 001

1) Transcriptor Reverse Transcriptase 1000 U (20 U/ul)
2) Transcriptor RT Reaction Buffer
3) Protector RNase Inhibitor 4000 U

4) Deoxynucleotide Mix 10 mM

5) Random Hexamer Primer 600 uM

3.2.1.7 Amplifikation der spezifischen HPV-Onkogene E6/E7 mittels

Nested PCR

a) Sequenz und Position der PCR-Primer

HPV Forward Primer (5-3°) | Position (nt) Reverse Primer (5°-3°) Position (nt)

16 CAC AGT TAT GCA | 141-161 TCC TCC TCC TCT GAG | 668-649
CAG AGC TGC CTGTC

18 GCT TTG AGG ATC | 112-131 CTG AGT CGC TTA ATT | 692-673
CAA CAC GG GCT CG

31 GAA ATT GCA TGA | 137-158 TCC TCC TCA TCT GAG | 666-647
ACT AAG CTC G CTGTC

33 ACT ATA CAC AAC | 172-192 TCA TCC TCA TCT GAG | 679-660
ATT GAA CTA CTGTC

35 CAA CGA GGT AGA | 157-178 TCC TCC TCC TCT GAG | 668-649
AGA AAG CAT C CTGTC

39 GCC AGA CCT GTG | 148-167 CTG ACT CTC CTA ATT | 697-678
CAC AAC GC GCT CG

45 CAC TAC AAG ACG |172-192 CTG ACT CGC TTA ATT | 692-673
TAT CTATTG GCT CG

51 ACC ATG TTC GAA | 94-113 TCC TCC TCC TCT GAG | 666-647
GAC AAG AG CTGTC

52 GTG AGG TGC TGG | 148-167 TCC TCC TCA TCT GAG | 659-640
AAG AAT CG CTGTC

56 GCA GCT TAT TCT | 76-95 TCC TCA TCC TCT GAG | 678-659
GTG TGG AC CTGTC

58 TGT TCC AGG ACG | 111-130 TCA TCC TCG TCT GAG | 680-661
CAG AGG AG CTGTC

59 TAC ACA ACG ACC | 108-129 TCT CGG AGT CGG | 686-668
ATA CAAACT G AGT CAG G

66 GCA GCC TGT TGT | 76-95 TCC TCA TCC TCT GAG | 678-659
GCC TGT AG CTGTC

68 GCT ATT TCA CAA | 109-128 CTG AAT CTC CTA ATT | 693-674
CCC TGA GG GCT CG
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b) Sequenz der Referenzgen Primer

HPV Forward Primer (5°-3°) | Lange | Reverse Primer (5°-3‘) | Lange | Amplicon
(nt) (nt) (bp)
h-KRT13 | CTA CAA GAC CAT |23 CAT GGT TCT TCT |23 266
TGA GCT AGA GCT TCATGT AGG CT
CcC
h-RPLPO | GGA GAC AAA GTG | 19 AGG ACT CGT TTG |20 257
GGA GCC A TAC CCG TT
c) Reagenzien
AmpliTaq Gold® 250 Units, 5 U/ul, | Applied Biosystems by Life
4486226 Technologies, USA
dNTP Mix 25mM, #R1122 Thermo Scientific, Litauen
Puffer, 10xPCR Buffer + 15mM | Applied Biosystems by Life
MgCl,; 4486218 Technologies, USA
RNase free water, 2351744 Braun, D
Tag-Polymerase Applied Biosystems by Life
Technologies, USA
d) Sequenz und Position der nested PCR Primer
HPV Forward Primer Position | Reverse Primer (5°-3‘) | Position Amplicon
(5%-3°) (nt) (nt) (bp)
DNA | mRNA
16 GTG TGT ACT GCA | 192-211 | CAT ATA TTC ATG | 597-573 | 406 | 224
AGC AAC AG CAA TGT AGG TGT A
18 CAC TTC ACT GCA | 170-190 | GTT GTG AAA TCG | 491-470 | 322 | 140
AGA CAT AGA TCGTTTTTCA
31 GGC ATT GGA AAT | 158-177 | GGT TTC AGT ACG | 548-529 | 391 | 189
ACC CTA CG AGG TCT TC
33 GGA ATG CAA AAA | 201-222 | GTT TTT ACA CGT | 569-549 | 369 |92
ACC TTT GCA A CAC AGT GCA
35 CAA ACA AGA ATT | 208-227 | GGT CAG TTG CCT | 625-607 | 418 | 236
ACA GCG GA CGG GTT C
39 GAC GAC CAC TAC | 213-232 | CTT TGG TCC ACG | 606-587 | 394 | 212
AGC AAA CC CAT ATC TG
45 GCA AAG CAA CAT | 205-224 | GGG TCC ATG CAT | 598-587 | 394 | 212
TGG AAC GC ACT TAT TGC
51 | AAG ACC ACG AAC | 117-136 | TCA GTC TGT GGT | 618-598 | 502 | 278
GCT GCA TG GTT AAATGC
52 GTG CAT GAA ATA | 168-188 | GTC AGT TGT TTC | 615-595 | 448 | 171
AGG CTG CAG AGG TTG CAG
56 | ATG GAG CCA CAA | 102-123 | GAT TCT CTA GGT | 559-538 | 458 | 204
TTC AAC AAT C TCT CTA GAT G
58 GTT GGA GAC ATC | 163-182 | GTT GTT ACA GGT | 570-550 | 408 | 131
TGT GCA TG TAC ACT TGT
59 CTC TGC ATG ATA | 158-177 | CAC ACA AGG TCA | 654-635 | 497 | 99
TTC GCATC ACT TCC TC
66 CCT GTA GAT ATC | 89-110 | AGA TTC TGT AGC | 560-539 | 472 | 218
CAT GGATTC C TTG TCT ACT C
68 GCA GAA GGC AAC | 207-226 | GCT TTG GTC CAT | 603-582 | 397 | 215
TAC AAC GG GCATAG TTAG
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3.2.1.8 Gelelektrophorese

Agarose peqGOLD Universal 208153

Peq Lab Biotechnologie, D

Aqua dest.

Kerndl Aqua Bidest, D

Ethidiumbromid 2218.2

Roth, D

Leiter peqGOLD DNA Sizer XIII 25-2171

Peq Lab Biotechnologie, D

Loading-Dye, Blue loading Buffer 6x, 5ml; 25-
2171

Peg Lab Biotechnologie, D

RNase Free Water, 1012888

Qiagen, D

Tris Borate EDTA buffer 10x concentrate,
T4415-4L

Sigma Life Science, USA

3.2.1.9 Software

Adobe Reader Xl

Citavi 5

Cycler Software

Fluor Chem FC2

Microsoft Office 2010, 2016

Randoulette 3.1, LMU

3.2.2 Methoden

3.2.2.1 Uberblick

Wie bereits erwéhnt, wurden im Rahmen der Operation und bei den

postoperativen Kontrolluntersuchungen jeweils Abstriche entnommen.

Folgende Untersuchungen werden mit den Abstrichen durchgefihrt:

DNA-Extraktion
!

Amplifikation verschiedener HPV-Genome mittels GP5+/6+ MultiplexPCR

l

HPV-Genotypisierung

!
RNA-Extraktion

!
cDNA Synthese

!

Amplifikation der spezifischen HPV-Onkogene E6/E7 mittels Nested PCR

Visualisierung der Produkte mit Hilfe einer Gelelektrophorese

!

Auswertung
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3.2.2.2 DNA-Extraktion
Die DNA-Extraktion wurde mit dem QIAamp® DNA Mini Kit von Qiagen
durchgefuhrt.

Vorbereitung:

Nach Herstellerangaben wurde zu Puffer AW 1 einmalig 125 ml 100% Ethanol
und zu Puffer AW 2 einmalig 160 ml Ethanol zugegeben.

Ein Heizblock wurde auf 56°C erhitzt und ein frisches Polytrap 295PE Papier

wurde untergelegt.

Durchfiihrung:

200 pl der Abstrichprobe wurden in ein Reaktionsgefall mit 200 pyl AL Puffer
und 20 pl Proteinase K gegeben und anschlielend gevortext, danach 30
Minuten bei 56°C inkubiert. Daraufhin wurde zu dem Gemisch 200 ul Ethanol
gegeben und die Lésung gut gemischt. Die Lésung wurde auf die Saule
aufgetragen und eine Minute bei 8000 rpm zentrifugiert. Das Sammelgefafd
wurde anschlie3end verworfen und durch ein Neues ersetzt. Nach Zugabe von
500 plI des Waschpuffers 1 wurde eine weitere Minute bei 8000 rpm
zentrifugiert. Wieder wurde das Sammelrohrchen verworfen und nach Zugabe
von 500 pl des Waschpuffers 2 eine Minute bei 8000 rpm zentrifugiert. Durch
zweiminutiges Zentrifugieren bei 14000 rpm wurde der Filter getrocknet. Nach
Zugabe von 80 ul AE-Puffer und einer Inkubationszeit von 5 Minuten bei
Raumtemperatur lag durch erneutes Zentrifugieren von einer Minute bei 8000

rpm die DNA geldst im Reaktionsgefafd vor.

Je 5 ul DNA-Matrize wurden von den DNA-Eluaten fur die GP5+/6+ PCR

eingesetzt.

3.2.2.3 HPV-Genotypisierung

Die HPV-Typisierung basierte auf einem Hybridisierungs-Verfahren, mit dem 27
verschiedene high- und low-risk-HPV-Typen nachgewiesen werden kdnnen. Zu
den identifizierbaren low-risk-HPV-Typen gehéren: 6, 11, 42, 43, 54, 57, 70, 72,
90. Bei den Hochrisikogruppen sind folgende HPV-Typen nachweisbar: 16, 18,
26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73 und 82. Die HPV-
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Typisierung mit Hilfe der Luminextechnologie orientierte sich an den Assays
von Schmitt et al. 2006 und 2008 [157, 158].

Zuerst erfolgte die Amplifikation der verschiedenen HPV-Genome aus den
Zervix-Abstrichen mittels einer PCR. Als Negativkontrolle wurde parallel eine [B3-
Globin spezifische PCR durchgefihrt:

PCR-Programm:

1. Phase: 4 min bei 94°C — initiale Denaturierung
2. Phase: 20 sec bei 94°C — Denaturierung
30 sec bei 38°C — Annealing
80 sec bei 71°C — Elongation
— zu jeweils 40 Zyklen
3. Phase: 4 min bei 71°C — abschlie3}ende Elongation

Zu 10ul PCR-Produkt aus der GP5+/6+ PCR wurden 7ul TE-Puffer pro Well in
eine 96-Well-Platte pipettiert und anschlieBend 33ul Bead-Mix dazugegeben.
Der Bead-Mix besteht aus einem Hybridisierungspuffer und HPV-
typspezifischen  Floureszenz-Oligonukleotidsonden, die mit  Polystyrol-
Kigelchen (=Beads) gebunden sind. Das Gemisch in den Wells der 96-Well-
Platte wurde nun 10 Min bei 95°C erhitzt, um die darin enthaltene

doppelstrangige DNA zu denaturieren.

Hinterher wurden die HPV-typspezifischen Fluoreszenz-Oligonukleotidsonden
fur 35 min bei 41°C an die jetzt einzelstrangige DNA hybridisiert. Nach
einmaligen Waschen mit 100ul Waschpuffer pro Well wurde Streptavidin, das
zur Fixierung der mit den Beads gebundenen hybridisierten DNA-Fragmente
dient, 1:1600 mit einem Farbepuffer verdiinnt und dann zu je 75ul in eine Well
gegeben. In der Folge eines 25-40 min Inkubationsschrittes auf einem
horizontalen Schittler wurde jedes Well abermals mit 100ul Waschpuffer 2x
gewaschen, um im Nachhinein die Fluoreszenzsignale am Biorad-Luminexgerat

photometrisch auswerten zu kénnen.

Die Abfolge einzelner Fluorochrome je Sonde ermdglicht es dem Gerat

insgesamt 27 spezifische HPV-Subtypen zu detektieren.
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Nach der Typisierung wurden die Ergebnisse und die Proben in das
Pathologische Institut der Ludwig-Maximilians-Universitat in  Midnchen
geschickt.

3.2.2.4 RNA Extraktion

3.2.2.4.1 Prinzip
Durch die Gewinnung von reiner und intakter RNA aus den Gewebeproben
kénnen molekularbiologische Untersuchungen der Genexpression durchgefuhrt

werden.

Durch den Vorgang der Homogenisierung werden die Nukleinsduren und

Proteine sowie weitere intrazellulare Bestandteile zuganglich gemacht.

Trizol® ist eine monophasische Mischung aus Guanidinisothiocyanat und
Phenol und dient dazu, Zellen und Gewebe direkt zu lysieren und gleichzeitig

RNA zu stabilisieren, indem sie vor abbauenden RNasen geschutzt wird.

Chloroform denaturiert und préazipitiert Proteine. AuRerdem kommt es nach
Zugabe von Chloroform zur Auftrennung des monophasigen Trizols in drei
Dichte-bedingte Phasen. Die RNA befindet sich in der oberen wassrigen Phase,
wahrend Proteine und DNA in der intermediaren, organischen Phase vorliegen
und die reine DNA in der unteren, rosagefarbten Phase verbleibt. Die RNA kann

nun selektiv von der DNA abpipettiert werden.
Um die RNA zu fallen, wird Isopropanol zugegeben.

Die Konzentration von wassrigen RNA-L6sungen wurde photometrisch bei einer
Absorption von 260 nm ermittelt. Die Reinheit und Qualitdt der RNA wurde
anhand des A260/A280-Quotienten eingeschatzt und ermdglicht eine Aussage
Uber eventuelle Kontaminationen der RNA mit DNA, bzw. mit
Mikrofremdpartikeln. Eine Ratio von 1,7 - 2,3 spricht fur eine reine

Ribonukleinsdurelésung.
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3.2.2.4.2 Durchfuhrung
Da die als Einzelstrang vorliegende RNA sehr anfallig gegentber abbauenden
RNasen ist und leicht degradiert, mussten gesonderte RNase freie Losungen

und Reaktionsgefalie verwendet werden.
In allen folgenden Versuchsreihen wurden die Proben auf Eis gelegt.

Die Gewebeproben wurden 5 min zentrifugiert, damit sich das Zell-Gewebe als
Pellet im 15 ml Falcon-Rohrchen anlegt und somit durch Dekantieren vom

Transportmedium getrennt werden konnte.

a) Homogenisierung/ Phasentrennung

Nach Hinzugabe von 1ml Trizol wurden die Zellen durch wiederholtes Auf- und
Abpipettieren lysiert. Danach folgte eine 5-minltige Inkubation Dbei

Raumtemperatur um die Zellen zu homogenisieren.

Hinzu kamen 200 pl Chloroform, die Mixtur wurde 15 Sekunden durchmischt
und anschlieBend 2-3 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nachdem fir 15 min
bei 4°C wund 12000g =zentrifugiert worden ist, lagen die gel6sten

Zellkomponenten in den wie oben genannten Phasen vor.

Die wassrige und farblose obere Phase enthélt die RNA, die in ein steriles,
gefrierfestes Tube Uberfuhrt wurde, ohne dabei die proteinhaltige Interphase zu
tangieren. Die untere rotliche Phase, in der DNA enthalten ist, und die

Interphase wurden verworfen.

b) RNA Ausfallung

Zu der isolierten RNA wurden 500 pl Isopropanol gegeben und nach kurzem

Vortexen fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach 10 min Zentrifugieren bei 4°C und 12000g, formt die RNA ein Pellet am

Boden des Tubes.

Der komplette Uberstand wurde entfernt und 1ml 75% Ethanol in das Tube
pipettiert. Nach erneutem Vortexen wurde die Probe 5 min bei 4°C und 75009
zentrifugiert. Nachdem der Alkohol wieder entfernt worden ist, wurden die
Proben 5 min bei maximaler Geschwindigkeit und mit offenen Deckeln in der
Vakuumzentrifuge zentrifugiert, um ein Verdampfen des Restalkohols zu



38 Patientinnen, Material und Methoden

erreichen. Mit 30 pl RNase freiem Wasser wurde die RNA wéahrend der
Inkubation bei 55-60°C fur 10 Min gel6st.

¢) Bestimmung der RNA Konzentration

Eine Eichung des Photometers mit RNase freien Wasser wurde vor der ersten
Messung durchgefuhrt.

Von jeder RNA Probe wurden 1,2 ul zur photometrischen
Konzentrationsmessung verwendet. Damit in den folgenden Experimenten von
jeder Probe die mdglichst gleiche Menge RNA eingesetzt wurde, ist die

Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration eine entscheidende Messung.

Fur alle weiteren Experimente wurden nur reine Nukleinsaurelésungen

verwendet, die gemal den Qualitatsrichtlinien eine Ratio

260/280nm= 1,7 — 2,3 aufwiesen.

Die RNA wurde anschliel3end bei -80°C gelagert.

3.2.2.5 cDNA Synthese

3.2.2.5.1 Prinzip

In diesem Schritt wurde die RNA mit Hilfe einer Reversen Transkriptase in
cDNA umgeschrieben, die im Anschluss als Ausgangsmaterial fur eine PCR
genutzt wurde. Die Reverse Transkriptase ist eine RNA-abhangige DNA-
Polymerase, die in E.coli exprimiert wird und bis zu 14 kb lange cDNA Produkte

synthetisieren kann.

Als Primer wurde der unspezifisch bindende Random Hexamer Primer
verwendet, eine Mischung verschiedener Oligonukleotide aus sechs
zusammengesetzten Basenpaaren. Diese lagern sich komplementar an den

RNA-Strang an und bilden die Startpunkte fur die Reverse Transkriptase.
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3.2.2.5.2 Durchfuhrung
Die Umschreibung der RNA in cDNA wurde entsprechend den Angaben des
Herstellers mit dem Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit von Roche

durchgefuhrt.

Vor dem Gebrauch wurden alle Reagenzien aufgetaut und kurz anzentrifugiert.

Wahrend der Herstellung wurden alle Reagenzien auf Eis gekuhilt.

Anhand der zuvor gemessenen RNA Konzentration wurde durch
entsprechendes Verdinnen mit RNAse freiem Wasser eine Konzentration von
1000ng pro 10pl eingestellt. Das totale RNA Volumen und RNase freies Wasser

ergaben den Template-Mix (flr eine Reaktion):

Reagenz | Volumen
Total RNA | variabel
Water variabel
Total 10 pl

Folgende Komponente wurden fur den MasterMix (fir eine Reaktion) in ein

steriles, Nuklease freies PCR Tube pipettiert:

Reagenz Volumen (ul)
Hexamer Primer 2

Puffer 4

RNAse Inhibitor 0,5

dNTPs 2
Transkriptase 0,5

Total 9

Der MasterMix und der Template-Primer Mix wurden in 02 PCR-stripes

vorsichtig vermischt und kurz zentrifugiert.

Anschliel3end wurden die PCR-stripes im Thermo Cycler inkubiert:

1. Annealing der Primer an das RNA-Template: 10 min bei 25°C
2. cDNA-Synthese: 30 min bei 55°C
3. Denaturierung des Enzyms: 5 min bei 85°C
4. Schutz vor Degradation: « bei 4°C

Die Gesamtdauer der Inkubation betrug 45 Minuten.
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3.2.2.6 Amplifikation der spezifischen HPV-Onkogene E6/E7 mittels
nested PCR

3.2.2.6.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)
a) Prinzip

Die Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) ist eine
Methode zur Amplifizierung spezifischer DNA-Sequenzen durch eine in vitro
durchgefiihrte DNA-Replikation.

Beliebiges genomisches Material kann dabei exponentiell vervielfacht werden.

Bestandteile: - DNA-Matrize (Template)
- thermostabile DNA-Polymerase
- Forward- und Reward-Primer
- dNTPS
- MgCl,
Ablauf:
Das Reaktionsverfahren besteht aus 40 Zyklen, wobei jeder Zyklus aus drei

Teilschritten besteht:

- Denaturierung: Auftrennung der DNA-Matrize in Einzelstréange durch
Losen der Wasserstoffbriickenbindungen durch Erhitzen (95°C)

- Annealing: Das Primerpaar, bestehend aus Oligodesoxyribonukleotide,
lagert sich an den komplementéren Bereich des passenden DNA-
Einzelstranges und ermdglicht damit die Replikation. Die Temperatur ist
abhangig von der Primer Schmelztemperatur.

- DNA-Synthese: die DNA-Polymerase verlangert die Primer an ihrem
freien 3’-OH-Ende mit Hilfe von dNTPs bei einem Temperaturoptimum
von 72°C.

b) Durchfiihrung

Die folgenden Arbeitsschritte wurden auf sterilen Arbeitsflachen durchgefuhrt,
um Kontaminationen zu vermeiden. Alle Reagenzien wurden wéahrend des

Pipettierens auf Eis gelegt.

Pro Tube wurden 9 ul MasterMix und 1 pl cDNA in PCR-Stripes pipettiert.
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Der MasterMix enthielt pro Probe folgende Komponenten:

Reagenz Konzentration | Volumen (ul)
Puffer + dNTPs 10x 1
Spezifische Primer forward 10uM 3
Spezifische Primer reverse 10uM 1
RNase freies Wasser 1
Taqg Polymerase 5U/ul 3
Total 9
+ 1ul cDNA 10

Die Anzahl der Stripes richtete sich nach der Anzahl der zu untersuchenden

Patientenproben.

Bei jedem PCR-Ansatz wurden Negativkontrollen mitgefiihrt, bestehend aus

allen PCR-Komponenten, ausgenommen der DNA.
Pro Patientin wurden folgende Primer ben6tigt:

- KRT 13 (Referenzgen)

- RPLPO (Referenzgen)

- spezifische externe E6/E7 Primer des jeweiligen HPV-Subtypen
Da die Referenzgene konstant exprimiert werden und nicht internen oder
externen regulatorischen Einflissen unterliegen, dienen sie dazu die
Unversehrtheit der extrahierten RNA und der synthetisierten cDNA als

Template, sowie die Funktionalitat des PCR-Programmes zu beweisen.

Folgende high-risk-HPV-Primer stehen zur Verfigung: 16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 58, 66.

Nach kurzem Vortexen und Zentrifugieren wurden die PCR-stripes flr

folgendes Amplifizierungsprogramm im Thermocycler inkubiert:

PCR-Programm:

1. Phase: 10 min bei 95°C — initiale Denaturierung

2. Phase:

20 sec bei 95°C
20 sec bei 56°C
20 sec bei 72°C

— zu jeweils 40 Zyklen

3. Phase:

5 min bei 72°C
© bei 4°C

— Denaturierung
— Annealing
— Elongation

— abschliel}ende Elongation
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3.2.2.6.2 Nested PCR
a) Prinzip

Ziel der nested PCR ist die Steigerung der Produktspezifitat und die

Vermeidung der Amplifikation unspezifischer Nebenprodukte der ersten PCR.

Die erste PCR amplifiziert DNA mit externen Primern, wohingegen die
darauffolgende nested PCR interne Primer verwendet. Das Produkt der ersten
PCR wird als Template fur die nested PCR benutzt.

Unspezifische Produkte der ersten PCR weisen kaum komplementéare
Sequenzen fur interne Primer auf und stehen somit nicht mehr als Template der
nested PCR zur Verfigung. Damit erhéht sich die Spezifitdt und Empfindlichkeit
der DNA-Amplifikation enorm.

b) Durchfiihrung

2 pl des Reaktionsprodukts der ersten PCR wurden als Template fir die nested

PCR verwendet und mit 8l MasterMix vermengt und zentrifugiert.

Als Negativkontrollen wurden Ansatze mit allen nested PCR-Komponenten,

aber ohne DNA verwendet.

Die Praparation des MasterMix fiir die nested PCR wurde nach dem gleichen
Schema wie fir die erste PCR durchgefihrt. Nur die Primer wurden so gewahlt,
dass eine HPV-Subtyp-spezifische Sequenz des E6 und E7 Gens amplifiziert
wurde. Das PCR-Programm entsprach dem der ersten PCR.

3.2.2.7 Gelelektrophorese

3.2.2.7.1 Prinzip der Gelelektrophorese
Die Gelelektrophorese dient zur Trennung geladener Teilchen (wie DNA-

Fragmente) nach ihrer Ladung und Grél3e in einem elektrischen Feld.

Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgt proportional zum negativen

dekadischen Logarithmus ihrer Grol3e.

Die negativen Ladungen der Phosphatgruppe der DNA wandern zur Anode.
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Durch Anderung der Agarosekonzentration variiert die PorengroRe der Gele,
d.h. je kleiner die zu trennenden Fragmente sind, desto hoher muss die

Agarosekonzentration sein.

Damit es zu keiner Diffusion der Proben im TBE-Puffer kam, wurde zu jeder
Probe ein Loading Dye mit Bromphenolblau gegeben, der zur Beschwerung der

Proben diente.

Das Ethidiumbromid fungierte als Fluoreszenzfarbstoff zur Anfarbung der
Nukleinséduren. Es schiebt sich zwischen die Basen der Nukleinsauren und
erscheint nach Anregung mit UV-Licht als leuchtende Bande.

Die Banden bestehen aus DNA-Fragmenten ahnlicher Lange.

3.2.2.7.2 Durchfuhrung der Gelelektrophorese
a) Herstellung des TBE-Puffers

In einen 5 Liter Kanister wurden 4500 ml Aqua dest. mit 500 ml TBE (10x)

vermischt, um ein Verhaltnis von 1:10 zu erreichen.

b) Herstellung des 2% Agarosegels

Zur Herstellung des Agarosegels wurden 2 g Agarose mit 100 ml TBE 1x Puffer
solange bei 900 W in der Mikrowelle aufgekocht bis das Gemisch transparent
wurde. Bevor das Gel aushartet, wurde als Farbstoff 3 pl Ethidiumbromid zum
flissigen Agarosegel gegeben und darin durch vorsichtiges Schwenken des
Kolben vermengt. Das Gel wurde danach in einen Tischbehélter mit zwei
Kammen (2x20 well, 1,0 mm) gegossen, die die Taschen fir die spatere

Beladung mit den Proben bildeten.

c) Ablauf der Gelelektrophorese

Das vollstandig ausgehartete Gel wurde nun in eine Gelelektrophoresekammer

gelegt und vollstdndig mit TBE-Puffer bedeckt. TBE diente als Laufpuffer.

Zur Abschatzung der Lange und Gro6l3e der isolierten Nukleinsaure wurde in die
erste und letzte Tasche jeweils 7 ul DNA-Marker (peq Gold DNA-Sizer XIII)
pipettiert.
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Zu jedem PCR Produkt wurde 1 pl Loading Dye (6x) zugesetzt und im

Anschluss in die Taschen im Gel pipettiert.

Die Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von 120 V fur ca. 50 Minuten.

3.2.2.7.3 Auswertung

Mit Hilfe des Kamerasystems Multi Image Light Cabinet Filter wurde das Gel

abfotografiert und ausgewertet.

Durch Vergleich der Laufstrecke der DNA-Fragmente mit dem Standard (siehe

Abbildung 3.3) lief3 sich die Lange des Fragments ablesen.

Aus der Differenz der bekannten Gesamtlange der DNA und der E6 Intron-

Lange resultierte die Lange der gesplei3ten Bande (mMRNA) und diente somit

als Nachweis eines gespleil3ten HPV E6 und E7 Onkogen-Transkriptes (siehe

Tabelle 3.1). Unter allen untersuchten HPV-Typen ist HPV 16 der einzige

Genotyp, der zwei Splicingvarianten aufweist und somit zwei Banden zeigt. Die

restlichen HPV-Subtypen besitzen nur eine gespleil3te Bande.

HPV 16 18 | 31 | 33 |35 |39 | 45 |51 |52 |56 | 58 | 59 | 66 | 68
DNA 406 322 [ 391 | 369 | 418 | 394 | 394 | 502 | 448 | 458 | 408 | 497 | 472 | 397
[bp]

Intron | 182 [ 299 | 182 | 202 | 277 | 182 | 182 | 182 | 224 | 277 | 254 | 277 | 398 | 254 | 182
[bp]

MRNA | 224 | 107 | 140 [ 189 | 92 | 236 | 212 | 212 [ 278 | 171 | 204 | 131 | 99 | 218 | 215
[bp]

Tabelle 3.1 Lange der Amplifikate (nach [108])

Zur weiteren Bearbeitung und zur Dokumentation wurden die Fotos der

Agarosegele auf einem Computer gespeichert.
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Abbildung 3.3 Die Legende zum verwendeten GroRRenstandard vom Hersteller Peq Lab

Biotechnologie

M V21038 V21040 V21046 V21048 V1 7014

V1 7015 V17016 V17017 \/2 7010
51 589 ¢ r 16 ¢ r 16 c 16 31 5659 68 ¢ r

Abbildung 3.4 Produkte der nested PCR liefern mittels Gelelektrophorese den Nachweis
in welchem transkriptionellen Zustand die mRNA der high-risk-HPV-Subtypen vorliegt



46 Patientinnen, Material und Methoden

3.2.2.8 Statistische Auswertung

Die Daten der prospektiven, randomisierten, einfach verblindeten
Longitudinalstudie wurden mit dem Statistikprogramm SAS 9.4 fur Windows
(SAS Institute, Cary, NC, USA) und dem Tabellenkalkulationsprogramm Excel
2010 ausgewertet.

Zur graphischen Darstellung der Ergebnisse wurde Excel 2010 verwendet. Die

Boxblotdarstellung wurde mit Excel 2016 angefertigt.

Um Zusammenhange zweier oder mehrerer Variablen zu analysieren, wurden

der Chi-Quadrat-Test und der exakte Fisher Test angewendet.

Fir die verwendeten statistischen Tests wurde ein Zusammenhang als

signifikant angenommen, wenn der p-Wert kleiner 0,05 war.

3.2.2.9 Genehmigung der Studie durch die Ethik-Kommission
Eine Genehmigung durch die Ethik-Kommission der Universitat Minchen liegt

vor. Projektnummer: 275-14 (Vorsitz: Prof. Dr. Wolfgang Eisenmenger)
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4 Ergebnisse

Insgesamt wurden 100 Patientinnen operiert, die aufgrund von hochgradigen
Zervixdysplasien im Zeitraum von September 2014 bis Dezember 2016 von
einem niedergelassenen Gynakologen im Rahmen von regularen

Kontrolluntersuchungen tGberwiesen wurden.

Die 100 Patientinnen wurden in Dysplasiezentren aus ganz Deutschland
rekrutiert (siehe Abbildung 4.1).

Insgesamt 100
Ulm
Wolfsburg
Stralsund
Regensburg
MvZ 9
Minster 0
Kiel 9
Hannover 16
Hamburg
Dusseldorf
Berlin
Bad Saarow
Aachen
LMU 66

0 20 40 60 80 100 120

o O O O

o O O O o

Teilnehmerinnen

Abbildung 4.1 Ubersicht der eingeschlossenen Patientinnen der einzelnen

teilnehmenden Zentren

Fur die vorliegende prospektive Multizenterstudie wurden insgesamt 120
Patientinnen rekrutiert. Zwischen dem Zeitraum der Rekrutierung und der
Konisation wurden 20 Patientinnen ausgeschlossen, da sie nicht mehr die
Einschlusskriterien erfullten. Die verbliebenen 100 Patientinnen wurden nach

der durch Randomisierung zugeteilten OP-Methode konisiert.

Die Abbildung 4.2 illustriert die Anzahl der teilnehmenden Patientinnen zu

jedem Untersuchungsintervall.

Aufgrund der erschwerten Rekrutierung wurde die Studie nach zwei Jahren
abgebrochen.



48 Ergebnisse

préaoperativ
n=120

lost to follow-up n = 20

Y

intraoperativ
n =100

keine Angabe n =2

A 4
Nachweis der

transkriptionellen Aktivitat
n=>51

Konusvolumen
n=98

Y

Kontrolle postoperativ 6M
n =100

lost to follow-up n = 17
Rekonisation n = 3

Y

Kontrolle postoperativ 12M
n=280

Abbildung 4.2 Flowchart der eingeschlossenen Patientinnen zu den einzelnen Besuchen

4.1 Altersstruktur der Patientinnen

Die Altersverteilung der 100 untersuchten Patientinnen lag zum Zeitpunkt der

Konisation zwischen 23 und 47 Jahren.

Keine der eingeschlossenen Studienteilnehmerinnen war zum Zeitpunkt der
Operation junger als 20 Jahre. 40 Patientinnen waren im Alter zwischen 20 und
29 Jahren. 56 Patientinnen wurden zwischen 30 und 39 Jahren operiert.

Zwischen 40 und 50 Jahren gab es nur 4 Teilnehmerinnen.

Der gesamte Altersdurchschnitt aller Studienteilnehmerinnen lag bei 31,4

Jahren.

14

[iny
N

=
o

Anzahl der
Patientinnen

O N B~ O

212223242526272829303132333435363738394041424344454647484950
Alter der teilnehmenden Patientinnen zum Zeitpunkt der Konisation

Abbildung 4.3 Altersverteilung aller Studienteilnehmerinnen zum Zeitpunkt der

Konisation
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4.2 Primares Zielkriterium: HPV Test pra- und postoperativ

Patientinnen, die zur Gruppe der herkdmmlichen Hochfrequenzschlingen-
konisation (= LLETZ) gehorten, hatten im Rahmen der regularen Nachsorge-
untersuchung nach einem Intervall von 6 Monaten, in 78% (39/100) der Félle
ein negatives HPV-Testergebnis. Die gezielte Resektion lediglich der
kolposkopisch auffalligen Lasion (= lesion only) erzielte bei 80% (40/100) der
Patientinnen nach 6 Monaten ein negatives HPV-Testergebnis. Im Intervall
nach 12 Monaten postoperativ hatten 92% der Patientinnen der lesion only
Gruppe und 88% der Patientinnen der LLETZ Gruppe ein negatives high-risk-
HPV-Testergebnis.

negativer HPV-Test
LLETZ 39 78%
Postop 6M lesion only 40 80%
LLETZ 37 88%
Postop 12M lesion only 35 92%

Tabelle 4.1 Vergleich der HPV-Testergebnisse im gesamten Patientinnenkollektiv in
Abhé&ngigkeit von der Zuordnung der OP-Methode

Postop 6M
LLETZ
lesion only
0% 20% 40% 60% 80% 100%
H positiv = negativ
Postop 12M
LLETZ
lesion only
0% 20% 40% 60% 80% 100%
W positiv @ negativ

Abbildung 4.4 Vergleich der HPV-Testergebnisse in Abhangigkeit von der Zuordnung der
OP-Methode
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4.3 Sekundare Zielkriterien: Zytologie und Histologie pra- und

postoperativ

4.3.1 Prévalenz und Vergleich der pra- und postoperativen zytologischen

Befunde

Im Folgenden werden die pra- und postoperativen zytologischen Ergebnisse

anhand der Zuteilung der beiden OP-Methoden aufgezeigt.

Pap | Pap | Pap Pap Pap Pap Total
I/lla lip lip D1 iD2 | IVa-p
, 0 0 1 1 11 37 50
Praop
0% 0% 2% 2% 22% 74% | 100%
LLETz |Postop 35 5 3 6 0 1 50
6M 70%| 10% 6% 12% 0% 2% | 100%
Postop 30 4 0 7 0 0 41
12M 73%| 10% 0% 17% 0% 0% | 100%
, 1 0 3 1 13 32 50
Praop
2% 0% 6% 2% 26% 64% | 100%
lesion Postop 31 11 1 2 3 2 50
only 6M 62% | 22% 2% 4% 6% 4% | 100%
Postop 34 3 0 1 0 1 39
12M 87% 8% 0% 3% 0% 3% | 100%

Tabelle 4.2 Pra- und postoperative Verteilung der zytologischen Befunde in Abhangigkeit

von der OP-Methode

LLETZ
C100%
S 90%
£ 80%
& 70% -
F 60% -
5 S50% -
S 40% -
L 30% -
c
< 20% -
QL 10% -
©
3 0% -
c
2 ¥R @A
o er Q{b ’bQ o N
s < R QT QP Qq&
Ergebnisse der zytologischen
Abstriche
EPraop ®mPosto osto
Praop mPostop 6M = Postop 12M

lesion only
ClOO%
L 90%
£ 80%
& 70%
g 602/0 .
r 50% -
D 40% -
o 30% -
c
< 20% -
S 10% -
S o%
o
¥ R KR LR
! SN
5 T ¢ T R QR
Ergebnisse der zytologischen
Abstriche
EPraop m=Postop 6M Postop 12M

Abbildung 4.5 Graphische Einteilung der zytologischen Befunde nach OP-Methode im

gesamten Studienkollektiv
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Préoperativ wurden nur Patientinnen mit einem positiven HPV-Test fir die
Hochrisikogruppen und histologisch gesicherter CIN 1l in die Studie

aufgenommen.

Bei der OP-Methode nach LLETZ hatte keine Patientin einen unaufféalligen
Zytologie-Befund, im Sinne eines Pap I/lla. Unter der lesion only Gruppe gab es

eine Patientin mit einem unauffalligen zytologischen Befund.

Die meisten Patientinnen erhielten die Diagnose einer hochgradigen
Zellveranderung im Sinne eines Pap IV a-p: LLETZ 74% (37/50) und lesion only
64% (32/50).

6 Monate postoperativ hatten 70% der Patientinnen, die nach LLETZ operiert

wurden, einen unauffalligen Pap-Abstrich (Pap I/lla: 35/50), Pap llp kam bei
10% (5/50) der Patientinnen vor. 62% der Patientinnen (31/50), die nach der
modifizierten lesion only OP-Methode therapiert wurden, erhielten eine
unauffalligen Pap I/lla Abstrich. Einen Pap IV a-p Abstrich konnte in der LLETZ
Gruppe bei einer Patientin und nach der lesion only Methode bei zwei

Patientinnen nachgewiesen werden.

12 Monate postoperativ hatten Patientinnen der lesion only Gruppe mit 87%

(34/39) unauffalligen Pap-Abstrichen (Pap I/lla) ein besseres zytologisches
Ergebnis als die LLETZ Gruppe mit 73% (30/41).

Eine Patientin, die die modifizierte Konisation erhielt, wies weiterhin einen Pap
IVa-p Abstrich auf.

4.3.2 Vergleich der histologischen Befunde pré-, intra- und postoperativ

Haupteinschlusskriterium war neben dem HPV-Test unter anderem die

praoperativ histologisch gesicherte CIN llI.

Intraoperativ konnte im OP-Praparat in der LLETZ Gruppe von vorher 50
(100%) Patientinnen noch bei 46 (92%) Patientinnen eine CIN Ill diagnostiziert
werden. Bei 4% (2/50) der Patientinnen zeigte sich zum Zeitpunkt der

Konisation die Diagnose einer CIN | und bei weiteren 4% eine CIN II.
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In der lesion only Gruppe hatten von insgesamt 50 Patientinnen intraoperativ
68% (34/50) eine CIN Il Lasion. Bei 14% der Patientinnen wurde im OP-

Praparat eine CIN | und bei 10% eine CIN Il diagnostiziert.

Bei der Nachsorgeuntersuchung nach 6 und 12 Monaten wurde lediglich bei
kolposkopischen Auffélligkeiten eine histologische Sicherung durchgefihrt. In

beiden Gruppen gab es jeweils eine Patientin die 6 Monate nach der Konisation

histologisch nachgewiesen eine CIN Il aufwiesen und im Verlauf eine
Rekonisation erhielten. 86% der Patientinnen (43/50) waren nach der LLETZ
Methode und 88% der Patientinnen (44/50) waren nach der lesion only

Methode dysplasiefrei.

10% der Patientinnen (5/50) der LLETZ Gruppe und 6% der Patientinnen (3/50)
der lesion only Gruppe wurden nach 6 Monaten eine CIN | L&asion
diagnostiziert. Eine mittelgradige Dysplasie (CIN II) wiesen 2 (4%) Patientinnen

der lesion only Gruppe und eine (2%) Patientin der LLETZ Gruppe auf.

12 Monate postoperativ waren 93% der Patientinnen (39/42) der LLETZ Gruppe

und 100% der Patientinnen der lesion only Gruppe ohne Nachweis einer

Dysplasie.

Eine CIN | Lasion kam bei 5% der Patientinnen (2/42) nach der radikaleren OP-
Methode (LLETZ) und bei keiner der Patientinnen nach der modifizierten OP-
Methode (lesion only) vor. Die Diagnose einer CIN 1l Lasion ein Jahr
postoperativ erhielten 2% der Patientinnen (1/42) der LLETZ Gruppe und keine

der Patientinnen der lesion only Gruppe.

12 Monate postoperativ kam bei beiden OP-Gruppen keine CIN Il Lasion vor.

LLETZ lesion only Total
CIN | CIN I CIN Il keine CIN | CIN I CIN 11l keine
. 50 50
0, 0, 0, 0, 0, 0,
Praop 0 (0%) | 0 (0%) (100%) 0(0%)| 0(0%)| O (0%) (100%) 0(0%)| 100
46 34
0, 0, 0, 0, 0, 0,
Intraop 2 (4%) | 2 (4%) (929%) 0 (0%) | 7 (14%) | 5 (10%) (63%) 4(8%)| 100
Postop 43 44
M 5(10%) | 1(2%)| 1 (2%) (86%) 3(6%)| 2(4%)| 1(2%) (88%) 100
Posto 39 38
Y P 2(5%)| 12%)| 000%)| (gg00| 0(0%)| 0(0%)| 0(0%)] ;5000 | 80

Tabelle 4.3 Ubersicht der histologischen Auswertungen pra-, intra- und postoperativ
anhand der OP-Methode
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Abbildung 4.6 Graphische Gegeniiberstellung der beiden OP-Methoden aufgeteilt nach
den histologischen Befunden pré-, intra- und postoperativ

4.4 \Neitere Vergleichsparameter

4.4.1 Resektionsrander

In dieser Auswertung werden die beiden OP-Methoden hinsichtlich der

Beurteilung der Resektionsrander aufgefuhrt.

Bei der klassischen LLETZ wurde in 92% der Féalle eine Resektion im

Gesunden (in sano) erzielt.

lesion only

LLETZ

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Hin sano M®non in sano

Abbildung 4.7 Gegenilberstellung der ermittelten Resektionsrander der jeweiligen OP-
Methode
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Die gezielte Resektion lediglich der kolposkopisch auffalligen Lasion (lesion
only) ergab in 80% der Gewebeproben das Resultat einer Entfernung von

resektionsfreien Randern (in sano).

LLETZ lesion only
in sano 46 92% 40 80%
non in sano 4 8% 10 20%

Tabelle 4.4 Gegenlberstellung der histologisch untersuchten Resektionsréander beider
OP-Methoden

Resektion in sano non in sano Total
HPV Test 6M |positiv negativ positiv negativ
10 36 1 3 50
LLETZ 20% 72% 206 6% 100%
lesion only 8 32 2 8 S0
16% 64% 4% 16% 100%
Total 18 68 3 11 100
18% 68% 3% 11% 100%

Tabelle 4.5 Darstellung des Zusammenhangs zwischen der intraoperativen
histopathologischen Beurteilung und den Ergebnissen des HPV-Test 6 Monate

postoperativ

Tabelle 4.5 stellt dar, ob der intraoperative histopathologische Befund mit den
HPV-Testergebnissen 6 Monate postoperativ korreliert. Anhand der Tabelle liel3
sich kein Zusammenhang zwischen einer non in sano Resektion und einem

postoperativ haufiger auftretenden positiven high-risk-HPV-Test eruieren.

4.4.2 Konusvolumina

Die Volumenmessung des Praparats erfolgte unmittelbar postoperativ in einem
mit NaCl gefilltem Gefal3 (z.B. 15ml Falcon Tube, bei groiem Konus auch
50ml). Die Differenz des Flussigkeitsspiegels ergab das Konusvolumen in ml.
Der Mittelwert aller Konusvolumina der LLETZ war 1,97 ml, wohingegen bei der
gezielten Resektion der Lasion der Mittelwert 1,02 ml betrug.

Mit dem Boxblot in Abbildung 4.9 wurden die Ausrei3er den beiden OP-
Methoden gegenubergestellt. Die operative Radikalitat und damit verbunden die

GrolRe des Konusvolumen richtete sich nach dem Ausmalf der Lasion.
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lesion only

LLETZ

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50

m Durchschnitt

Abbildung 4.8 Vergleich der Konusvolumina beider OP-Methoden

[ LLETZ M lesion only

Abbildung 4.9 Werte der Konusvolumina beider OP-Methoden in Boxblotdarstellung
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45 Molekularbiologische Zusatzuntersuchungen

4.5.1 Genotypisierung

4.5.1.1 Pravalenz und Vergleich der HPV-Subtypen intra- und postoperativ
Von 100 Patientinnen wurden intra- und postoperativ Abstriche auf das
Vorkommen von 14 HPV-Subtypen (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59, 66, 68) untersucht.

Der am héaufigsten nachgewiesene high-risk-HPV-Subtyp zum Zeitpunkt der

Operation war im gesamten Patientenkollektiv HPV 16, der bei 49% (66/134)
der gesamten Abstrichproben gefunden wurde. Der zweithaufigste HPV-Subtyp
war HPV 31 mit 10% (13/134) und der dritthaufigste Subtyp HPV 59 mit 7%
(9/134) unter allen Patientinnen. Bei 5% (7/134) der Abstriche war intraoperativ
kein HPV-Subtyp nachweisbar.

Postoperativ war ohne Berticksichtigung der OP-Methode HPV 16 mit 18%
(17/95) nach 6 Monaten und mit 13% (8/61) nach 12 Monaten der haufigste
Subtyp der gesamten Abstriche. HPV 31 und 59 wurden 6 Monaten jeweils
gleich haufig nachgewiesen (5% (5/95)). Ein halbes Jahr spater blieb der HPV-
Subtyp 59 der zweithaufigste Subtyp mit 7% (4/61). Nach chirurgischer
Intervention konnte nach 6 Monaten in 53% (50/95) der Abstriche und nach 12
Monaten in 57% (35/61) der Abstriche kein HPV-Subtyp mehr detektiert

werden.
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Abbildung 4.10 Schematische Haufigkeitsverteilung der einzelnen HPV-Subtypen im

intra- und postoperativen Vergleich ohne Beruicksichtigung der OP-Methode

16 18 31 33 35 39 45 51
66 3 13 5 2 5 4 6
Intraop
49% 2% 10% 4% 1% 4% 3% 4%
17 1 5 0 1 3 2 3
Postop 6M
18% 1% 5% 0% 1% 3% 2% 3%
8 1 0 2 0 3 1 1
Postop 12M
13% 2% 0% 3% 0% 5% 2% 2%
52 56 58 59 66 68 NN Total
7 3 1 9 3 0 7 134
Intraop
5% 2% 1% 7% 2% 0% 5% 100%
1 4 1 5 1 1 50 95
Postop 6M
1% 4% 1% 5% 1% 1% 53% 100%
0 2 1 4 2 1 35 61
Postop 12M
0% 3% 2% 7% 3% 2% 57% 100%

Tabelle 4.6 intra- und postoperative Gegenuberstellung der Haufigkeitsverteilung der

einzelnen HPV-Subtypen

Aus der Abbildung 4.10 und der Tabelle 4.6 wird deutlich, dass der Prozentsatz

an nachweisbaren HPV-Subtypen nach chirurgischer Intervention bei allen
HPV-Subtypen abgenommen hat. Lediglich bei den HPV-Subtypen 58 und 68

konnte nach der Operation keine Abnahme der Préavalenz beobachtet werden.
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LLETZ lesion only
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Abbildung 4.11 Anzahl der HPV-Subtypen, die zu den drei Untersuchungszeitpunkten im
Vergleich zu den beiden OP-Methoden gleichzeitig nachgewiesen werden konnten

Abbildung 4.11 veranschaulicht, wie viele HPV-Subtypen zum Zeitpunkt der
Operation und den beiden Nachsorgeuntersuchungen 6- und 12- Monate

postoperativ gleichzeitig in einem Abstrich vorlagen.

Zu sehen ist;, dass das HPV-Spektrum mit zunehmendem
Beobachtungszeitraum abnahm. Bei beiden OP-Methoden war intraoperativ die
Infektion mit 4 HPV-Subtypen die haufigste Anzahl an gleichzeitig
vorkommenden Subtypen. 6 Monate postoperativ war in der lesion only Gruppe
mit 5 gleichzeitig vorkommenden HPV-Subtypen die gré3ite Summe an HPV-
Subtypen in einem Abstrich. Im Abstrich 12 Monate postoperativ war bei beiden
OP-Methoden die gleichzeitige Infektion mit 3 HPV-Subtypen die gro3te Anzahl
an HPV-Subtypen.

4.5.1.2 Korrelation zwischen HPV-Persistenz und auffalliger Zytologie
postoperativ und dem vorbestehenden HPV-Subtypen

Bei dieser Auswertung wurde nachverfolgt, welche Auswirkung der

typenspezifische HPV-Nachweis auf die zytologischen und histologischen

Befunde im Rahmen der Kontrolluntersuchung 6 Monate postoperativ hat.

AuRerdem bietet die Tabelle 4.7 einen Uberblick der gesamten Befunde des

Kollektivs zum Zeitpunkt 6 Monate postoperativ.
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HPV - Subtyp 16 18 31 33 35 39 45 51 52 56 58 59 66 68 NN |Total

HPV Testergebnis 95 100%
positiv 10 0 3 012 2 2 2 0 3 1 3 0 1 2|30 32%
negativ 7.1 2 1 1 1 2 1 0 48|65 68%
Zytologie Befund 95 100%
Pap I/lla 8 1.3 0 1 1 1 1 1 2 1 3 1 1 37|62 65%
Pap llp 2 0 1 0 01 12 0 0 O 0O 1 0 0 9|15 1%
Pap llip 4 0 0 0O OOOO OO 2 0 0 0 0 0|6 6%
Pap 11ID1 1 0 0 00O 0O O1 0O 0O 0 0 0 0 4|, 6 6%
Pap 11ID2 0 000 0O 1 01 00 01 0 0 03 3N
Pap IVa-p 2 0 1 00 OO 0O 0O 0O 0 0 0 0 03 3%
Grad der Dysplasie 95 100%
CIN | 20 00 1 1 0 0 0 2 0 2 0 0 2|10 1%
CIN I 301 0 0 O0OO0OO0OO0ODI11ITO01 0 1 07 7%
CIN 1l 1 01 0 0 0O O 1 0O 0O 0O 0O O 0 0|3 3%
keine Dysplasie 11 1 3 0 0 2 2 2 1 1 1 2 1 0 48|75 7%

Tabelle 4.7 Vergleich der morphologischen Befunde in Abhangigkeit der 14
verschiedenen high-risk-HPV-Subtypen

Von 95 Abstrichen hatten 6 Monate nach der Operation 32% (30/95) der
Abstriche ein positives high-risk-HPV-Testergebnis und 68% (65/95) einen
negativen high-risk-HPV-Befund.

Von den 30 positiven Abstrichen waren in der Genotypisierung 10 mit HPV 16,
jeweils 3 Abstriche mit HPV 31, 56, 59, jeweils zwei mit HPV 39, 45, 51, jeweils
einer mit HPV 35, 58 und 68 infiziert. Es konnte keine Infektion mit den HPV-
Subtypen 18, 33, 52 und 66 nachgewiesen werden. Von den 65 high-risk-HPV-
negativen Abstrichen konnte in 48 Abstrichen im Rahmen der Genotypisierung
kein HPV-Subtyp mehr nachgewiesen werden.

Bei der zytologischen postoperativen Auswertung gab es 3 Abstriche mit einer
hochgradigen Zellveranderung im Sinne eines Pap IVa-p, davon waren 2
infiziert mit HPV 16 und ein Abstrich mit HPV 31.

Die HPV-Subtypen 16, 31 und 51 verursachten weiterhin histologisch eine CIN

[Il Lasion in der Nachsorgeuntersuchung 6 Monate postoperativ.
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4.5.1.3 Einfluss chirurgischer Intervention an der Cervix uteri auf den

HPV-DNA-Nachweis intra- und postoperativ

Im Rahmen der Genotypisierung und der Bewertung der biologischen Aktivitat

mit Hilfe der Detektion von Onkoproteinen E6/E7 sowohl préa- als auch

postoperativ, lie3 sich der Verlauf eines jeden HPV-Subtypen nachverfolgen.

Das Virus galt als eradiziert, wenn es bei Studienbeginn nachweisbar und bei

Studienende nicht mehr nachgewiesen werden konnte.

HPV 16 HPV 18 HPV 31

LLETZ lesion only LLETZ lesion only LLETZ lesion only
Status idem (gesund) | 6 (21.4%)| 8(34.8%)| 26 (92.9%)| 21 (91.3%)| 27 (96.4%)| 18 (78.3%)
Neuinfektion 0 (0.0%) 1 (4.3%) 1 (3.6%) 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0 (0.0%)
Persistenz des Virus 6 (21.4%) | 3 (13.0%) 0 (0.0%) 0(0.0%)| 0(0.0%)| 2(8.7%)
Eradikation 16 (57.1%) | 11 (47.8%) 1 (3.6%) 2 (8.7%) 1(3.6%)| 3 (13.0%)
Total 28 23 28 23 28 23

(100.0%) | (100.0%) | (100.0%)| (100.0%)| (100.0%)| (100.0%)
Total

(ohne Eradikation)

12 (42.9%)

12 (52.2%)

27 (96.4%)

21 (91.3%)

27 (96.4%)

20 (87.0%)

HPV 33 HPV 35 HPV 39
LLETZ lesion only LLETZ lesion only LLETZ lesion only
Status idem (gesund) 23
26 (92.9%) | 22 (95.7%) | 27 (96.4%)| (100.0%)| 26 (92.9%) | 22 (95.7%)
Neuinfektion 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1 (3.6%) 0 (0.0%) 2(7.1%)| 0(0.0%)
Persistenz des Virus 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0 (0.0%)
Eradikation 2 (7.1%) 1 (4.3%) 0 (0.0%) 0(0.0%)| 0 (0.0%) 1 (4.3%)
Total 28 23 28 23 28 23
(100.0%) | (100.0%) |  (100.0%) |  (100.0%)| (100.0%) |  (100.0%)
Total 28 23 28
(ohne Eradikation) 26 (92.9%) | 22(95.7%)| (100.0%)| (100.0%)| (100.0%) | 22 (95.7%)
HPV 45 HPV 51 HPV 52
LLETZ lesion only LLETZ lesion only LLETZ lesion only
Status idem (gesund) | 23 (82.1%) | 22 (95.7%) | 25 (89.3%) | 20 (87.0%) | 26 (92.9%) | 20 (87.0%)
Neuinfektion 1 (3.6%) 1 (4.3%) 1 (3.6%) 0(0.0%)| 0 (0.0%) 1 (4.3%)
Persistenz des Virus 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1(4.3%)| 0(0.0%)| 0 (0.0%)
Eradikation 4 (14.3%) 0 (0.0%) 2 (7.1%) 2 (8.7%) 2(7.1%)| 2 (8.7%)
Total 28 23 28 23 28 23
(100.0%) | (100.0%) |  (100.0%) | (100.0%)| (100.0%)| (100.0%)
Total 23
(ohne Eradikation) 24 (85.7%) |  (100.0%) | 26 (92.9%) | 21 (91.3%)| 26 (92.9%) | 21 (91.3%)
HPV 56 HPV 58 HPV 59
LLETZ lesion only LLETZ lesion only LLETZ lesion only
Status idem (gesund) 28 23
27 (96.4%) | 22 (95.7%) |  (100.0%)| (100.0%)| 26 (92.9%) | 20 (87.0%)
Neuinfektion 1 (3.6%) 1 (4.3%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1(3.6%)| 2 (8.7%)
Persistenz des Virus 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0 (0.0%)
Eradikation 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1 (3.6%) 1 (4.3%)
Total 28 23 28 23 28 23
100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%
(
Total 28 23 28 23
ohne Eradikation 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%) | 27 (96.4%) | 22 (95.7%
(
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HPV 56 HPV 58

LLETZ lesion only LLETZ lesion only

Status idem (gesund) 28
27 (96.4%) | 22 (95.7%)| (100.0%)| 22 (95.7%)
Neuinfektion 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1 (4.3%)
Persistenz des Virus 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
Eradikation 1 (3.6%) 1 (4.3%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
Total 28 23 28 23
(100.0%) |  (100.0%)| (100.0%)| (100.0%)
Total 28 23
(ohne Eradikation) 27 (96.4%) | 22 (95.7%)| (100.0%)| (100.0%)

Tabelle 4.8 (fortlaufend) Vergleich der beiden OP-Methoden hinsichtlich der Detektion
jedes der 14 HPV-Subtypen

Kontrolluntersuchung 6 Monate postoperativ

im  Zeitraum zwischen Operation und der

Der status idem (gesund) bezeichnet einen Zustand, bei dem sowohl

intraoperativ als auch bei der Nachsorgeuntersuchung 6 Monate postoperativ
kein positiver Nachweis einer high-risk-HPV-Infektion nachgewiesen werden

konnte.

Innerhalb von 6 Monaten kam es 15-mal zu einer Neuinfektion mit dem HPV-
Virus. 7 Neuinfektionen (HPV 59: zweimal (8,7%); HPV 16, 45, 52, 56 und 68:
jeweils einmal (4,3%)) wurden bei der modifizierten Methode lesion only und 8
Neuinfektionen (HPV 39: zweimal (7,1%); HPV 18, 35, 39, 51, 56 und 59:

jeweils einmal (3,6%)) nach der klassischen LLETZ Methode ermittelt.

In der Operationsmethode nach LLETZ persistierte nur der HPV-Subtyp 16 (6-
mal; 21,4%). In der lesion only Gruppe konnte bei den HPV-Subtyp16 dreimal
(13,0%), bei dem HPV-Subtyp 31 zweimal (8,7%) und bei dem HPV-Subtyp 51

einmal (4,3%) eine Persistenz 6 Monate postoperativ nachgewiesen werden.

24-mal kam es unter den gesamten HPV-Subtypen in der OP-Methode nach
lesion only zu einer Eradikation, im Vergleich dazu fand bei der klassischen
Methode nach LLETZ 30-mal eine Eradikation statt.
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45.2 Transkriptionsaktivitat

Ergebnisse

4.5.2.1 Vergleich der intra- und postoperativen Dynamik der Dysplasie in

Abhéangigkeit von der transkriptionellen Aktivitat

Um die Auswirkung der transkriptionellen Aktivitdt auf die morphologischen
Befunde zu beurteilen, wurden zytologische und histologische Ergebnisse im
Vergleich zum zusatzlichen Nachweis der Onkoproteine E6/E7 intra- und

postoperativ untersucht.

intraoperative transkriptionelle Aktivitat
kein Splicing Einfach-Splicing | Mehrfach-Splicing Total
NN ‘ Ungespliced
HPV Testergebnis 51
positiv 9 (18%) 4 (8%) 33 (65%) 5 (10%) | 51 (100%)
negativ 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Zytologie Befund 51
Pap I/lla 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (2%) 1 (2%)
Pap llp 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Pap lllp 0 (0%) 0 (0%) 1 (2%) 0 (0%) 1 (2%)
Pap IlID1 0 (0%) 0 (0%) 1 (2%) 0 (0%) 1 (2%)
Pap llID2 1 (2%) 1 (2%) 10 (20%) 1(2%)| 13 (25%)
Pap IVa-p 8 (16%) 3 (6%) 21 (41%) 3 (6%) | 35 (69%)
Grad der Dysplasie 51
CIN | 2 (4%) 0 (0%) 3 (6%) 1(2%)| 6 (12%)
CIN II 0 (0%) 1 (2%) 2 (4%) 1 (2%) 4 (8%)
CIN I 5 (10%) 3 (6%) 27 (53%) 3(6%)| 38 (75%)
keine 2 (4%) 0 (0%) 1 (2%) 0 (0%) 3 (6%)

Tabelle 4.9 Vergleich der

morphologischen Befunden

intraoperativen transkriptionellen Aktivitat mit den erhobenen

Tabelle 4.9 stellt bei 51 Patientinnen die Auswirkung der Interaktion der

Onkoproteine E6/E7 auf das intraoperative histologische und zytologische

Ergebnis mit dem Nachweis von HPV dar. Alle 51 Patientinnen hatten zum
Zeitpunkt der Konisation ein positives Testergebnis fur high-risk-HPV-Typen.
Die Mehrheit der Patientinnen (75%) wies hierbei E6/E7-Onkogentranskription

in Form von Splicing auf.

Eine Patientin hatte intraoperativ trotz unauffalliger Zytologie (Pap I/lla) ein
Mehrfach-Splicing vorliegen. Die Mehrzahl der Patientinnen wiesen aktivierte

Onkoproteine bei hohergradigen Zellveranderungen auf: Einfach-Splicing: 20%
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mit Pap 111D2 (10/51) und 41% mit Pap IVa-p (21/51); Mehrfach-Splicing: 6% mit
Pap IVa-p (3/51).

12% der Patientinnen (6/51) wiesen eine CIN | L&sion auf, wovon 2 (4%) keine
biologische Aktivitat zeigten, 3 (6%) ein Einfach-Splicing und eine Patientin

(2%) mehrfach gespliced war.

Patientinnen mit einer CIN Il Lasion hatten in 53% der Falle (27/51) Einfach-
Splicing und in 6% der Falle (3/51) Mehrfach-Splicing vorzuweisen.

postoperative transkriptionelle Aktivitat (t=6 Monate)
kein Splicing Einfach-Splicing | Mehrfach-Splicing Total
NN ‘ Ungespliced
HPV Testergebnis 51
positiv 3 (6%) 3 (6%) 3 (6%) 2 (4%) | 11 (22%)
negativ 35 (69%) 1 (2%) 4 (8%) 0 (0%) | 40 (78%)
Zytologie Befund 51
Pap I/lla 28 (55%) 3 (6%) 3 (6%) 1 (2%) | 35 (69%)
Pap llp 5 (10%) 0 (0%) 1 (2%) 1(2%) | 7 (14%)
Pap Ilip 0 (0%) 0 (0%) 1 (2%) 0(0%)| 1(2%)
Pap IlID1 5 (10%) 0 (0%) 1 (2%) 0 (0%) | 6 (12%)
Pap llID2 0 (0%) 1 (2%) 0 (0%) 0(0%)| 1(2%)
Pap IVa-p 0 (0%) 0 (0%) 1 (2%) 0 (0%) 1(2%)
Grad der Dysplasie 51
CIN | 1 (2%) 1 (2%) 0 (0%) 0(0%)| 2 (4%)
CIN Il 0 (0%) 0 (0%) 1 (2%) 1(2%)| 2 (4%)
CIN I 0 (0%) 1 (2%) 0 (0%) 0(0%)| 1(2%)
keine 37 (73%) 2 (4%) 6 (12%) 1 (2%) | 46 (90%)

Tabelle 4.10 Vergleich der

den erhobenen morphologischen Befunden

postoperativen transkriptionellen Aktivitat (t= 6 Monate) mit

6 _Monate postoperativ waren 78% (40/51) der Patientinnen high-risk-HPV

negativ. Davon hatten 71% (36/51) Patientinnen keinen aktiven Splicing-
Nachweis und 8% (4/51) Patientinnen waren einfach transkriptionell aktiv.
Mehrfach-Splicing war unter den high-risk-HPV negativen Patientinnen nicht
vorhanden. Bei 22% (11/51) Patientinnen mit positiven high-risk-HPV-Test
waren 6 (12%) Patientinnen ohne und 5 (10%) Patientinnen mit Splicing-

Nachweis.

Die zytologische Auswertung ergab bei 35 Patientinnen (69%) einen

unauffalligen Abstrich, im Sinne von Pap l/lla, davon waren 31 Patientinnen
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(61%) ohne aktives Splicing, 3 Patientinnen (6%) mit Einfach-Splicing und eine
Patientin (2%) mit Mehrfach-Splicing zuzuordnen.

Von postoperativ zwei Patientinnen mit CIN | Lasion hatte keine einen positiven
aktiven E6/E7 Onkogen-Transkriptnachweis. Zwei Patientinnen erhielten eine
histologisch gesicherte CIN Il, wovon beide aktiv gesplei3st waren und eine
Patientin erhielt die Diagnose einer CIN Il Lasion, die in einer inaktiven

transkriptionellen Form vorlag.

Patientinnen mit mehrfach transkriptioneller Aktivitat hatten postoperativ immer
einen positiven HPV-Test, aber waren zytologisch unauffallig (Pap llla: 1

Patientin; Pap llp: 1 Patientin)

4.5.2.2 Einfluss der OP-Methode auf die biologische Aktivitat der
Onkoproteine E6/E7

Diese Auswertung diente zum Vergleich des Verlaufs von biologischer Aktivitat

der Onkoproteine E6/E7 bezogen auf die beiden OP-Methoden. Zu jedem der

14 nachgewiesenen HPV-Subtypen wurde die biologische Aktivitat untersucht

und hinsichtlich des Einflusses der chirurgischen Intervention nach 6 Monaten

bewertet.
HPV 16 HPV 18 HPV 31
LLETZ lesion LLETZ lesion LLETZ lesion
only only only

ungespliced ->
ungespliced 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)
ungespliced -> gespliced 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 1(4.3%)
ungespliced -> NN 0(0.0%)| 1(43%)| 0(0.0%)| 1(43%)| 1(3.6%)| 0(0.0%)
gespliced -> ungespliced 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 1(4.3%)
gespliced -> gespliced 3(10.7%)| 2(8.7%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0 (0.0%)
gespliced -> NN 18 (64.3%) | 10 (43.5%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 2(8.7%)
NN ->ungespliced 0(0.0%)| 1(4.3%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)
NN -> gespliced 0(0.0%)| 1(4.3%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)
NN -> NN 28

7 (25.0%) | 8(34.8%) | (100.0%) | 22 (95.7%) | 27 (96.4%) | 19 (82.6%)
Total 28 23 28 23 28 23

(100.0%) | (100.0%) | (100.0%)| (100.0%)| (100.0%)| (100.0%)
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HPV 33 HPV 35 HPV 39
LLETZ lesion LLETZ lesion LLETZ lesion
only only only
ungespliced ->
ungespliced 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)
ungespliced -> gespliced 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0 (0.0%)
ungespliced -> NN 1(3.6%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 1 (4.3%)
gespliced -> ungespliced 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0 (0.0%)
gespliced -> gespliced 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0 (0.0%)
gespliced -> NN 1(3.6%)| 1(43%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0/(0.0%)
NN ->ungespliced 0(0.0%)| 0(0.0%)| 1(3.6%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)
NN -> gespliced 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 1(3.6%)| 0/(0.0%)
NN -> NN 23
26 (92.9%) | 22 (95.7%) | 27 (96.4%) |  (100.0%) | 27 (96.4%) | 22 (95.7%)
Total 28 23 28 23 28 23
(100.0%) |  (100.0%)| (100.0%)| (100.0%)| (100.0%)| (100.0%)
HPV 45 HPV 51 HPV 52
LLETZ lesion LLETZ lesion LLETZ lesion
only only only
ungespliced ->
ungespliced 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 1(43%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)
ungespliced -> gespliced 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)
ungespliced -> NN 2(7.1%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 1(3.6%)| 0(0.0%)
gespliced -> ungespliced 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)
gespliced ->gespliced 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)
gespliced -> NN 1(3.6%)| 0(0.0%)| 1(3.6%)| 0(0.0%)| 1(3.6%)| 1(4.3%)
NN ->ungespliced 1(3.6%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)
NN -> gespliced 0(0.0%)| 1(4.3%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)
NN -> NN 24 (85.7%) | 22 (95.7%) | 27 (96.4%) | 22 (95.7%) | 26 (92.9%) | 22 (95.7%)
Total 28 23 28 23 28 23
(100.0%) |  (100.0%)| (100.0%)| (100.0%)| (100.0%)| (100.0%)
HPV 56 HPV 58 HPV 59
LLETZ LLETZ lesion LLETZ lesion
lesion only only only
ungespliced ->
ungespliced 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)
ungespliced -> gespliced 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)
ungespliced -> NN 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 1(4.3%)
gespliced -> ungespliced 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)
gespliced ->gespliced 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)
gespliced -> NN 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 1(3.6%)| 0 (0.0%)
NN ->ungespliced 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)
NN -> gespliced 0(0.0%)| 1(4.3%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 1(4.3%)
NN -> NN 28 28 23
(100.0%) | 22 (95.7%) | (100.0%) | (100.0%) | 27 (96.4%) | 21 (91.3%)
Total 28 23 28 23 28 23
(100.0%) |  (100.0%)| (100.0%)| (100.0%)| (100.0%)| (100.0%)
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HPV 66 HPV 68
LLETZ lesion LLETZ lesion
only only
ungespliced ->
ungespliced 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
ungespliced -> gespliced 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0 (0.0%)
ungespliced -> NN 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)
gespliced -> ungespliced 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0 (0.0%)
gespliced -> gespliced 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0 (0.0%)
gespliced -> NN 0(0.0%)| 1(4.3%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)
NN ->ungespliced 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)
NN -> gespliced 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)| 0(0.0%)
NN -> NN 28 28 23
(100.0%) | 22 (95.7%) | (100.0%) |  (100.0%)
Total 28 23 28 23
(100.0%) | (100.0%) | (100.0%)| (100.0%)

Tabelle 4.11 (fortlaufend) Verlauf der biologischen Aktivitat eines jeden der 14 HPV-
Subtypen in Abhéangigkeit von der OP-Methode im Zeitraum zwischen der Operation und

6 Monate postoperativ

Ein inaktiver status idem (ungespliced—ungespliced), bei dem das Virus nach 6

Monaten weiterhin nachweisbar war, aber inaktiv blieb, wurde in der lesion only
Gruppe beim HPV-Subtypen 51 detektiert.

Eine Progression von einer inaktiven in eine aktive Form 6 Monate postoperativ

(ungespliced—gespliced) konnte bei einem Abstrich (4,35%) mit dem HPV

Subtypen 31 in der lesion only Gruppe nachgewiesen werden.

Eine Eradikation aus einer inaktiven Form 6 Monate postoperativ
(ungespliced—NN) war bei 5 HPV-Subtypen in der OP-Methode nach LLETZ
(HPV 31, 33, 52; zweimal bei HPV 45) und bei 4 HPV-Subtypen (HPV 16, 18,
39, 59) der OP-Methode nach lesion only feststellbar.

Bei dem HPV-Subtypen 31 ging zum Zeitpunkt der Operation nach der lesion
only Gruppe aus einer aktiven Form eine inaktive Form hervor

(gespliced—ungespliced).

Ein biologisch aktiver status idem (gespliced— gespliced) war bei dem HPV-

Subtypen 16 zu beobachten: dreimal bei der LLETZ Gruppe und zweimal bei

der lesion only Gruppe.

Dass aus einem aktiven Splicing Produkt nach 6 Monaten kein Hinweis auf
Vorhandensein eines HPV-Subtypen vorlag (gespliced—NN), wurde in der
LLETZ Gruppe bei 23 HPV-Subtypen (HPV 16: 18 mal; HPV 33, 45, 51, 52, 59:
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jeweils einmal) und in der lesion only Gruppe bei 15 HPV-Subtypen (HPV 16:
10 mal; HPV 31: zweimal; HPV 33, 52, 66: jeweils einmal) nachgewiesen.

Bei 3 HPV-Subtypen wurde aus einer zuvor nicht nachweisbaren HPV-
Virusinfektion eine inaktive Form (NN—ungespliced): 2 HPV-Subtypen waren
zuvor in der LLETZ Gruppe detektiert worden (HPV 45 und 35) und ein HPV-
Subtyp in der lesion only Gruppe (HPV 16).

5 HPV-Subtypen hatten zum Zeitpunkt der Operation nachweislich keine
Splicing Aktivitat. Der Abstrich fur die Kontrolluntersuchung nach 6 Monaten
ergab aktives Splicing (NN—gespliced) bei 4 HPV-Subtypen der lesion only
Gruppe (HPV 16, 45, 56, 59) und bei einem HPV-Subtypen nach der
herkdbmmlichen OP-Methode nach LLETZ (HPV 39).

Wenn weder intraoperativ noch 6 Monate postoperativ eine onkogene Aktivitat
der Onkoproteine E6/E7 festgestellt werden konnte, wurde die Analyse als
NN—NN bezeichnet.

Die HPV-Subtypen 58 und 68 kamen in dem eingeschlossenen

Patientenkollektiv nie vor.
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5 Diskussion

Nach den aktuellen Leitlinien ist bei nicht-schwangeren Patientinnen mit einer
CIN [lIl eine Konisation indiziert. Die Konisation nach LLETZ (Large Loop
Excision of the Transformation Zone) umfasst laut Definition zusatzlich zur

Lasion die Resektion der Transformationszone.

Durch eine Konisation erhéht sich das Risiko der Fruhgeburtlichkeit bei

folgenden Schwangerschaften signifikant.

Zwischen der GroRe des resezierten Konus und dem Risiko einer

Frihgeburtlichkeit besteht eine enge Korrelation.

In dieser prospektiv-randomisierten Multizenter-Studie an 14 deutschen
Dysplasiezentren wurden 120 Patientinnen mit CIN Il und positivem high-risk-
HPV-Test zwei Operationsmethoden im Verhéltnis 1:1 zugeteilt. Die gezielte
Resektion lediglich der kolposkopisch auffalligen Lasion (lesion only) wird der
herkdbmmlichen Hochfrequenzschlingenkonisation (= Resektion der Lasion
unter Mitnahme der Transformationszone) gegenubergestellt. Priméres
Zielkriterium ist ein negativer high-risk-HPV-Test nach 6 Monaten. Die lesion
only Methode wird im Falle einer maximal 5% hoéher gelegenen HPV Rate als

nicht unterlegen angesehen.

Pra- und postoperativ. wurden HPV-Genotypisierungen durchgefihrt und
zusatzlich bei einer Subgruppe von 51 Patientinnen die Transkriptionsaktivitat
der E6/E7 Onkoproteine bestimmt. Mithilfe der Genotypisierung und der
Nachweise der transkriptionellen Aktivitdat soll eine préazisere Aussage
hinsichtlich der biologischen Aktivitat der Infektion und der Persistenz,
Progression oder Regression einer zervikalen intraepithelialen Neoplasie

ermdglicht werden.

Das Ziel der vorliegenden Studie ist zu analysieren, ob die Durchfiihrung eines
gewebeschonenderen Verfahrens, bei der ausschlie3lich die Lasion reseziert
wird, im Vergleich zu der radikaleren operativen Methode, bei der die
Transformationszone reseziert wird, ein nicht unterlegenes onkologisches

Outcome erzielt.
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5.1 Primaéares Zielkriterium: HPV-Nachweis pra- und postoperativ

Das primare Zielkriterium ist die Rate negativer high-risk-HPV-Tests nach 6
Monaten, da ein negativer HPV-Test allgemein als Beleg fur eine erfolgreiche
Behandlung angesehen wird, das heil3t eine CIN-Persistenz oder ein Rezidiv
kann mit hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden. Ein anhaltend
positiver HPV-Test kann als Hinweis flr ein Fortbestehen der Dysplasie bzw.
als Indikator einer wiederkehrenden Dysplasie gewertet werden.

Die Gruppe, die nach der herkbmmlichen Methode operiert wurde (LLETZ)
zeigte nach 6 Monaten eine Abnahme der high-risk positiven Patientinnen von
praoperativ 100% auf 22% und nach 12 Monaten eine weitere Abnahme auf
12%.

Die modifizierte OP-Methode (lesion only) zeigte einen Abfall von 100% auf
20% 6 Monate postoperativ und weiterhin einen Abfall auf 8% 12 Monate
postoperativ.

Anhand dieser Berechnungen war keine Unterlegenheit der modifizierten OP-
Methode festzustellen. Beide OP-Methoden erzielten ein @hnliches Ergebnis

der Rate an negativen high-risk-HPV-Tests nach 6 Monaten.

Aufgrund des kleinen Studienkollektivs lasst sich hierbei jedoch kein

signifikanter Unterschied der beiden Gruppen ermitteln.

Die meisten Studien untersuchten den HPV-Status in bestimmten Zeitrdumen

nach der Intervention einer klassischen LLETZ Methode.

Die HPV Rate 6 Monate postoperativ entspricht den hierzu publizierten Daten in
der Literatur: Herfs et al. untersuchte nach 6 Monaten postoperativ den HPV-
Status von Patientinnen mit zervikalen Dysplasien. Die intraoperative
histologische Auswertung ergab in 25% eine CIN II/lll und 75% eine CIN I.
Postoperativ hatten 24,4% (32/131) der Patientinnen einen positiven high-risk-
HPV-Nachweis [159].

6 Monate postoperativ hatten in der Studie von Trope et al. 30,8 % der
Patientinnen ein positiven high-risk-HPV DNA Test [160].
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Verantwortlich fur einen Behandlungsmisserfolg war in der Studie von Bae et al.
vor allem die postoperative Persistenz von HPV bei 35% der Patientinnen,
gefolgt vom Alter der Patientin, Befall der Resektionsréander und Schweregrad
der initialen CIN Lasion [161].

Auch 12 Monate postoperativ stimmen die Ergebnisse der HPV-Tests dieser
Studie mit den publizierten Daten Uberein. Zum Beispiel erzielte die Studie von
Bollen et al. in 88% der Patienten eine Eradikation des HPV-Virus nach einer
operativen Intervention bei einer CIN [133].

In Zusammenschau der Ergebnisse dieser Studie und der publizierten Daten

stimmen die postinterventionellen HPV-Test Ergebnisse weitestgehend tberein.

5.2 Sekundare Zielkriterien: Zytologie und Histologie pra- und

postoperativ

Die zytologische Untersuchung ist ein routinemafiges Vorgehen im Rahmen
der Friherkennung und der Nachsorge von zervikalen Dysplasien. Patientinnen
mit auffalliger Zytologie erhalten eine Kolposkopie mit anschlieender

Zervixbiopsie.

Verglichen mit der modifizierten OP-Methode (62%) hatten nach 6 Monaten
bereits 70% der Patientinnen, die nach der herkbmmlichen Methode operiert
wurden einen unaufféalligen Pap-Abstrich, wohingegen nach 12 Monaten die
Patientinnen der lesion only Gruppe mit 87% haufiger als die LLETZ Gruppe mit

73% einen unauffalligen Abstrich nachwiesen.

Patientinnen mit einer histologisch gesicherten CIN Il Lasion werden gemaf
den Leitlinien durch eine Konisation therapiert. Diese Studie setzte praoperativ
eine CIN llI-Lasion voraus. Im Rahmen der histopathologischen Beurteilung des
Resektats war bereits bei insgesamt 4 Patientinnen keine Dysplasie mehr
nachweisbar, obwohl préaoperativ bioptisch eine CIN Il diagnostiziert wurde. Die
lesion only Gruppe hatte intraoperativ 12 Patientinnen mit Regression einer CIN
lll-Lasion. Ohne chirurgische Intervention hatten bereits 16 Patientinnen eine

spontane Regression.
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Im kurzen Intervall 6 Monate nach der Konisation waren die histologischen
Ergebnisse bei der OP-Methoden in etwa vergleichbar (lesion only: 88%,
LLETZ: 86%).

Nach 12 Monaten schnitt die radikalere OP-Methode nach LLETZ (90% der
Patientinnen) besser ab als lesion only (84% der Patientinnen waren

dysplasiefreli).

Aufgrund des kleinen Patientenkollektivs liel3 sich jedoch auch hier kein
signifikanter Unterschied im zeitlichen Verlauf der histologischen Ergebnisse
herstellen.

5.3 Weitere Vergleichsparameter

5.3.1 Resektionsrénder

Die Beurteilung der Resektionsrander wird im Rahmen der regularen

histopathologischen Untersuchung durchgefihrt.

Hierbei erreichte die OP-Methode nach LLETZ bei 46 Patientinnen (92%) und
bei der OP-Methode nach lesion only bei 39 Patientinnen (80%) freie

Resektionsrander (in sano).

Die in der Literatur beschriebene Rate an positiven Resektionsrandern liegt
zwischen 21,1 - 36 %, so dass hier beide OP-Methoden ein vergleichbares
Ergebnis erzielen [151, 161].

Die Beurteilung und der Vergleich mit anderen Studien sind jedoch schwierig,
da die jeweilige Radikalitat der Operationsmethode in den einzelnen Studien
haufig nicht klar definiert ist.

Hinzu kommt, dass eine Unterscheidung zwischen ektozervikalen und
endozervikalen Befallsmuster berlcksichtigt werden sollte, da ein
endozervikaler Befall mit einem héheren Rezidivrisiko vergesellschaftet ist als

ein ektozervikaler Befall.

Des Weiteren besteht die Moglichkeit, dass eventuell verbliebenes

dysplastisches Gewebe im Rahmen der Fulgurisation zerstért wird, so dass
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trotz positiver Resektionsrdnder eine komplette Zerstérung der Dysplasie
vorliegt.

Zusammengefasst ist bei der lesion only Methode zwar mit einer h6heren Rate
an non in sano Resektion zu rechnen, die jedoch immer noch vergleichbar mit

international publizierten Ergebnissen liegt.

5.3.2 Konusvolumina

Fur die Therapie einer hochgradigen Dysplasie wird seit vielen Jahren die
Schlingenkonisation, z.B. LEEP favorisiert, da weniger Gewebe entfernt wird
und postoperative Komplikationen, wie Blutungen und Infektionen, seltener
auftreten [126].

In vielen Studien wurde eine Korrelation zwischen der GroRe des
Konusvolumens und dem Risiko einer Frih- bzw. Fehlgeburt beschrieben [126,
137, 162, 163]. Diese Arbeit vergleicht das Konusvolumen des
gewebeschonenderen Verfahrens (lesion only) mit der Entfernung der
kompletten Transformationszone (LLETZ). Die Volumenmessung des

Praparates erfolgte intraoperativ nach dem Archimedes Prinzip.

In der vorliegenden Studie wurde nach der lesion only OP-Methode ein
Mittelwert von 1,02 ml und nach der klassischen LLETZ OP-Methode ein

mittleres Konusvolumen von 1,97 ml berechnet.

Die Studie von Song et al. untersuchte die Regenerationsfahigkeit der Cervix
uteri nach einer Konisation. Dabei wurde das Konusvolumen ebenfalls nach
dem Archimedes Prinzip gemessen und die durchschnittlichen Volumina nach

der herkdbmmlichen Konisation lag bei 4.0+1.1 cm3 [164].

Wie hoch das Risiko einer Fruhgeburtlichkeit nach einer Konisation ist,
veranschaulichte die Studie von Kyrgiou et al.,, die im Durchschnitt ein
Konusvolumen von 2.6 £ 1.3 cm? im Bereich von 0.6-8.0 cm? resezierten. Je
groBer das Konusvolumen und die Konuslange der Resektate ausfielen, desto

eher erlitten die Patientinnen eine Frihgeburt [165].
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Im Vergleich zu den publizierten durchschnittlichen Konusvolumina fielen selbst
die Konusvolumina der radikaleren OP-Methode (LLETZ) in dieser vorliegenden

Studie kleiner aus.

Wie auch bei der Analyse der Resektionsrander, ist die Grol3e bzw. das
Volumen der entnommenen Konisate eine individuelle Herangehensweise des
Operateurs. Der durchschnittliche Mittelwert des Konusvolumens der LLETZ
Gruppe betrug in Minchen 1,78 ml, in Hannover 3,18 ml und in Kiel 2,32 ml. Im
Vergleich dazu waren die Durchschnittswerte der Konusvolumina der lesion

only Gruppe in Minchen 0,98 ml, in Hannover 1,85 ml und in Kiel 0,65 ml.

Das Ausmal}d der operativen Radikalitat ist stark vom Operateur abhéngig. Bei
kleinen und gut ein sichtbaren Lasionen wurde von vornherein nur die Lasion
entfernt, wohingegen andere Operateure trotzdem die Lasion unter Mitnahme

der Transformationszone anstrebten.

Hinzu kommt, dass mit der Randomisierung in eine der beiden OP-Methoden,
Patientinnen trotz ausgepragtem Befall die modifizierte OP-Methode nach

lesion only erhielten.

Eine Losung fir junge Frauen mit Kinderwunsch kénnte die in der von Kyrgiou
et al. beschriebene préoperative Vermessung der Zervix mit der exakten
Erfassung der Proportionen der Patientin darstellen, um gewebeschonend und
trotzdem onkologisch sicher eine Dysplasie zu therapieren [165].

5.4 Molekularbiologische Zusatzuntersuchungen

5.4.1 Genotypisierung

5.4.1.1 Pravalenz und Vergleich der HPV-Subtypen intra- und postoperativ
Gerade im Hinblick auf die Entwicklung eines prophylaktischen Impfstoffes ist
ein exaktes Verstandnis der Préavalenz von HPV-Subtypen in der Bevolkerung

von grofRer Bedeutung.

Die Haufigkeitsverteilung der HPV-Subtypen im Patientenkollektiv dieser Studie
ist nicht auf die Normalbevilkerung Ubertragbar, da die Einschlusskriterien

dieser Studie eine CIN Il Lasion und einen positiven high-risk-HPV-Test
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voraussetzten. Aus diesem Grund ist in dieser Studie im Vergleich zur
Normalbevolkerung von einer erhhten Belastung von high-risk-HPV-Subtypen

auszugehen.

Mit 49% kam der HPV-Subtyp 16 intraoperativ mit Abstand am haufigsten vor,
gefolgt von dem HPV-Subtypen 31 mit 10% und dem HPV-Subtypen 59 mit 7%.
Nach operativer Intervention war der HPV-Subtyp 16 weiterhin in den beiden
Nachsorgeuntersuchungen der mit Abstand haufigste HPV-Subtyp. 6 Monate
postoperativ war am zweithaufigsten der HPV-Subtyp 31 und 59, gefolgt von
HPV 56. Nach 12 Monaten war der HPV-Subtyp 59 weiterhin an zweiter Stelle,
gefolgt von dem HPV-Subtyp 39. Die vorliegende Verteilung mit HPV 16 als
Hauptverursacher entspricht dem in der Literatur beschriebenen

Pravalenzmuster:

Vor dem therapeutischen Eingriff hatten in einer Studie von Kocken et al. 93%
der 430 eingeschlossenen Patientinnen einen positiven high-risk-HPV-Test.
Auch hier war der HPV-Subtyp 16 mit 64% der haufigste Subtyp im Kollektiv,
gefolgt von HPV 31 (9%), HPV 33 (11%) und HPV 18 (9%). Unter dem high-
risk-HPV positiven Kollektiv hatten 85% eine Einfachinfektion, 14% eine
Infektion mit zwei Subtypen und 2% eine Dreifachinfektion mit HPV-Subtypen
[166].

In einer Studie von Klug et al. aus Hannover und Tudbingen hatten Frauen mit
schwerwiegenden Dysplasien (CIN Il und CIN 1ll) ebenfalls am haufigsten eine
Infektion mit dem HPV-Subtypen 16, gefolgt von HPV 45, 58 und 52 [167].

Auch in der Studie von Kraus et al. war der HPV-Subtyp 16 am haufigsten
nachweisbar. Danach folgten nach ihrer Haufigkeit HPV 31, 33, 18, 45, 52, 58
[168].

Die Haufigkeitsverteilung der Studie von Cattani et al. ergab ebenfalls den HPV-
Subtypen 16 mit 47,1 % an der Spitze, gefolgt von HPV 18 (13,4%), HPV 31
(8,1%) und HPV 33 (6,7%). In 24,6% der Falle lag eine Mehrfachinfektion vor
[110].

Mehrfachinfektionen, die meistens aus zwei Subtypen, seltener zwischen drei
bis sieben HPV-Subtypen enthielten, wurden in der Studie von Venturoli et al. in
58,3% der Abstriche und Einfachinfektionen mit einem HPV-Subtypen in 41,7%
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der Falle gefunden. Auch in dieser Studie war der HPV-Subtyp 16 mit 55,6%
am héaufigsten nachweisbar, gefolgt von HPV-Subtyp 31 (19,4%), 51 und 58
(jeweils 15,3%) [169].

In dieser Auswertung war die Mehrfachinfektion mit zwei Subtypen in einer
Probe am haufigsten. Infektion mit einem HPV-Subtypen kam in 45 % der Félle

und die Mehrfachinfektion in 33% der Falle vor.

Da in dieser Studie nur Patientinnen mit hohem Dysplasiegrad eingeschlossen
wurden, fiel die Berechnung der Rate an Mehrfachinfektionen im Vergleich zu
anderen Studien héher aus.

5.4.1.2 Korrelation zwischen HPV-Persistenz, auffalliger Zytologie
postoperativ und dem vorbestehenden HPV-Subtypen

Eine HPV-Infektion mit einem oder mehreren high-risk-HPV-Subtypen muss

nicht unbedingt zu einer schweren Dysplasie fuhren, aber gilt dennoch als

Voraussetzung fur die Entwicklung der meisten Zervixkarzinome.

Vor allem junge Patientinnen weisen haufig multiple Infektionen mit

unterschiedlichen HPV-Subtypen auf (vergleiche Punkt 5.1).

Mithilfe der Genotypisierung kann in dieser Auswertung untersucht werden, bei
welchem HPV-Subtypen am ehesten mit einer Persistenz und damit einem

erhdhten Risiko der Entstehung eines Zervixkarzinoms zu rechnen ist.

Die Auswahl der Primer war auf 14 HPV-Subtypen begrenzt, sodass eventuell
andere nicht untersuchte HPV-Subtypen fir die Progression bzw. Persistenz

verantwortlich sein kdnnten.

AulRerdem wurde bei der Auswertung keine Mehrfachinfektion von HPV-
Subtypen bericksichtigt, sondern jeder HPV-Subtyp einzeln auf die

postoperativen klinischen Befunde analysiert.

Auch in dieser Studie ist klar ersichtlich, dass der HPV-Subtyp 16 mit Abstand
am haufigsten far pathologische Befunde in postoperativen
Nachsorgeuntersuchungen verantwortlich ist. 32% (30/95) der Patientinnen

hatten 6 Monate postoperativ weiterhin einen positiven high-risk-HPV-Test,
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darunter waren 10 Patientinnen mit HPV 16 infiziert. Der zytologische
postoperative Kontrollabstrich ergab bei der persistierenden Infektion mit dem
HPV-Subtyp 16 haufiger Auffalligkeiten als bei anderen HPV-Subtypen: zwei
von drei Patientinnen mit einem Pap IVa-p Abstrich hatten eine Infektion mit
dem HPV-Subtyp 16.

In einer Studie aus Italien wurde gezeigt, dass vor allem der HPV-Subtyp 16
und/oder 18 trotz Konisation das Risiko der Progression in ein Zervixkarzinom
erhoht [169].

Auch Soderlund-Strand et al. erkannte in einer Studie, dass vor allem
Patientinnen mit einer CIN Il Lasion mit den HPV-Subtypen 16, 31 und 33

infiziert waren [170].

Vor allem der HPV-Subtyp 16 korreliert stark mit einem hohen Risiko an
postoperativen Resistenzen und Rezidiven [171]. Mit dem Wissen, dass die
Infektion mit dem HPV-Subtyp 16 postoperativ zur Progression neigt, sollte
Uberlegt werden, die Nachsorge dieser Patientinnen engmaschiger

durchzufiihren, um friihzeitig ein Rezidiv zu erkennen.

5.4.1.3 Vergleich der beiden OP-Methoden hinsichtlich des Einflusses
chirurgischer Intervention an der Cervix uteri auf die Pravalenz der
HPV-Genotypen intra- und postoperativ (t=6M)

Im Folgenden soll anhand der Detektion der 14 verschiedenen HPV-Subtypen

Ruckschlisse auf den Verlauf einer Infektion nach Intervention der beiden OP-

Methoden geschlossen werden.

Die einzelnen HPV-Subtypen wurden in einem Zeitraum von 6 Monaten
hinsichtlich Status idem gesund, Neuinfektion, Eradikation und Persistenz in

Abhéangigkeit von der OP-Methode untersucht.

Venturoli et al. analysierte in seiner Studie ebenfalls 6 Monate postoperativ den
Verlauf einer HPV-Infektion. Bei 48,6% der Patientinnen wurde das Virus
eradiziert, bei 22,2% der Patientinnen persistierten alle zuvor nachgewiesenen
HPV-Genotypen und bei 29,2% persistierte mindestens ein HPV-Genotyp. Auch
in dieser Studie war der HPV-Subtyp 16 bei 46% der Patientinnen
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hauptverantwortlich fiir eine Viruspersistenz. Die anderen HPV-Subtypen lagen
hinsichtlich der HPV-Persistenz zwischen 2,7 und 16,2% [169].

Diese Untersuchung wertete den Verlauf der HPV-Genotypen in einem
Zeitraum von 6 Monaten aus. Fur die Beseitigung des Virus wurde in Studien
ein Zeitraum von mindestens 8 Monaten beobachtet. Eine Studie ergab nach 12
Monaten eine Eradikation von 70% und nach 24 Monaten eine Eradikation des
Virus von 91% [69, 172].

Bis sich eine CIN IIl Lasion ruckgebildet hat, benétigt es mehrere Monate.
Zudem kommt eine Spontanremission nur selten vor. Motamedi et al.
untersuchte dies in seiner Studie und erkannte, dass eine Rickbildung einer
CIN Il Lasion eher bei jungeren Patientinnen (<30 Jahre) ohne Infektion mit
dem HPV-Subtypen 16 vorkam [173].

Aufgrund der geringen Patientenanzahl und des kurzen
Beobachtungszeitraums zeigte sich auch in anderen Studien eine
Ubereinschatzung der Regressionsrate. Aufgrund dessen sind in zukinftigen
Studien langere Zeitraume besser gewahlt. Hinzu kommt, dass im Rahmen von
Nachsorgeuntersuchungen Biopsien durchgefuhrt werden, die mit Hilfe des
Wundheilungsprozesses eine immunologische Stimulation bewirken kdnnen
und es folglich nach einem langer gewahlten Zeitraum zur Regression kommt
[173].

Eine Persistenz mit demselben HPV Subtypen nach einer Konisation ergab in
der Studie von Bae et al. ein statistisch signifikantes (p<0.0001) erhdhtes Risiko
fur ein CIN Rezidiv [140], deshalb sollten Patientinnen mit derselben

Konstellation Uber einen langen Zeitraum nachuntersucht werden.

5.4.2 Transkriptionsaktivitat

5.4.2.1 Vergleich der intra- und postoperativen (t=6M) Dynamik der
Dysplasie in Abhangigkeit von der transkriptionellen Aktivitat

Das onkogene Potential der high-risk-HPV-Typen resultiert aus der Interaktion

der Onkoproteine E6 und E7 mit den Tumorsupressorproteinen p53 und pRb.

Mithilfe des Nachweises der transkriptionellen Aktivitat von E6 und E7 kann im
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Gegensatz zum bloRen Nachweis von HPV DNA die biologische Aktivitat der
Infektion ermittelt werden. Wie sich die biologische Aktivitat auf die
morphologischen Befunde auswirkte, war Gegenstand dieser Auswertung.
Dafur wurden sowohl intra- als auch postoperativ (t=6M) histologische und

zytologische Befunde erhoben.

Fur die Studie wurden nur Patientinnen zugelassen, die préoperativ einen
positiven high-risk-HPV-Test und eine histologisch gesicherte CIN Il hatten.
Aufgrund dieser Einschlusskriterien lasst sich die mehrheitlich auffalligen

zytologischen Befunde kurz vor der Konisation erklaren.

Diese Auswertung verdeutlicht den starken Zusammenhang zwischen dem
Nachweis von Splicing und dem Nachweis eines positiven high-risk-HPV-Tests.
Intraoperativ waren alle 51 Patientinnen high-risk-HPV positiv (100%), davon
wiesen 38 Splicing-Produkte auf und 13 Patientinnen kein Splicing auf.
Umgekehrt verhielt es sich bei der Nachsorgeuntersuchung 6 Monate
postoperativ. 78% der Patientinnen waren high-risk-HPV negativ, davon hatten
36 Patientinnen kein Splicing-Nachweis und 4 Patientinnen waren mit Splicing-
Nachweis.

Patientinnen mit negativem HPV-Test hatten in 3 % der Falle einen positiven
Transkript-Nachweis. 84% der DNA-positiven Frauen hatten einen positiven
Nachweis einer transkriptionellen Aktivitat, die aber die beiden HPV-Subtypen
16 und 18 ausschloss. In Einzeluntersuchungen ergab die Infektion mit dem
HPV-Subtypen 18 in 86% der Patientinnen und bei HPV 16 in 91% der
Patientinnen eine nachweisbare Onkogenaktivitat [109].

Den Zusammenhang zwischen zytologischen Befunden und dem Nachweis der
Expression von E6/E7 Onkogenen untersuchte Castle et al. in seiner Studie, die
bei zytologisch unauffalligen Befunden in 8% der Falle, bei ASC in 43% der
Falle, bei LSIL in 71% der Falle und bei 87% mit Diagnose einer HSIL eine
positive transkriptionelle Aktivitat zeigte [109].

Der prozentuale Anteil an positiven E6/E7-Transkripten betrug in der Studie von
Castle et al. 40% bei negativem oder nicht durchgefiihrtem histologischen
Ergebnis, 70% bei CIN I, 90% bei CIN Il und 94% bei CIN Il [109].
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Sotlar et al. untersuchte die Zusammenhange zwischen dem Nachweis der
Onkogene EG6/E7 und den histologischen Befunden. Die Nachweisrate von
MRNA lag bei CIN 0 bei 33.8% (27/80), bei einer CIN | Lasion 76.1% (35/46),
90.0% (54/60) bei einer CIN 1l und 95.3% (41/43) bei einer CIN Il Lasion [108].

Kraus et al. analysierte ebenfalls den Einfluss der transkriptionellen Aktivitat auf
das histopathologische Ergebnis. 92% der Patientinnen mit CIN 11l und 53% der
Patientinnen mit CIN Il wiesen EG6/E7-Expression nach. Bei Patientinnen mit
CIN | wurde keine transkriptionelle Aktivitat gefunden. Von 11 Patientinnen
ohne Dysplasie hatten 2 einen positiven Transkript-Nachweis. Hierbei wurden
nur die HPV-Subtypen 16, 18, 31, 33 und 45 ausgewertet [168].

Der Grad der Dysplasie korreliert nicht immer mit dem Nachweis onkogener
Aktivitat. Das kann zum einem darin begrindet sein, dass das Virus zwar aktiv
ist, aber morphologisch noch nicht auffallig wurde oder die L&asion sogar an

einem anderem Ort der Cervix uteri lokalisiert ist [168].

Die Studie von Persson et al. kritisierte die Testung von E6/E7-Expression
aufgrund der niedrigen Sensitivitat trotz hoher Spezifitat als Prognosemarker
nach einer Konisation. In 100% der Patientinnen mit Rezidiv einer
fortgeschrittenen Dysplasie wurde postoperativ high-risk-HPV-DNA detektiert
[151].

Zusammenfassend lasst sich in dieser Auswertung eine Korrelation zwischen
der Pravalenz von EG6/E7-Splicing-Transkripten und den unterschiedlichen
Schweregraden der morphologischen Befunde erschlieRen. Da mit Hilfe einer
RT-PCR selbst in nichtdysplastischem Epithel oder in CIN | Lasionen E6/E7-
Transkripte detektiert werden kdnnen, kdnnte die Detektion von E6/E7 als ein
spezifischerer Prognosemarker fir die Beurteilung einer Progression dienen
[110].

Zudem konnten mit dem Wissen der engen Korrelation zwischen E6/E7-
Expression und der damit verbundenen genomischen Instabilitat bis zur
Entstehung von Krebs zukinftig neue diagnostische und therapeutische
Moglichkeiten gewonnen werden [174].
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5.4.2.2 Vergleich der beiden OP-Methoden hinsichtlich des Einflusses
chirurgischer Intervention an der Cervix uteri auf die biologische
Aktivitat der Onkoproteine E6/E7 intra- und postoperativ (t=6M)
Aktuell gibt es noch keine vergleichenden Studien, die sich mit dem detaillierten
Verlauf einer biologischen Aktivitat von Onkoproteinen nach einem
chirurgischen Eingriff beschaftigen.

Da im Zervixkarzinom fast immer transkriptionell aktive Onkoproteine
nachweisbar sind und die Onkogenese erheblich beeinflussen [5], ist es von
grof3er Relevanz die onkologische Sicherheit der beiden OP-Methoden anhand

der biologischen Aktivitat der beiden Onkoproteine E6/E7 zu vergleichen.

Die Onkoproteine E6/E7 beeinflussen den Prozess einer Infektion, indem sie
die Kontrollpunkte des Zellzyklus umgehen, die Apoptose hemmen und die
Lange der Telomere unverandert lassen. Daraus resultiert eine chromosomale

Instabilitét, die zur Immortalisierung und Hyperproliferation der Zelle fuhrt [175].

Diese Auswertung soll den Einfluss der beiden chirurgischen Interventionen auf
die transkriptionelle Aktivitat der Onkoproteine E6/E7 und damit die Entstehung

und den Verlauf von Dysplasien an der Cervix uteri verdeutlichen.

Die konkrete Frage dieser Untersuchung lautet: Inwieweit beeinflusst die
jeweilige OP-Methode die biologische Aktivitat des Virus und somit die
onkologische Sicherheit?

In Zusammenschau der gesamten transkriptionellen Verlaufe stellte sich
heraus, dass in der lesion only Gruppe das Virus schwieriger zu eradizieren war

und haufiger persistierte, wenn auch in einer inaktiven (ungespliced) Form.

Die Persistenz einer inaktiven Infektion (ungespliced — ungespliced) wurde bei
dem HPV-Subtypen 51 in der lesion only Gruppe entdeckt. Die aktive
Persistenz (gespliced—gespliced) lieR sich bei dem HPV-Subtypen 16

nachweisen (LLETZ: dreimal; lesion only: zweimal).

Wie in vielen Studien beschrieben, war auch in dieser Studie der HPV-Subtyp

16 am schwierigsten zu eradizieren (vergleiche Punkt 5.4.2.1)
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Dass sich das Virus innerhalb von 6 Monaten von einer aktiven in eine inaktive
Form (gespliced—ungespliced) entwickelt, wurde in der lesion only Gruppe bei
dem HPV-Subtypen 31 detektiert.

In einer Multizenterstudie aus Heidelberg wurden in 835 Abstrichen die
Integration von HPV 16, 18, 31, 33 und 45 untersucht, die aufgrund von
chromosomaler Instabilitat durch die Onkoproteine erfolgt. Vor allem HPV 16,
18 und 45 fuhrten eher zu einer chromosomalen Instabilitat als die HPV
Subtypen 31 und 33 [176].

Nachteil dieser Auswertung ist, dass die transkriptionelle Aktivitat der
Onkoproteine mit dem Nachweis einer Einfach-HPV-DNA-Infektion verglichen
wurde. Vermutlich spielt eine Mehrfach-HPV-DNA-Infektion hinsichtlich der

Progression zum Zervixkarzinom eine viel gravierendere Rolle.

Trotz wiederholter Versuche mit neuen Primern konnte bei manchen HPV-
Subtypen keine RNA-Transkripte nachgewiesen werden. Dies lasst sich
aufgrund eines episomalen Status des Virus erklaren, indem der Vorgang der
Transkription noch effektiv reguliert wird und das Virus gleichzeitig spontan
beseitigt ist [110].

Die biologische Aktivitdit der Onkoproteine wurde nur in einem kurzen
Zeitrahmen nachverfolgt. Einige Studien erachten es als sinnvoll mindestens 12
Monate den Einfluss der Onkoproteine E6/E7 zu beobachten.

Eine Starke dieser Studie ist die exakte Beurteilbarkeit der Auswirkungen eines
jeden einzelnen HPV-Subtypen im Zeitraum zwischen Konisation und der

Kontrolluntersuchung nach 6 Monaten.

Fur circa 100 verschiedene HPV-Subtypen existiert bislang eine Beschreibung
des gesamten Genoms [44]. Zhang et al. gelang es innerhalb jedes HPV-
Genotypen Unterschiede der einzelnen Onkoproteine nach der Behandlung mit
LEEP zu untersuchen. Zum Beispiel schien die E6 Variante mit der
Wahrscheinlichkeit der Eradikation des Virus nach einer LEEP zu korrelieren.
Die asiatische Variante von HPV 16 hing stark mit der Entwicklung einer HSIL
zusammen, wohingegen das europdische E6 Onkoprotein (T350G/A442C) das

Risiko einer Resistenz und eines Rezidivs einer HPV16-Infektion erhdht.
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Varianten des E7 Gens hatten keine negative Auswirkung auf den Verlauf einer
HPV16-Infektion [175].

Auch in der Studie von Sotlar et al. wurde der Bestimmung der
transkriptionellen Aktivitat des Onkoproteins E6 fur den Verlauf einer zervikalen
Lasion eine zentrale Rolle zugeteilt. Die Spezifitdt eines HPV-DNA-Tests fur
onkogene Hochrisikogruppen mit dem gleichzeitigen Nachweis einer
transkriptionellen Aktivitat fir E6 kann dadurch signifikant (P<0.0001) erhoht
werden [108].

Die Expression von EG6/E7 war nicht nur in fortgeschrittenen Dysplasien
nachweisbar, sondern auch in morphologisch unauffalligen Befunden
detektierbar (vergleiche Punkt 4.5.2.1).

Entweder ist das Virus noch aktiv und Zellverdnderungen haben noch nicht

stattgefunden oder das Virus wurde nicht vollstandig eradiziert.

In vielen Studien gilt der Nachweis von E6/E7-Onkogentranskripten als friher
Marker fur eine Viruspersistenz, die folglich schwere Dysplasien verursachen
kann [110].
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6 Zusammenfassung

Hintergrund: Humane Papillomaviren (HPV) haben eine groRe Bedeutung bei

der Entstehung von Dysplasien und invasiven Karzinomen der Zervix.

Bei nicht schwangeren Patientinnen mit einer CIN Ill Lasion ist gemald den
aktuell gultigen Leitlinien die Indikation zur Konisation gestellt. Entsprechend
der Definition der LLETZ (large loop excision of the transformation zone) wird
bei der herkébmmlichen Konisation zusatzlich zur L&sion die

Transformationszone mitentfernt.

Eine Reduktion der KonusgroR3e reduziert  nachweislich das
Frihgeburtlichkeitsrisiko. Da zum aktuellen Zeitpunkt noch unklar ist, ob eine
Rucknahme der operativen Radikalitdt eine ebenso hohe onkologische
Sicherheit garantiert oder ob dafiur die Mithahme der Transformationszone
essentiell ist, soll diese Fragestellung in der vorliegenden Studie untersucht

werden.

Methode: In dieser prospektiven Multizenter-Studie wurden 120 Patientinnen
morphologisch und davon eine Untergruppe von 51 Patientinnen
molekularbiologisch untersucht, die aufgrund einer CIN IIl im Zeitraum von 2014

bis 2017 eine Konisation erhielten.

Die Patientinnen wurden praoperativ im Verhéltnis 1.1 zwei Operations-

methoden zugeteilt:

Die gezielte Resektion lediglich der kolposkopisch auffalligen Lasion (lesion
only) wurde der herkémmlichen Hochfrequenzschlingenkonisation (= Resektion
der Lasion unter Mithahme der Transformationszone, LLETZ) gegen-

Ubergestellt.

Im Anschluss an die Konisation wurde das Konus-Préparat nach Ermittlung der
KonusgroRRe histologisch untersucht und hinsichtlich des Dysplasiegrads sowie

der Resektionsrander durch den Pathologen beurteilt.

Im Abstand von 6 und 12 Monaten postoperativ wurden die Patientinnen in der
Dysplasiesprechstunde untersucht, um den Pap-Abstrich, den HPV Status

sowie den histologisch und kolposkopischen Befund zu erheben.



84 Zusammenfassung

Um eine prazisere Aussage beziglich der klinischen Konsequenz einer HPV
Infektion treffen zu kbnnen, wurde zusatzlich zur Genotypisierung der Nachweis
der transkriptionellen Aktivitdit der Onkoproteine E6 und E7 intra- und

postoperativ bestimmt.

Ergebnisse: Primares Zielkriterium war die Rate negativer high-risk-HPV-Tests
nach 6 Monaten. Die lesion only Methode wurde im Falle einer maximal 5%
hoher gelegenen HPV-Rate als nicht unterlegen angesehen. Nach 6 Monaten
hatten 78% der Patientinnen mit der klassischen Methode nach LLETZ und
80% der Patientinnen mit der modifizierten OP-Methode (lesion only) ein
negatives high-risk-HPV-Testergebnis. Im Beobachtungszeitraum nach 12
Monaten schnitt die OP-Methode nach lesion only mit 92% der Patientinnen im
Vergleich zu der herkdmmlichen OP-Methode nach LLETZ mit 88% der
Patientinnen besser ab. Im intraoperativen Vergleich wurde bei der lesion only
Methode fast halb so wenig Gewebe entfernt wie bei der radikaleren Methode
(1,02ml versus 1,97ml), die 12% mehr in sano-Resektionen erreichte als die
modifizierte Methode (80% versus 92%). Aufgrund der eingeschrankten

Rekrutierung wurde die Studie nach 2 Jahren abgebrochen.

Schlussfolgerung: Sowohl in der Kontrolle nach 6 als auch nach 12 Monaten
schnitt die modifizierte Konisation ohne Mithahme der Transformationszone im
Vergleich mit der klassischen LLETZ mindestens genauso gut in Bezug auf die
Rate an negativen HPV-Tests ab. Aufgrund des vorzeitigen Studienabbruchs
konnte hier jedoch kein statistisch signifikantes Ergebnis erzielt werden. Um
eine Aussage treffen zu konnen, ob das gewebeschonendere Verfahren im
Vergleich zu der herkdmmlichen OP-Methode eine Reduktion der
operationsassoziierten Risiken bei vergleichbarem onkologischen Outcome
erzielt, bedarf es einer Bestatigung mit einem groR3eren Patientenkollektiv mit
der Intention eine Zielgruppe mit definierter Befundkonstellation festzulegen, die
gerade im Hinblick auf zukinftige Schwangerschaften mehr  von der
modifizierten Konisation als von der herkdmmlichen Methode profitiert. Anhand
der bisherigen Ergebnisse sollte jedoch insbesondere bei jungen Patientinnen
mit Kinderwunsch eine modifizierte Konisation im Aufklarungsgesprach

besprochen werden.
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