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1 Einleitung

1.1 Virusinduzierte Tumorerkrankungen

Chronische  Virusinfektionen stellen einen wesentlichen Risikofaktor flur
Tumorerkrankungen dar. (de Oliveira, 2007)

Auch wenn sich die Lebenserwartung von HIV-positiven Patienten (HIV = humanes
Immundefizienzvirus) in den letzten 20 Jahren durch die Moglichkeit der
antiretroviralen Therapie (ART) verlangert hat, so treten jedoch immer mehr nicht Aids-
definierende Krebserkrankungen bei HIV-positiven Patienten in den Vordergrund und
stellen eine der haufigsten Todesursachen dar. Hierbei ist eine ansteigende Inzidenz
der Karzinome zu beobachten, die durch verschiedenste humane Papillomaviren
(HPV) verursacht werden. (Gervaz, Hirschel, & Morel, 2006; M Melbye, Cote, Biggar,
Kessler, & Gail, 1994; Palefsky, Holly, Ralston, Da Costa, & Greenblatt, 2001) Durch
die Einfuhrung neuer Nachweisverfahren (metagenomische Sequenzierung) werden
stetig neue HP-Viren entdeckt, was einen Einfluss auf die Anzahl, Klassifizierung und
das Wissen uber ausgeloste Infektionen durch HP-Viren hat. (Bzhalava et al., 2014;
Foulongne et al., 2012). Folgende Abbildung (Abb.1) veranschaulicht dabei die
Verschiebung der Anzahl der HPVTypen unterteilt in Alpha-, Beta-, und Gamma
Papillomaviren in den Jahren 1981-2014.
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Abbildung 1: Anzahl von a-, B- und y-Papillomaviren nach Kalenderjahren. (Virology,
Volume 476, February 2015, pages 341-344 Fig. 2) (Bzhalava, Eklund, & Dillner, 2015)

Daraus wird die Entwicklung neuer Impfstoffe zur weiteren Reduktion von viral
induzierten Tumorerkrankungen in naher Zukunft resultieren. So kann heute durch
eine spezifische Vorsorgeimpfung gegen die humanen Papillomavirustypen 6, 11, 16
und 18 in 98 % der Falle die Entwicklung einer neoplastischen Vorstufe (zervikale
intraepitheliale Neoplasie Grad Il oder Ill) oder die Ausbildung eines Zervixkarzinoms
verhindert werden. (Group, 2007b) Auch bei bereits bestehender positiver Testung
einzelner vom Impfstoff abgedeckter HPV-Subtypen (1-3 HPV-Subtypen) wirkt die
quadrivalente Impfung der Entstehung von Neoplasien durch die im Impfstoff
verbliebenen, noch negativen HPV-Subtypen entgegen. Dies Ilasst die
Vorsorgeimpfung auch ohne vorheriges Screening als sinnvoll erscheinen. (Group,
2007a)

Auch anale intraepitheliale Neoplasien (AIN) vom Grad Il oder Ill lassen sich bei
homosexuellen Mannern (MSM), durch die Anwendung von quadrivalenten HPV-
Impfstoffen reduzieren. (Palefsky et al., 2011)

Daraus lasst sich die klinische Bedeutung fur Screeningprogramme fur genitoanale
intraepitheliale Dys- oder Neoplasien als Vorlauferlasion fur Analkarzinome ableiten.
(A Kreuter et al., 2003)



1.2 Humane Papillomaviren

1.2.1 Morphologie und Klassifikation

Die weltweit vorkommenden humanen Papillomaviren gehdren zur stetig wachsenden
Familie der Papillomaviridae, wie vom Internationalen Komitee fur Taxonomie von
Viren (ICTV) festgelegt wurde.
Humane Papillomaviren sind unbehullt und besitzen ein kleines, ringformiges,
doppelstrangiges DNA-Genom mit einer Grofde von ca. 6.800-8.000 bp. Aktuell sind
in der Familie der Papillomaviridae Uber 225 Genotypen klassifiziert. Der unten
angefihrte Phylogenetischer Baum (Abb.2) soll ein Uberblick Uber die
Zusammenhange und Abstammungen der 189 Papillomaviren geben.
Anhand der DNA lassen sich unter den mehr als 225 HPV-Typen funf Genera
beschreiben, die in alpha-, beta-, gamma-, mu- und nu-Papillomavirus untergliedert
werden. (Muhr, Eklund, & Dillner, 2018)
Das unbehullte Kapsid ist ikosaedrisch aufgebaut und enthalt im Inneren das virale
Genom bei einem Durchmesser von 45-55 nm. (Doorbar et al., 2012)
Die Nukleotidsequenzen der verschiedenen Virustypen variieren nach Definition Gber
10 % von ihrem Hauptkapsidproteins L1 (late gene 1). Dieses Gen dient zur
Klassifikation und Konstruktion eines phylogenetischen Baumes der humanen
Papillomaviren. (H.-U. Bernard et al., 2010)
Die genetische Information der humanen Papillomaviren liegt in zwei
unterschiedlichen Regionen vor:

- in einer nicht kodierenden Region (long control region, LCR)

- in einer kodierenden Region fur die fruhen (early gene, E) und spaten (late

gene, L) Gene mit offenen Leserahmen (open reading frames, ORFs)

Die nicht kodierende Region bildet den Ausgangspunkt fur die Virusreplikation und
beinhaltet regulatorische Elemente. (Bernard & Apt, 1994)

Die fruhen Gene (E1-E7) haben zwei wesentliche Aufgaben: Sie sind auf der einen
Seite fur die Replikation der viralen DNA (E1, E2), die Virus-Reifung und Freisetzung
(E4) sowie die Transkription der viralen Gene (E2) zustandig, auf der anderen Seite



fur die Regulierung der Proteinfunktion der Wirtszelle. Diese Zellregulierung ist

notwendig, um die Voraussetzungen fur eine optimale Virusreplikation zu schaffen.
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Abbildung 2: Phylogenetischer Baum, entwickelt aus der L1-Nukleotidsequenz von
189 Papillomaviren. ((H. U. Bernard et al., 2010)

Anhand der Abbildung des Genoms von dem High-Risk-HPV Typ 16 (Abb.3), soll der
Aufbau schematisch beschrieben werden. Das Virusprotein E5 ist fur die Expression
des epidermalen Wachstumsfaktors ausschlaggebend und beeinflusst somit die
Invasion des HPV-Genoms in die Wirtszelle. (Wechsler, Tugizov, Herrera, Da Costa,
& Palefsky, 2018)

EG/E7 stehen bei der Krebsentstehung im Vordergrund. lhre Aufgabe ist es, den
Proliferationszyklus der differenzierenden Epithelzellen aufrechtzuhalten. Dabei
inhibiert das Virusprotein E6 (anti-apoptotisch) das Tumorsuppressorprotein p53.
Aufgabe des Tumorsuppressorproteins p53 ist die Replikationsinhibition von mutierten
Zellen, um fehlerhafte Stellen der DNA zu korrigieren oder den programmierten Zelltod
einzuleiten. E7 (mitogen) inhibiert das Retinoblastom-Protein (pRb), was zur
Immortalisierung fuhrt.



Schliel3lich kdnnen sich die Viren ungehindert vermehren, klonal ausbilden, die
gesunden Zellen verdrangen und maligne Tumore ausbilden. (Doorbar, 2007; Putral
et al., 2005; Zheng & Baker, 2006)

E1

Abbildung 3: Schematischer Aufbau des Genoms von High-Risk-HPV 16. E1
(Replikation), E2 (Replikation, Transkription), E4 (Virusfreisetzung), E5
(Immunabwehr iiber Expression von EGFR), E6 (Bindung an p53) und E7
(Bindung an pRB) sind die friihen Gene (early genes). L1 und L2 kodieren fiir
die Haupt- und Neben-Kapsid-Proteine als spate Gene (late genes). LCR ist die
nicht kodierende Region. (Crosbie & Kitchener, 2006)

Den Anogenitaltrakt infizierende alpha-Papillomaviren kdnnen verschiedene benigne
und maligne Tumore verursachen. Eine Einteilung derer erfolgt danach, wie

wahrscheinlich eine onkogene Entartung ist. Ein niedriges Potential wird dabei mit



Low-Risk (LR) und ein hohes Potential mit High-Risk (HR) beschrieben. (H.-U. Bernard
et al., 2010)

Zur Gruppe der Low-Risk-Typen zahlt HPV 6, aber auch HPV 11. Wichtige Vertreter
der High-Risk-Typen sind HPV 16 und auch HPV 18. (Véronique Bouvard et al., 2009)
Mit Hilfe der nachfolgenden Tabelle (Tab.1) ist eine Klassifikation der einzelnen HPV-

Typen moglich:

Karzinogenitats- HPV- Klassifikation
Gruppe Genotypen
Gruppe 1 16, 18, 31, 33, Karzinogene HPV-Typen
35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59
Gruppe 2A 68 Wahrscheinlich karzinogene
HPV-Typen
Gruppe 2B 5, 8, 26, 30, 34, Moglicherweise karzinogene
53, 66, 67, 69, HPV-Typen
70, 73, 82, 85,
97
Gruppe 3 6, 11 Nicht einstufbare HPV-Typen
bezlglich ihres karzinogenen
Potentials
keine Gruppe 42,44, 54, 61, Nicht eingestufte HPV-Typen
62, 72, 81, 83,
84, 90, 91

Tabelle 1: Einteilung des onkogenen Potentials von Hoch-Risiko-a-HPV-Typen (V.
Bouvard et al., 2009)



1.2.2 Pathogenese und Infektionsweg

HP-Viren sind stark sowohl wirts- als auch gewebespezifisch und replizieren sich in
mehrschichtigem Plattenepithel von genitaler und oraler Schleimhaut sowie der Haut.
Sie erreichen Uber Mikrolasionen die Basalzellen (Keratinozyten) des Epithels (Abb.4).
Das L1-Kapsidprotein bindet dafir an die Basalmembran und erfahrt eine
Konformationsanderung, wodurch Viruspartikeln per Endozytose die Infektion der
Basalzellen des mehrschichtigen Plattenepithels ermaoglicht wird. (Kines, Thompson,
Lowy, Schiller, & Day, 2009)

Die Epidermis besteht zu mehr als 95 % aus Keratinozyten, die aus den Stammzellen
der Basalschicht gebildet werden. Sie durchwandern die Epidermis und durchlaufen
einen streng regulierten Differenzierungsvorgang. (Kerscher, 2004) An diesen
Differenzierungsgrad der infizierten Keratinozyten sind die Replikation und die Protein-
Expression des HPV geknupft. Fur die Kodierung der frihen Phase ist ein
Genomabschnitt zustandig (early region), der aus neun bis zehn offenen Leserahmen
(ORF) besteht. Zunachst wird die Virus- DNA mit Hilfe der Gene E1 und E2 verdoppelt,
wodurch es zu einer Proliferation der Keratinozyten kommt. Das E2-Gen unterdruckt
das weitere Transkripieren von E6 und E7 durch Kopplung an die LCR oder URR
(upstream regulatory region). Daher finden sich im Rahmen der Primarinfektion in den
Basalzellen nur vereinzelte virale Genome. Die Gentranskription von E1, E2 und E5
ist ebenso schwach. Die Genexpression von E1-2 und E4-7 findet in den
oberflachlichen Epidermisschichten statt und die virale DNA-Replikation setzt ein.

In der spaten Phase wird ein weiterer Genabschnitt transkipiert, der aus zwei ORFs
besteht, welches Informationsmaterial fir die die Strukturproteine L1/L2 beinhaltet.
Deren Expression startet, sobald die befallene Zelle als Keratinozyt hohere
Hautschichten erreicht hat. Ausgereifte und infektiose Virionen lassen sich im Stratum
spinosum oder granulosum finden. Durch Abschilferung der obersten Zellschicht
kommt es zu einer Freisetzung dieser. Die Virusreplikation ist mit der
Zelldifferenzierung im Plattenepithel folglich stark synchronisiert. (McKinney,
Hussmann, & McBride, 2015)
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Abbildung 4: Lebenszyklus von High-Risk-HPV in der
Gebarmutterhalsschleimhaut

Mikrolasionen ermoglichen die Infektion der Basallamina des mehrschichtigen
Plattenepithels. (Doorbar, 2007)

1.2.3 Karzinogenese und Manifestation der unterschiedlichen HPV-Typen

Die humanpathogenen Papillomaviren sind streng epitheliotrop und weisen eine
aullerordentliche Typenvielfalt auf. Die meisten HPV-Infektionen stellen transiente
Infektionen dar, es treten somit keine Symptome auf und daher bleibt die Infektion
unentdeckt. Sie verheilen zwischen vier Monaten und zwei Jahren und erzeugen keine
Neoplasien. (Trottier & Franco, 2006)

Da nicht nur verhornendes, sondern auch unverhornendes Plattenepithel von den
Viren befallen wird, werden die verschiedenen humanpathogenen Papillomavirus-
Typen entsprechend ihrer Praferenz eingeteilt. Dabei werden HP-Viren mit vorwiegend
genital-mukosalem Tropismus (vorwiegend alpha-Papillomaviren) von solchen mit
kutanem und oral-mukosalem Tropismus (beta-, gamma-, mu-, nu- sowie einige alpha-
Papillomaviren) unterschieden. Multiple humane Papilloma Viren sind in der Lage
kutane aber auch mukosale Schaden zu erzeugen. (Bzhalava, Guan, Franceschi,
Dillner, & Clifford, 2013)



Kutaneotrope Typen

Low-Risk-HPV integrieren nur selten in das Genom der Wirtszelle und werden kaum
in einen direkten Zusammenhang mit bosartigen Erkrankungen gebracht. Low-Risk-
HPV vom kutaneotropen Typ rufen an der aul3eren Haut benigne Warzen hervor. In
seltenen Fallen kann eine Low-Risk-HPV-Infektion (HPV 6 und 11) auch zu einem
nicht-kanzerésen Tumor der Atemwege fuhren (RRP). (Moore et al., 1999) AuRerdem
konnen HP-Viren des kutanen Typus auch in aktinischen Keratosen (AKs) und in
Keratoakanthomen (KAs) gefunden werden. (Asgari et al., 2008; Forslund et al., 2004)
Kutaneotrope HPV- Viren vom Typus High-Risk-sind mit spinozellularen Karzinomen
(SCC) und Basaliomen assoziiert. (Nindl, Gottschling, & Stockfleth, 2007) Beta-HPV
der Spezies 1, 2 und 3 sowie gamma-HPV der Spezies 1 werden mit dem Auftreten

von Spinalzellkarzinomen der Haut assoziiert. (Bzhalava et al., 2013)

Epidermodysplasia verruciformis

Eine Sonderstellung haben die B-HPV-Typen (5, 8, 9, 12, 14, 15, 17, 19, 20, 21-25,
36, 38, 47, 50), die mit der seltenen genetisch determinierten Warzenkrankheit
Epidermodysplasia verruciformis (EV) assoziiert sind. Die Haut von Patienten mit EV
weist eine abnorme Empfanglichkeit fur HPV auf und entwickelt multiple plane Warzen.
Bei der immunkompetenten Bevodlkerung induzieren diese HPV-Typen keine sichtbare
Hautveranderung. In ungefahr 30 % aller Falle wird eine maligne Transformation
dieser verrukdsen Lasionen beobachtet. (Jablonska, Dabrowski, & Jakubowicz, 1972)

Mukosale Typen

Mukokutane oder rein mukodse Manifestationen treten anogenital und oropharyngeal
auf. Die Inkubationszeit ist dabei sehr variabel. Sogar nach Jahren ist das Auftreten
von gering- bis schwergradigen Neoplasien und Karzinomen madglich.
Low-Risk-HPV-Infektionen vom Mukosa-Typ verursachen gutartige Veranderungen
wie z. B. genitale Feigwarzen (Condylomata acuminata) (HPV 6 und 11).
High-Risk-HPV und wahrscheinlich karzinogene HPV-Typen (68, 73) sind in der Lage,
ihre DNA in das Genom der Wirtszelle zu integrieren und virale Onkogene zu
exprimieren. (Gutiérrez et al., 2015) Diese inhibieren die Apoptose und es kommt zu

Mutationen, die am Ende in einer bosartigen Transformation enden. Somit entstehen
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zunachst Krebsvorstufen, die intraepithelialen Neoplasien und mehrere Jahre spater
durch eine persistierende Infektion invasive Karzinome (SCC) im Bereich des Anus,
Zervix, Penis oder der Vulva. (Clark, Hartley, & Geh, 2004; Schiffman, Castle,
Jeronimo, Rodriguez, & Wacholder, 2007)
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1.3 Epidemiologie

HPV-Infektionen treten weltweit mit erheblich unterschiedlichen Pravalenzen auf und
variieren von 3 % in Spanien und 39 % auf Honduras. (de Sanjosé et al., 2003; Ferrera
et al., 1999; Forcier & Musacchio, 2010) Vermutlich durch sexuelle Aktivitat infiziert
sich ein Grolteil der Bevolkerung irgendwann mit unterschiedlichen HPV-Typen (v. a.
alpha-Papillomaviren), wenngleich die Mehrheit der Infektionen ohne Symptome
verlauft und in 60-90 % der Falle nach sechs bis 18 Monaten nicht mehr nachweisbar
ist. (Schiffman et al., 2007)

Die Inzidenz genitoanaler Warzen betrug 2006 in Australien 219 pro 100.000
Einwohner aller Altersgruppen. In der Altersgruppe von 20 bis 29 Jahren war sie am
groRten, wobei Frauen haufiger betroffen waren. (Pirotta et al., 2010) Im Alter von 10
Jahren bis einschliellich 79 Jahren, betrug die Inzidenz 2006 in Deutschland
durchschnittlich 169 pro 100.000. Frauen waren dabei ebenfalls haufiger betroffen und
der Altersgipfel lag bei den 20- bis 29-Jahrigen. (Kraut, Schink, Schulze-Rath,
Mikolajczyk, & Garbe, 2010)

Bei Mannern ist die genitale HPV-Pravalenz in allen Altersstufen tber 30 %. Es ist
kaum eine Abnahme mit zunehmendem Alter zu verzeichnen. Bei gesunden, sexuell
aktiven Mannern sind somit anogenitale HPV-Infektionen sehr haufig, was mit haufigen
Reinfektionen erklart wird. (Giuliano et al., 2011)

Peniskarzinome liegen weltweit mit einer Inzidenz von unter 1 pro 100.000 vor,
Analkarzinome geschlechts- und regionabhangig mit einer Inzidenz von 0,3-1 pro
100.000 im Jahr. (M. Frisch, 2002)

Im Gegensatz zu Mannern liegt, nach zahlreichen Studien zu urteilen, die zervikale
HPV-Pravalenz bei jungen Frauen zwischen 10 und 52 % und nimmt mit
Alterszunahme fur High-Risk-HPV auf unter 10 % ab. (Stanley, 2010; Wheeler et al.,
2013) Studienergebnissen von 2008 mit Zytologien von 576.281 weltweit untersuchten
Frauen zufolge, lag die HPV-Pravalenz bei 32,1 %. Die hochste HPV-Pravalenz wurde
in Asien (57,7 %) und die niedrigste in Westeuropa (3,7 %) registriert. Am haufigsten
identifiziert wurden HPV 16 mit 9,5 % gefolgt von HPV 18 mit 6,2 %.
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2012 lag die Zahl der Neuerkrankungen an Gebarmutterhalskrebs weltweit bei
527.600 Frauen und 265.700 Todesfallen. Somit ist das Zervixkarzinom die
vierthaufigste geschlechtsspezifische diagnostizierte Neoplasie bei Frauen
(zweithaufigste in Entwicklungslandern) sowie die vierthaufigste Todesursache
(dritthaufigste in Entwicklungslandern) unter allen Karzinomen. Fast 90 % aller
Todesfalle durch ein Zervixkarzinom sind in Entwicklungslandern zu registrieren
(Inzidenzrate pro 100.000, altersstandardisiert: Ostafrika 42,7, Melanesien 33,3,
Sudafrika 31,5, Zentralafrika 30,6, Westafrika 29,3, Zentralamerika 23,5, Karibik 21,0,
Sudamerika 20,3). (Torre et al., 2015)

In China wurde eine erhohte Pravalenz mit High-Risk-HPV-Infektionen (54,4 %) bei
Frauen unter 20 Jahren beobachtet. (Li et al., 2006)

Bei schwangeren Frauen aus Mexiko wurde bei einer Studie HPV 18 als haufigster
Subtyp identifiziert. Dabei konnte in allen gewonnenen Gewebeproben aus Zervix und
Plazenta HPV-DNA in 75 % und 47 % nachgewiesen werden. (Uribarren-Berrueta,
Sanchez-Corona, Montoya-Fuentes, Trujillo-Hernandez, & Vasquez, 2012)
Vulvakarzinome sind mit einer Inzidenz von 0,5 bis 1,5 und Vaginalkarzinome mit 0,3
bis 0,7 pro 100.000 selten zu finden. (Parkin & Bray, 2006)
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1.4 Risikofaktoren fiur HPV-Infektionen

Geschlechtsverkehr ist einer der Hauptrisikofaktoren fur eine HPV-Infektion, der mit
haufig wechselnden Sexualpartnern weiter steigt. (Burchell, Winer, de Sanjose, &
Franco, 2006; Giuliano et al., 2007) Ebenfalls ist eine Ansteckung uber
Schmierinfektionen (Sonnex, Strauss, & Gray, 1999), reinen Korperkontakt oder aber
durch verschmutzte Objekte denkbar. So werden als mogliche Infektionsquellen
Gegenstande wie Klobrillen oder Turgriffe, die mit genitoanalen HPV kontaminiert sind,
diskutiert. (Strauss, Sastry, Sonnex, Edwards, & Gray, 2002) Wahrend des
Geburtsvorgangs ist eine Ubertragung von der Mutter auf das Baby méglich und kann
anogenitale Warzen oder Larynxpapillome induzieren. (Ingram et al., 1992)

Neben Rauchern zahlen immunsupprimierte Personen als Risikogruppe fur
anhaltende HPV-Infektionen, Dysplasien und HPV-assoziierte Karzinome. (Tota,
Chevarie-Davis, Richardson, & Franco, 2011) Rauchen wirkt sowohl systemisch als
auch lokal immunsuppressiv, da es humorale und zellvermittelte Immunprozesse

unterdruckt. (Kaderli, Schnuriger, & Brugger, 2014)

HIV-infizierten Mannern und Frauen leiden haufig an genitalen und analen HPV-
Infektionen und dementsprechend ist das Risiko fur die Ausbildung anogenitaler
Dysplasien und Karzinome in einer Studie bis zu 37-fach hoher als in der
Allgemeinbevdlkerung. (Morten Frisch, Biggar, & Goedert, 2000; Silverberg et al.,
2012) Homosexuelle Manner bilden eine Hochrisikogruppe fur anale HPV-Infektionen,
da die Partneranzahl, die Sexualkontakte und die Pravalenz einer
immunsupprimierenden HIV-Infektion meist hoher sind als bei heterosexuellen
Menschen. (Chin-Hong et al., 2004; Manning et al., 2007) 35-52 % HIV-positiver
Manner, die sexuellen Kontakt mit ihrem gleichen Geschlecht haben, weisen
hochgradige anale Neoplasien (AIN II/1ll) auf und die Inzidenz fur die Ausbildung eines
Analkarzinoms liegt bei mehr als 100 Erkrankungen pro 100.000 Personen pro Jahr.
(Alexander Kreuter et al., 2010; Palefsky et al., 2005) Bei HIV- Erkrankten werden in
deren Kondylome bis zu 56 % hochgradige Dysplasien gefunden. (Wieland & Kreuter,
2017) Die Anzahl der wechselnden Geschlechtspartner stellt den bedeutendsten
unabhangigen Risikofaktor fur eine Infektion mit HPV dar. (Evander et al., 1995)
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1.5 HPV-assoziierte Neoplasien der anogenitalen Schleimhaute

1.5.1 Feigwarzen (Condylomata acuminata)

In der Literatur werden spitze Kondylome oder Feigwarzen als die haufigsten
gutartigen Tumore der aufleren Region der Genitalien und des Analbereichs
beschrieben. Nach einer Infektion mit einem mukdsen Low-Risk-HPV treten diese im
Alter von 15 bis 49 Jahren mit einer Pravalenz von 1 % auf. (Gall, 2001). Das unten

angefuhrt Foto zeigt das typische Erscheinungsbild einer Feigwarze am Anus (Abb.5)

Verlauf und Symptome

Neben dem Anogenitalbereich treten Feigwarzen auch im Mundraum (Sen, Shah,
Sheikh, & Chatterjee, 2018), der Konjunktiva (Lass, Jenson, Papale, & Albert, 1983)
sowie im oberen Respirationstrakt auf (Tanaka & Alawi, 2018). Pradilektionsstellen
sind Korperbereiche mit Hautfalten und erhohter Hautfeuchtigkeit.

Bei Condylomata acuminata handelt es sich um Linsen- bis Bohnengrol3e, exophytisch
wachsende Papeln. Selten treten diese einzeln auf, es wird die Neigung zu einer
flachenhaften Beetbildung beschrieben. In seltenen Fallen sind gewaltige
Konglomerate von Tumoren vorzufinden, die infiltrierend wachsen und fokale
Dysplasien oder bereits invasive Anteile eines SCC (Squamous Cell Carcinoma
Antigen) aufweisen konnen (Condylomata gigantea, Buschke-LOowenstein). (Bastola,
Halalau, Kc, & Adhikari, 2018) Sie haben eine rotliche, grau-braunliche oder weille
Farbe. Humane Papillomaviren der Gruppe Low-Risk (HPV 6, 11 u. a.) sind fur diese
ursachlich. Folgendes Foto aus der Dermatologischen Klinik der LMU Munchen zeigt

das typische Erscheinungsbild einer Feigwarze am After.
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Abbildung 5: Perianale Genitalwarzen in der Cutis des M. corrugator ani. (Fotolabor
der Dermatologischen Klinik Miinchen)

Kondylome sind meist nicht druckschmerzhaft und zudem weich. Gr6Re und Form der
Genitalwarzen kann sowohl persistieren als auch stark zunehmen. Eine komplette
restitutio ad integrum ist jedoch relativ selten. Ein Wiederauftreten der Kondylome
erfolgt nach chirurgischer Entfernung und Abheilung in ca. 25-70 % der Falle.
Genitalwarzen sind in der Regel asymptomatisch und koénnen bei starkem Befall
Juckreiz, Schmerzen, Kontaktblutung oder Brennen hervorrufen. (Gerd Gross et al.,
2008)

Lokalisation

Bei Mannern finden sich Feigwarzen an der Glans und am Eichelrand des Penis, am
Frenulum, am Penisschaft und im perianalen Bereich. (Knoblich & Failing Jr, 1967)
Genitoanale Feigwarzen treten bei MSM haufiger auf als bei heterosexuellen Mannern.
(Silvera, Smith, Swedish, & Goldstone, 2014)

Bei Frauen befinden sich Kondylome im du3eren Genitalbereich. In den meisten Fallen
befinden sich Kondylome im Bereich der Vulva. Weniger haufig betroffen ist die
Vagina. Seltener lassen sich Kondylome am Gebarmutterhals feststellen. Frauen mit
Analkondylomen sollten nach Analverkehr befragt und weiteren Feigwarzen inspiziert

werden. (Zur Hausen, 1976)
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1.5.2 Intraepitheliale Neoplasie

Dem HPV-assoziierten Karzinom geht eine dysplastische Transformation bzw. ein
Neoplasma im Epithel voraus. Histologisch identifizierte intraepitheliale Neoplasien
(IN) weisen onkogene Typen von der DNA des HPV (HPV 16, 18 u. a.) auf. Dabei wird
zwischen leichtgradigen, mafdigen und schweren Neoplasien unterschieden (Grad |-
).

Am Beispiel des Analkarzinoms wird eine geringgradige Dysplasie als anale
intraepitheliale Neoplasie (AIN 1) bezeichnet und weist histologisch Zellproliferationen
mit kleinen Zell- und Kernatypien sowie Koilozyten mit vergroRerten irregularen Kernen
auf.

Eine mittelgradige Dysplasie von moderater Starke (AIN Il) besitzt schmale basaloide
Zellen mit erhdhtem Kern-Plasmaverhaltnis und befindet sich in den unteren zwei

Dritteln des Anodermepithels.

Alle Epithelschichten sind bei einer analen intraepithelialen Neoplasie (AIN Ill) durch
atypisches Plattenepithel ersetzt. (Fenger & Nielsen, 1986)

Besitzt das Anodermepithel der AIN Ill karzinomatose Auffalligkeiten mit
Vorwucherungen gegen das Stroma und unubliche Mitosen, wahrend die
Basalmembran intakt erscheint, ist es definitionsgemal ein Carcinoma in situ. (Xi et
al., 1998)

Abhangig von der jeweiligen Lokalisation werden die Neoplasien wie folgt

unterschieden:

e Lokalisation an der Vulva (VIN)

e Lokalisation an der Vagina (VAIN)

e Lokalisation an der Cervix (CIN)

e Lokalisation am Penis und Anus (PAIN)
e Lokalisation am Anus (AIN)

e Lokalisation am Penis (PIN)
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Komplikationen

Die Pravalenz einer analen intraepithelialen Neoplasie ist bei HIV-positiven MSM am
hochsten, gefolgt von HIV-negativen MSM. (Chin-Hong et al., 2008) Verschiedene
Studien belegen das Risiko fur eine maligne Transformation von hochgradigen analen
Neoplasien von 8,6—-29,0 % (SCC/AIN IllI; 3/35 (8,6 %); 8/72 (11,1 %); 8/27 (29,0 %)).
(Scholefield, Castle, & Watson, 2005; Scholefield, Ogunbiyi, Smith, Rogers, & Sharp,
1994; Watson, Smith, Whitehead, Sykes, & Frizelle, 2006)

1.5.3 Karzinom

Gemeinsamer Risikofaktor fur die Entstehung eines anogenitalen SCC (Zervix-,
Vaginal-, Vulva-, Penis- und Analkarzinom) ist die persistierende Erkankung von HPV
des High-Risk Typus. Diese sind fur das Auftreten eines Karzinoms des
Gebarmutterhalses von Wichtigkeit. Bei 99,7 % der Zervixkarzinome konnten diese
detektiert werden (Walboomers et al., 1999). Neben 26 % der Oropharynxkarzinome
sind High-Risk-HPV-Typen auch mit 50 % der Peniskarzinome, mit 70 % der
Vaginalkarzinome, mit 43 % der Vulvakarzinome und mit 88 % der Analkarzinome
beider Geschlechter assoziiert. (Villain et al., 2015) Unter den High-Risk-HPV-Typen
in anogenitalen Karzinomen sind HPV 16 (40,9 %—-82,2 %) und HPV 18 (2,6 %-18,1 %
in 44,7 % der Adenokarzinome der Zervix) die dominierenden Subtypen. (Carter et al.,
2001) Der untenstehenden Tabelle kann die detailierte Aufschlisselung der Pravalenz
von HPV-Subtypen in analen, vulvareren und vaginalen intraepitheliale Neoplasie,
sowie Anal- und Vaginalkarzinomen entnommen werden (Tab.2).

Anhand einer Gewebebiopsie wird die Diagnose fur ein anogenitales Karzinom
gestellt, wobei der grote Anteil auf Plattenepithel- (SCC) und Adenokarzinome
entfallt. Mischformen und neuroendokrine Karzinome sind dagegen seltener zu
beobachten. (Smith, Tiffany, Qualls, & Key, 2000)
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HPV-Subtypen

6 11 16 18 31 33 58
Neoplasie (IN) % % % % % % %
VIN | 224 9,0 9,8
VIN il 71,9 50 8,0
VIN CE vulvar 322 44 4,5
VAIN | 23,4
VAIN II/1ll 576 6,9 5,9
VAIN CE vaginal 53,7 7,6 5,6
AIN | 36,2 18,1 372 21,3
AIN 11/ 59,8 174 13,6 13,1
AIN CE anal 734 52 4,8

Tabelle 2: Pravalenz von HPV-Subtypen in vulvarer intraepithelialer Neoplasie

(VIN I-11l), Vulvakarzinom (CE vulvar), vaginale intraepitheliale Neoplasie (VAIN I-lil),
Vaginalkarzinom (CE vaginal), anale intraepitheliale Neoplasie (AIN I-lll), Analkarzinom
(CE anal) in Prozent (%). (De Vuyst, Clifford, Nascimento, Madeleine, & Franceschi,
2009)

1.6 Kilinik und Diagnostik

Anogenitale HPV-Infektionen werden in latent, klinisch oder subklinisch unterteilt. Die
zur Diagnosestellung verwendbaren Verfahren sind somit auch passend zur jeweiligen
Infektionsform zu wahlen.

So lasst sich zum Beispiel in latenten HPV-Infektionen nur mittels
molekularbiologischer Analysen virale DNA nachweisen. Klinische Lasionen dagegen
sind ohne oder mit optischen Hilfsmitteln (Inspektion, Kolposkopie, Anoskopie) visuell
erkennbar, wahrend subklinische Infektionen zunachst mit dem Aufbringen von
Lésungen visualisiert werden mussen.

Bei fortgeschrittenem Analkarzinom koénnen Patienten unterschiedliche Symptome
aufweisen, die in Intensitat, Art und Anzahl variieren. Als haufigste Symptome bei
einem Analkarzinome konnen rektale Blutungen, Schmerzen oder das Gefuhl der
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Massenzunahme im Bereich des Anus (bei mechanischer Manipulation beim
Stuhlgang oder sexueller Aktivitat) auftreten. Weitere Symptome kdnnen perianaler

Juckreiz oder veranderter Stuhlgang sein.

1.6.1 Histologie

Weitere Analysen unter Einbezug einer Gewebeprobe wird bei klinisch unsicherer
Diagnostik, bei Fruhrezidiven, bei atypischer Prasentation sowie bei ausbleibendem
Therapieerfolgt eingeleitet. Eine histologische Untersuchung ist ebenfalls bei
warzenahnlichen Hautveranderungen uber einem Zentimeter und bei Genitalwarzen
bei immunsupprimierten Patienten induziert. Intraepitheliale Neoplasien mussen
histologisch gesichert werden, wahrend Feigwarzen oder Karzinome oft klinisch
diagnostiziert werden konnen. Dabei ist vorab die anatomische Lokalisation
anzugeben, um eine genaue Zuteilung der intraepithelialen Neoplasie nach
Schweregrad |-l (IN) vornehmen zu konnen. Die Einteilung des Schweregrades
orientiert sich an dem Ausmal} der Dysplasien (Tab3.)

Atypische Keratinozyten und Parakeratosen uber alle Schichten hinweg sind im meist
verdickten Plattenepithel nachweisbar. Benigne Warzen lassen sich histologisch
eindeutig von intraepithelialen und invasiven Stachelzellneoplasien abgrenzen.
Warzen im Genitalbereich weisen typische degenerative Veranderungen der
Zellmorphologie auf. Zu diesen gehdren die perinukleare Vakuolisierung der Stachel-
und Kornerzellen. AuRerdem lassen sich vermehrt dilatierte Blutgefalle im Korium
detektieren. (Gerd Gross et al., 2008)

Abkilirzung Definition

IN Intraepitheliale Neoplasie

IN | Geringgradige Dysplasie

IN I Moderate, mittelgradige Dysplasie
IN 1 Schwere, hochgradige Dysplasie

Tabelle 3: Histologische Terminologie bei Berichten iiber Gewebebiopsien.

Neoplasie bezeichnet den pathologischen Prozess der Tumorbildung und des
Tumorwachstums; Dysplasie beschreibt das krankhafte Gewebewachstum. IN | ist mit
dem zytologischen Befund LSIL vergleichbar; HSIL ist mit den histologischen

Befunden IN I, IN Il oder einem carcinoma in situ vergleichbar.
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1.6.2 Zytologie/PAP-Test

Als weitere Screeningverfahren dienen zytologische Abstriche fur Karzinome und
deren Vorlaufer. Mittels Papanicolaou-Farbung und Bethesda-Klassifikation kann
zwischen normalen Befunden und verschiedenen Atypien unterscheidet werden.
Dabei muss beachtet werden, dass eine Korrelation zwischen Zytologie und Histologie
nur eingeschrankt maoglich ist und somit die histopathologische Aufarbeitung weiterhin
zu bevorzugen ist. (Ortoski & Kell, 2011)

1.6.3 Molekularbiologischer HPV-DNA-Nachweis

Hierbei konnen an entnommenen Gewebeproben einzelne HPV-Subtypen
nachgewiesen werden, die von karzinogenen uber wahrscheinlich karzinogene bis hin
zu nichtkarzinogenen Subtypen reichen. Die Detektion von HPV-DNA ist nicht Teil der
Alltagsdiagnostik, sollte aber neben der histologischen und zytologischen Beurteilung
erfolgen, um verrukdése Karzinome und hochgradige intraepitheliale Neoplasien

auszuschlief3en. (Dietrich et al., 2015)

1.6.4 Anoskopie, Kolposkopie, Urethroskopie

Zur Untersuchung und Entnahme von Auffalligkeiten (Ulzerationen, Verdickungen) des
Enddarms, der Portio bzw. der Vagina und der Urethra werden endoskopische
Verfahren verwendet. Eine hochauflésende Anoskopie (high-resolution anoscopy,
HRA) erfolgt, wenn perianale Auffalligkeiten vorliegen. (Ortoski & Kell, 2011)

Finden sich Warzen im Bereich des Meatus urethrae, ist eine diagnostische
Urethroskopie induziert. Die Zytologie oder Molekulargenetik mittels eines Abstrichs
der Urethra oder analer Schleimhaut, wurde nicht als Standard bei der Diagnostik von
HPV-assoziierten Erkrankungen aufgenommen. Da bei 25 % der weiblichen
Patienten, die Genitalwarzen aufweisen, eine HPV-Infektion der Vagina vorliegt und
die Halfte dieser eine Dysplasie aufweisen, sollte zusatzlich zur Kolposkopie eine

Zytologie erfolgen. (G Gross, 2001)
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1.6.5 Essigsaure-Test

Bei diesem Test konnen subklinische Lasionen durch Aufbringen einer Essigsaure-
Losung (3-%-ig fur Schleimhaute, 5-%-ig fur die Haut) mit Hilfe eines Wattetupfers oder
einer Mullkompresse visualisiert werden. Nach kurzer Einwirkungszeit folgt die
Betrachtung unter der Lupe oder mit Koloskop. Eine scharf begrenzte Weildfarbung
mit sichtbaren Gefallen der hyperkeratotischen Stellen ist kennzeichnend fur einen
positiven Test. Der Test kommt nach einer konkreten Vermutung auf eine Dysplasie
zum Einsatz und dient praoperativ zur Bestimmung der Ausdehnung. Der Test weist
jedoch eine niedrige Sensitivitat als Indikator fur eine HPV-Infektion auf. (G Gross,
2001; Jonsson et al., 1997)

1.7 Therapeutische Moglichkeiten

Es kommen lokale Medikamente und arztliche Interventionen zum Einsatz, wobei allen
topischen Therapien die Wirkung uber die Induktion einer lokalen
Entzindungsreaktion gemeinsam ist. Eine antivirale Therapie, die speziell gegen HPV
gerichtet ist, existiert nicht. (Dietrich et al., 2015) Die heute bekannten Therapieformen
sind rein symptomatisch. HPV-DNA kann stumm im Gewebe persistieren und zu
einem erneuten Ausbruch von Lasionen fuhren. Das Risiko fur ein Rezidiv an einer
zuvor erfolgreich behandelten Lokalisation, entspricht je nach Therapieoption 20—
30 %. (G Gross, 2011)

1.7.1 Topische Therapie

1.7.1.1 Podophyllotoxin 0,5-%-L6sung, Podophyllotoxin 0,15-%-Creme

Es handelt sich um ein Naturprodukt, das aus dem Wourzelstock des Fuliblatts
(Podophyllum peltatum L.) gewonnen wird. Es ist als Creme oder als Losung erhaltlich
und wird vom Patienten zweimal taglich auf die genitale Warze aufgetragen.
Podophyllotoxin ist teratogen und wird daher heute bei vergleichsweise niedriger
Wirksamkeit nicht mehr zur Therapie genitaler Warzen empfohlen. Bei der Behandlung
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multipler Warzen sind schmerzbegleitete Erosionen und Schwellungen nicht selten.
Auch eine Paraphimose stellt eine gehauft auftretende negative Begleiterscheinung

dar. Dies bedingt zwangslaufig eine Behandlungspause. (Gerd Gross et al., 2008)

1.7.1.2 Imiquimod 5-%-Creme

Imiquimod ist ein Immunmodulator. Durch die Férderung der Bildung von Zytokinen
wird das Immunsystem stimuliert und Immunzellen werden aktiviert. Primar wirkt
Imiquimod als Toll-like receptor(TLR)7-Agonist, was den Transkriptionsfaktor NF-kB
aktiviert.

Durch die gesteigerte Freisetzung von Zytokinen wird Uber eine Entzindungsreaktion
die Apoptose eingeleitet. Die Anwendung auf Genitalwarzen dreimal pro Woche vor
dem Schlafengehen wird Uber einen maximalen Zeitraum von 16 Wochen empfohlen.
Nachteilig ist die enorme Anwendungsdauer, die Nebenwirkungen wie rubor und tumor
im Genitalbereich zur Folge tragen kann. Die Rezidivrate liegt unter 20 %. (Inkster,
Szmulowicz, Wiland, & Wu, 2016)

1.7.1.3 Interferon-beta-Gel

Eine Lokaltherapie mit Interferon-beta-Gel kann nach Abtragung von externen
genitoanalen Warzen mittels CO2-Laser erfolgen. Die Anwendung erfolgt mehrmals
taglich uber einen Monat hinweg. Besonders bei rezidivierenden Genitalwarzen ist
diese Therapie empfehlenswert. Interferon-beta-Gel ist fur die Behandlung von
Schwangeren sowie intravaginale und intraanale Kondylome nicht zugelassen. (Gerd
Gross et al., 2008)

1.7.1.4 Griinteeextrakt

Catechine, gewonnen aus der Teepflanze (Camellia sinensis (L.)O. KUNTZE), werden
zur Therapie aullerer Kondylome im Genital- und Perianalbereich verwendet. Die
Salbe wird dreimal taglich fur eine maximale Therapiedauer von 16 Wochen
angewendet. Entscheidende Vorteile bei der Anwendung von Grinteeextrakt sind
kaum vorhandene Nebenwirkungen und eine sehr geringe Rezidivrate von 6,5-8,3 %,
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die bei einer randomisierten Doppelblind-Studie mit 502 Patienten nachgewiesen
wurde. Hierbei kam es in 56,3-57,2 % der Falle zur volligen Abheilung der genitalen
Warzen. (Tatti et al., 2008)

1.7.2 Chirurgische Therapie

1.7.2.1 Chirurgische Verfahren

Multiple chirurgische Therapiemoglichkeiten von Kurettage, Kryotheraie bis hin zu
Elektrokauter oder Laserverfahren kommen als primare Therapie haufig zum Einsatz.
Vor allem bei grol3en, beetférmigen und rezidivierenden Warzen sowie bei unklaren
und malignitatsverdachtigen Befunden werden diese bevorzugt angewendet. Eine
lokale Anasthesie ist dabei obligat. Als nachteilig stellen sich die Gefahr der
Narbenbildung sowie die Rauchentwicklung bei CO2-Lasern und Elektrokauter mit

infektionsfahigen Viruspartikeln heraus. (Gerd Gross et al., 2008)

1.7.2.2 Trichloressigséure

Durch die Anwendung der hochdosierten Saure (verwendet bis zu 85 %) kommt es zur
Zellnekrose und kann somit zur Entfernung von Warzen eingesetzt werden. Mittels
eines Wattetupfers wird die Saure im wochentlichen Abstand auf die Warzen appliziert.
Behandeln lassen sich hiermit vor allem kleine Warzen im Schleimhautbereich.
Nachteilig ist indes das Brennen beim Auftragen der Tinktur. Die Neutralisation der
Saure kann bei Uberdosierung mit Natriumbicarbonat erfolgen. Bei Schwangeren ist
die Therapie mit Trichloressigsaure ebenso einsetzbar. (Varma, Lathrop, & Haddad,
2013)
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1.7.2.3 Photodynamische Therapie

Die photodynamische Therapie besteht aus zwei Schritten: der topischen oder
systemischen Applikation eines Photosensibilisators und der anschliellenden
Beleuchtung der zu behandelnden Region mit Licht roter Wellenlange (630 nm). Der
durch das Licht freigesetzte Singulett-Sauerstoff hat eine lokale, zytotoxische Wirkung
und induziert Nekrose und Apoptose mit nachfolgender Remission der
Hautveranderung. Der Photosensibilisator 5-Aminolavulinsaure (ALA) wird zu
Protoporphyrin IX metabolisiert und akkumuliert selektiv in den schnell proliferierenden
Zellen der viralen Akanthome. Aufierdem kann die Anreicherung des Porphyrins in
Kondylomen zur Photodynamischen Diagnostik (PDD) genutzt werden. Blaues Licht
fuhrt zur Abgrenzung verdachtiger Areale durch rot-violette Fluoreszenz von

umliegendem Gewebe. (Fehr et al., 2002)

1.8 Pravention

1.8.1 Impfungen

Nach aktuellem Stand stehen drei unterschiedliche prophylaktische Impfstoffe zur
Verfugung. Mit der Entwicklung von rekombinant hergestellten Impfstoffen basierend
auf virus like particle (VLP), die aus synthetischen, leeren Viruskapsiden
(Hauptkapsidprotein L1) bestehen, wird angestrebt, die Entwicklung des
Zervixkarzinoms und anderer HPV-16- und HPV-18-assozierter Karzinome zu
verhindern.

Die Standige Impfkommission (STIKO) empfiehlt seit August 2007 fur Madchen
(spatestens bis zum 18. Geburtstag) eine flachendeckende Immunisierung gegen
humane Papillomaviren vom Typus 16 und 18 mittels Impfung zur Pravention von CIN,
Vulva-Dysplasien und Genitalwarzen. Fur jugendliche Manner (9-14 Jahre) wurde erst
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aktuell seit der 90. Sitzung der STIKO am 15. Juni 2018 die HPV-Impfung als
Standartimpfung beschlossen. (Standige Impfkommission, 2018)

Grundlage dieser Empfehlungen ist eine multinationale Arbeit von 2011, die den
Impfschutz gegenuber von mit HPV 6, 11, 16 und 18 assoziierten externen genitalen
Lasionen von uber 90 % zeigte. Nach Studienergebnissen konnten die Vakzine

gegenuber PIN Il /1l einen vollstandigen Schutz erreichen. (Giuliano et al., 2011)

Die letzte Impfung der Serie sollte vor erstmaligem sexuellem Kontakt appliziert
worden sein. Das Impfziel der geschlechtsubergreifenden HPV-Impfung ist eine
Abnahme der durch HPV assoziierten Tumore. Nach internationalen
epidemiologischen Studien konnte in Landern mit einer hohen Impfbereitschaft
(Impfquote der Madchen 75-80 %) durch die Herdenimmunisierung eine deutliche
Reduktion von HPV-Infektionen und HPV-assoziierten Veranderungen im

Anogenitalbereich festgestellt werden. (Chow et al., 2017)

Mit der unzureichenden Impfbereitschaft in Deutschland (42,5 % der Madchen; Stand
2014) gelingt hierzulande bislang keine Herdenprotektion. (Rieck, Feig, Wichmann, &
Siedler, 2017)

1.8.1.1 Bivalenter Impfstoff

Das bivalente HPV-16 und -18 L1-VLP-Vakzin ist ein weiterer seit 2007 in Deutschland
zugelassener Impfstoff. Eine randomisierte klinische Studie zeigt eine 70-%-
Wirksamkeit gegen das Zervixkarzinom. (Harper et al., 2004)

1.8.1.2 Quadrivalenter Impfstoff

Der 2006 zugelassene quadrivalente Impfstoff dient dem Schutz vor HPV 6, 11, 16
und 18.

Die VLP-Vakzine der L1-Proteine verhindern das Auftreten von HPV-16/18-induzierten
CIN-II/lll-Veranderungen und vulvaren bzw. vaginalen intraepithelialen Neoplasien
Grad Il/lll. Im Rahmen klinischer randomisierter Studien konnte nachgewiesen

werden, dass diese Vakzine zu 90 % Genitalwarzen vorbeugen. (Villa et al., 2006)
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1.8.1.3 Nonavalenter Impfstoff

Der nonavalente HPV-Impfstoff schutzt Frauen und Manner vor Erkrankungen im
Anogenitalbereich, die mit HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52, 58 assoziiert sind. Am
10. Juni 2015 hat die EMA Gardasil®9 die Zulassung erteilt. Eine umfassende
klinische Studie konnte die Wirksamkeit des nonavalenten Impfstoffes von 97,4 %
gegenuber Krebsvorstufen und Karzinomen der zervikalen, vaginalen und vulvaren

Schleimhaut nachweisen. (Joura et al., 2015)

1.8.2 Kondome

Die Benutzung von Kondomen verringert die Ansteckung mit HPV erheblich. (Burchell
et al., 2006) Jedoch kann durch eine Verwendung eines Kondoms eine Infektion nicht
zuverlassig verhindert werden, da nur der umschlossene Bereich des Genitals
geschutzt wird. (Nielson et al., 2010)

1.8.3 Zukunftsausblick

Ziel dieser Studie war es, das HPV-Infektionsmuster mit den histologischen Befunden
von HIV-Patienten und nicht HIV-infizierten Patienten zu vergleichen. Daruber hinaus
wurde die histologische Einstufung, die von unauffalligen Befunden, IN I, IN I, IN I,
bis hin zu Condylomata acuminata reichte, mit der molekularen Analyse der einzelnen
HPV-Typen der vorliegenden Biopsien verglichen. Basierend auf solchen
Untersuchungen konnte das Risiko einer IN-Entwicklung bei immungeschwachten
Patienten bestimmt werden. Eine derartige Klassifizierung konnte die klinische

Beurteilung und praventive Therapie verbessern.
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign und Zielsetzung

In der Immunambulanz der Klinik und Poliklinik fur Dermatologie und Allergologie der
LMU Munchen werden Patienten vorstellig, die in Folge ihrer Erkrankung an dem
Humanen Immundefizienzvirus (HIV) oder seltener ohne zu Grunde liegende
Immunsuppression Gewebeveranderungen im Genitoanalbereich aufweisen. Diese
Gewebeveranderung werden durch Humane Papillomaviren (HPV) mithervorgerufen.
Diese reichen von benignen Dysplasien bis zu intraepithelialen Neoplasien und
Karzinomen mit unterschiedlich starker Auspragung im anogenitalen Bereich.

Das Patientenkollektiv dieser retrospektiven Studie beinhaltet Patienten, die von 2010
bis 2015 in der Dermatologie der LMU in Munchen nach den Richtlinien der Deutschen
AIDS Gesellschaft zur Vorbeugung von Analkrebs behandelt wurden. Gespeicherte
Biopsien wurden erneut auf HPV-Subtypen analysiert und mit den Ergebnissen der
vorliegenden histologischen Befundung in Korrelation gesetzt. Ebenfalls sollte
festgestellt werden, ob sich das Auftreten der unterschiedlichen HPV-Subtypen bei
HIV-positiven Patienten von Gewebeproben HIV-negativer Patienten unterscheidet.
Die als benigne eingestuften Condyloma acuminata wurden ebenfalls auf ihre HPV-
Subtypenverteilung untersucht. Die Frage, ob und — falls ja — in welchem Umfang sich
die High-Risk-HPV- und Low-Risk-HPV-Zusammensetzung mit zunehmendem
Invasivitatsgrad der intraepithelialen Neoplasien andert, sollte ebenfalls Teil dieser

Arbeit sein.
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2.2 Material

2.2.1 Patientenkollektiv

Der Patientenpool dieser retrospektiven Studie setzt sich aus Patienten zusammen,
die sich in der Dermatologie 2010 bis zum Jahr 2015 im Rahmen der
Krebsvorsorgeuntersuchungen einer oder mehrerer Gewebeprobenentnahmen im
anogenitalen Bereich unterzogen haben und deren Gewebeproben histologisch
aufbereitet und befundet wurden. Die Studie erfolgte Geschlechts-, Alters- und

Nationalitatsunabhangig. Alle Daten wurden anonymisiert erhoben und verarbeitet.

2.2.2 Ethikkommission

Die Ethikkommission der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen bestatigte die
ethische Unbedenklichkeit der geplanten vollstandig anonymisierten retrospektiven
Untersuchungen der Pravalenz von HPV-Subtypen in zu diagnostischen Zwecken
durchgefuhrten Abstrichen und Gewebeproben von kutanen Neoplasien bei
immunsupprimierten Patienten. Anbei ist die Genehmigung der Studie der
Ethikkommission angefugt (Abb.6).
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Abbildung 6: Unbedenklichkeitsbescheinigung der Ethikkommission der Ludwig-
Maximilians-Universitat Miinchen.
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2.2.3 Datenerhebung

Die Erhebung der Daten erfolgte sowohl aus bereits elektronisch erfassten Daten als
auch anhand von molekulargenetischen Analysen von zu diagnostischen Zwecken
entnommenen Gewebeproben im Labor. Die unterschiedlichen Daten wurden
vollstandig anonymisiert verarbeitet. Alle Daten wurden zunachst in einer selbst
erzeugten MS-Excel®-2011(Microsoft Corporation Redmond, WA, USA)-Datenbank
zusammengefuhrt und anschlieend fur die statistische Auswertung konvertiert und in
das Statistikprogramm IBM SPSS Statistics®, Version 23 (IBM Inc, Armonk, NY, USA)

importiert.

2.2.3.1 Elektronische Daten

Alle Patienten, die sich in der Dermatologischen Klinik und Poliklinik behandeln lassen,
werden elektronisch erfasst. Die Erhebung der Studiendaten erfolgt dabei
anonymisiert sowohl aus den elektronisch erfassten Krankenakten, den
Laborbefunden, Arztbriefen, Operationsberichten, zytomorphologischen Befunden,
HPV-DNA-Typisierungsberichten und dermatohistopathologischen Gutachten sowie
aus der histologischen Datenbank (ZOC) der Abteilung fur Dermatohistopathologie.
Die Daten fur diese Studie beinhalten soziodemographischen Faktoren (Alter,
Geschlecht), Infektionserkrankungen (HIV), Lokalisation der Probenentnahme und
Ergebnisse der dermatohistopathologischen Befunde (AIN, PIN, VIN, Condyl.Acc.,

ohne pathologischen Befund). Alle Daten wurden retrospektiv erfasst.

2.2.3.2 Gewebeproben

Die anogenitalen Gewebeproben wurden im Rahmen von klinischen Routinekontrollen
zu diagnostischen Zwecken, die eine Biopsie umfassten, gewonnen und im
histologischen Archiv aufbewahrt. Fur diese Studie wurden insgesamt 245
Gewebeproben retrospektiv analysiert und auf HPV-Subtypen getestet. Dabei

stammten zum Teil mehrere Gewebeproben von einem Patienten.
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Die den Patienten entnommenen Gewebeproben wurden direkt in  10-%-
Formaldehydlosung fixiert und in Paraffin eingebettet. Von jeder intraoperativ
gewonnenen Gewebeprobe wurde ein Teil fur die histologische Routineuntersuchung
und ein Teil fur die molekulargenetische Analyse bezuglich der Typisierung und
Pravalenz von HPV-DNA-Sequenzen verwendet. Hierzu wurden mehrere ungefarbte
10-pm-Paraffin-Schnitte mittels Mikrotom (Microm HM 355S, Thermo Fisher Scientific,
Darmstadt, Deutschland) und zwei Hamatoxylin-Eosin(HE)(Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland)-gefarbte Schnittpraparate aus verschiedenen Abschnitten jeder
Gewebeprobe angefertigt. Die erneut HE-gefarbten Schnittpraparate dienen zur
befundeinheitlichen histopathologischen Nachbefundung durch einen erfahrenen
Dermatohistopathologen (Prof. Dr. M. Flaig). Bestimmt wurden der Schweregrad der
intraepithelialen Neoplasie (IN I, Il oder Ill) und die Risikostufe (High-Risk oder Low-
Risk). Zur Kontrolle wurden alters- und lokalisationsidentische Hautproben mit
unauffalligem histopathologischen Befund herangezogen. Alle folgenden
histologischen und  molekularbiologischen  Untersuchungen wurden unter
Blindbedingungen durchgefuhrt und die gewonnenen Daten wurden im
Statistikprogramm IBM SPSS Statistics®, Version 23 (IBM Inc, Armonk, NY, USA)

implementiert.

2.2.3.3 Kodierungsplan

Fir die anonymisiert und elektronisch zur Verfugung stehenden Daten wurde ein
Kodierungsplan fur die jeweiligen Items erstellt (Tab. 4). Fur jede Variable wurde das
passende Skalenniveau gewahlt. Den Inhalten der Variablen wurden Kodenummern
zugeordnet, sodass ein Kodierungsplan erstellt werden konnte. Von 150 Patienten
mussten 29 Patienten auf Grund von unvollstandigen Datensatzen oder nicht
ausreichend vorhandenem Gewebematerial von dieser Studie ausgeschlossen
werden. Somit lagen von 245 Gewebeproben am Ende 210 Gewebeproben von 121
Patienten zur histologischen und molekulargenetischen Untersuchung vor.



o,
g

o,
°Q

o,
£

0,
o

0,
o

HIV

e HIV-negativ=0

e  HIV-positiv = 1

e HIV unbekannt = 2
Alter
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PAP
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e ASCUS=4
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Histologie ZOC

e unauffallig=0
e AINI=1

e AINII=2

e AINII=3

e Condly.Ac.=4
e VINI=5

e VINII=6

e VINII=7

e PINI=8

e PINII=9

e PINII=10

Lokalisation Gewebeprobe
e Intraanal =1

e Anal=2

e Perianal =3

e Penis=4

e Vulvar=5

Datum Gewebeprobe

Tabelle 4: Kodierungsplan
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2.3 Methode — Histologische und immunhistologische Untersuchung

2.3.1 DNA-Extraktion

Zunachst muss jede einzelne Proben-DNA aus den zuvor in 10-%-Formaldehydlésung
fixierten und in Paraffin eingebetteten Gewebeproben extrahiert werden. Dazu wurde
jeweils ein 10-um-Schnitt von jeder in Paraffin eingebetteten Gewebeprobe
angefertigt, auf einen Objekttrager uUberfuhrt und zur DNA-Extraktion bereits
entparaffiniert.

2.3.1.1 Labormaterialien

Material

Inkubator

Zentrifuge

Vortex

Einmalkanulen
Mikro-Schraubrohrchen 1,5 ml

Pipettenspitzen 10 ul, 100 pl, 200 pl

Pipetten m 10, m 100, m 200
Thermozykler

2.3.1.2 Reagenzien

Reagenzien
1 M, ph 8,0 Tris-HCL
0,5M, ph 8,0 EDTA

Tween 20

10 mg/ml Proteinase-K-Stammldsung
steriles PCR-Wasser
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2.3.1.3 DNA-Extraktionsdurchfiihrung

Zur Extrahierung der DNA aus den ungefarbten, entparaffinierten Gewebeschnitten
wurde zunachst ein Extraktionspuffer von 10 ml angesetzt. Dieser besteht aus 1,0 ml
Tris-HCL, 0,01 ml EDTA, 0,05 ml Tween 20 und 8,94 ml sterilem PCR-Wasser. Der
Extraktionspuffer wurde kraftig vermischt und zu je 1 ml auf 10 Schraubenréhrchen
verteilt, die bei -20°C eingefroren wurden. Anschlielend wurden 1 ml
Extraktionspuffer und 100 pl Proteinase-K-Stammlosung (10 mg/ml) in einem
Schraubenréhrchen vermischt, bevor der Extraktionsmix zu 20 pl in Tubes pipettiert
wurde. Die Gewebeschnitte wurden einzeln mit sterilem PCR-Wasser angefeuchtet
und mit einer Einmalkanule von den Objekttragern heruntergeschabt. Das
Gewebematerial wurde dann in dem 20-pl-Extraktionsmix gel6st und mit einer
Nummer kodiert und bei 56 °C uUber Nacht inkubiert, bis es zur Lyse des Gewebes
kam. Der Prozess wurde anschlie®end durch Hitzeinaktivierung bei 95 °C fur 10 min
mit Hilfe eines Thermozyklers beendet. Diese Schritte wurden fur alle Gewebeproben
nach gleichem Verfahren durchgefuhrt. Die nummerierten Reaktionsgefalle wurden
kurz  abzentrifugiert, um  Kreuzkontaminationen durch  Verspritzen von
Probenfliissigkeit im Deckelinneren beim Offnen der Gefale zu vermeiden, und bis
zur weiteren Verarbeitung bei -20 °C gelagert.

2.3.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Dieses Diagnostikverfahren ist 1987 von Kary B. Mullis erforscht worden. (Mullis &
Faloona, 1987) Durch Modernisierungen der technischen Ausfuhrung stellt sie
heutzutage ein bewahrtes Verfahren dar, das es erlaubt, in vitro einen Abschnitt eines
DNA-Strangs zu amplifizieren.

Die Amplifikation einer DNA-Sequenz beginnt damit, dass eine DNA-Matrize mit zwei
Startermolekulen (primer) zu beiden Seiten versehen wird. Zusatzlich werden vier
verschiedene Desoxynukleosid-Triphosphate mit den Basen Adenin, Cytosin, Guanin,
und Thymin gebraucht.

Angeregt durch zyklische Temperaturveranderung knupft das thermostabile Enzym
DNA-Polymerase zur Ausgangs-DNA komplementare Strange. In mannigfacher
Wiederholung folgen drei Reaktionsschritte aufeinander, um die exponentielle

Vermehrung der DNA-Sequenz zu ermdglichen:
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1. Denaturierung: Der DNA-Doppelstrang wird erhitzt, was zur Auftrennung beider
Strange fuhrt und die Primeranlagerung ermoglicht;

2. Primerhybridisierung: Die spezifischen Oligonukleotide lagern sich an den
Einzelstrang sequenzabhangig bei 50-65 °C an (annealing);

3. Elongation: Verlangerung in 5'3’-Richtung, abhangig je nach thermostabiler
DNA-Polymerase.

Am Ende eines Zyklus gehen zwei DNA-Doppelstrange hervor.

2.3.2.1 Labormaterialien

Material

Zykler

Zentrifuge

Vortex

Mikroréhrchen 1,5 ml, 0,2 ml
Pipettenspitzen 10 ul, 100 pl, 200 pl
Pipetten m 10, m 100, m 200
PCR-Kihlblock

2.3.2.2 Reagenzien

Reagenzien

Primer A ’'MY09/11’

Fragmentgrofde ca. 450 Basenpaare

Primer B ’125’
Fragmentgrolde ca. 125-155
Basenpaare

HotStarTag® Plus Master Mix Kit: HotStarTaq® Plus DNA-Polymerase/
PCR-Puffer mit 1,5 mM/ Magnesiumchlorid/ 0,2 mM von jedem dNTP
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extrahierte DNA-Gewebeproben

2.3.2.3 PCR-Etablierung

Der Ansatz einer PCR besteht stets aus der extrahierten Gewebeproben-DNA, dem
Enzym Polymerase (HotStarTag® Plus DNA-Polymerase), Desoxyribose-
Triphosphaten (0,2 mM von jedem dNTP) und zwei Oligonukleotiden (Primer A oder
Primer B). Die Primer befinden sich in einer an die Polymerase angepassten
Pufferlosung (PCR-Puffer mit 1,5 mM Magnesiumchlorid). Im hier vorliegenden
Studienmodell wurde die Tag-Polymerase aus Thermus aquaticus verwendet. Der
Hersteller sorgt fur eine in ihrer Zusammensetzung und im pH-Wert angepasste
Pufferlosung. Alle Bestandteile werden zusammen mit der DNA-Polymerase und den
Desoxyribose-Triphosphaten im HotStartTag® Plus Master Mix geliefert, was die
Vorbereitung, Fehleranfalligkeit und den Ablauf vereinfacht.

FUr die Analyse der in den Gewebeproben enthaltenen HPV-Genome wurden zwei
verschiedene Primer-Paare verwendet, um alle auf dem LCD-Array HPV Type 3.5
moglicherweise reprasentierten HPV-Subtypen zu diagnostizieren. Beide Primer-
Paare werden dazu in unabhangigen PCR-Reaktionen verwendet und anschlieRend
beim Hybridisierungsprozess kombiniert. Das Primer-System 'MY09/11’ basiert auf
den Sequenzen MY09 und MY 11 und erzeugt PCR-Amplifikate der Grolde von ca. 450

Basenpaaren (Tab.5).

Name Oligonukleotidsequenz
MYO09 5-CGT CCM ARR GGA WAC TGA TC-3
MY 11 5-GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG-3'

Tabelle 5:PCR-Primer 'MY09/11°
A/C=M; A/IG=R; AIT=W; C/G=S; C/T=Y; G/T=K
Das zweite Primer-System ’125’ beinhaltet mehr als 30 individuelle Sequenzen, um

alle seltenen HPV-Subtypen zu amplifizieren, die nicht vom Primer-Paar 'MY09/11’

vervielfaltigt werden, und erzeugt PCR-Amplifikate der Grof3e zwischen ca. 125 und
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155 Basenpaaren. Folgende Tabelle beschreibt das Pipettierschema fur die DANN-

Amplifikation (Tab.6).

Komponenten Finale Volumen A Volumen B
Konzentration (in pl)

DNA-extrahiert 2,0 2,0
HotStarTag® Plus Master Mix: 10,0 10,0

1x PCR-Puffer

dNTP je 0,2 mM

MgCI2 1,5 mM

Taq QIAGEN 1U
Primer Aund B 1,0 2,0
PCR-Wasser 2,0 1,0 pl
Gesamtvolumen pro Ansatz 15,0 15,0

Tabelle 6: Pipettierschema fiir DNA-Amplifikation je Probe

Mit der bereits extrahierten DNA der einzelnen Gewebeproben wird nun je ein PCR-

Ansatz mit Primer A und Primer B pipettiert. Das Gesamt-Reaktionsvolumen betrug

fur Volumen A mit Primer A und fur Volumen B mit Primer B jeweils 15 pl. Als Positiv-
Kontrolle wird pro PCR-Durchlauf ein HPV-16-Plasmid und fur die Negativ-Kontrolle
Aqua destillata anstelle von Proben-DNA verwendet. Die Reaktionsgefalle wurden

beschriftet und in den Zykler uberfuhrt. Anschliefend wurde der Zykler nach der in

Tabelle 7 aufgefuhrten Ordnung eingestellt:

Schritt

Temperatur

Dauer

initiale Hitzeaktivierung

XY
<5min

46 Zyklen:
Denaturierung oo
Primeranlagerung (annealin s
g g 9) 30 Sek
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Elongation - oo
2 % Sel

Finale Elongation oo
10 min

Tabelle 7: Einstellung des Zyklers fiir den Reaktionszyklus.

2.3.3 Agarose-Gelelektrophorese

2.3.3.1 Agarose-Gelelektrophorese fiir das Aufdréseln der DNA-Fragmente

Zur Qualitatssicherung des in der PCR vervielfaltigten DNA-Stranges wurde als
Kontrolle der Qualitat und Reinlichkeit eine Agarose-Gelelektrophorese durchgefuhrt.
Abbildung 7 zeigt die graphische Darstellung des Bandenmusters nach Agarose-
Gelelektrophorese. Hierzu wurden 3 g Agarose in 200 ml 1x-Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethan(TRIS)-Tris-Acetat-EDTA(TAE)-Puffer (2 M, 0,5M Ethylen-Diamin-
Tetraessigsaure ph 8, Acetat) suspendiert und in der Mikrowelle bis zur vollstandigen
Auflosung der Agarosepolymere aufgekocht. AnschlielRend wurde das flussige 1,5-%-
ige Agarose-Gel in einen Geltrager mit eingesetztem Kamm gegossen. Im Rahmen
des Abkuhlungsprozesses kommt es Uber Wasserstofforickenbindungen zur

Molekulquervernetzung.
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Abbildung 7: Graphische Darstellung der DNA-Fragmente nach Agarose-

Gelelektrophorese.

PCR-Produkte (Spuren 1-5 und 7-8) im Vergleich mit der DNA-Leiter (Spur 6) in 1,5-%-
Agarose-Gel, gefarbt mit Ethidiumbromid; Spuren 1-5 stellen die PCR-Produkte mit
Primer ‘MY09/11° und Spuren 7-8 mit Primer ‘“125° dar. Spuren 2, 3, 4 sind negativ fir
Primer 'MY09/11°.

Die entstandene Porengrof3e beeinflusst dabei die Auftrennung der DNA-Strange. Je
hoher die Konzentration des Agarose-Gels gewahlt wird, desto kleiner ist die
PorengrofRe. Der aus dem erkalteten Gel entfernte Kamm bildet die Taschen fur die
Proben. Nach Uberfilhrung des polymerisierten Gels in eine Elektrophoresekammer
wurde das Gel mit einem Laufpuffer (1x TAE) vollstandig bedeckt. Zur besseren
visuellen Darstellung wurde den 5 ul farblosen DNA-Proben ein DNA-Loading-Buffer
zugesetzt, bevor anschlielRend die Mischung in die Taschen des Gels pipettiert wurde.
Ein Langenstandard bekannter Basenpaare wurde als Referenz parallel zu den
Proben aufgetragen.

Die angelegte Spannung von 115 Volt (V) entspricht bei einer Kammerlange von 23
Zentimetern (cm) einer Spannung von 5 V/cm. Die negativ geladenen Nukleinsaure-

Strange durchwandern das Gel von der Kathode zur Anode. Somit ist eine Auftrennung
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der DNA-Strange abhangig von ihrer Basenpaaranzahl moglich. Nach einer Laufzeit
von ca. einer Stunde wurde der Geltrager in 0,04-%-igem Ethidiumbromid (EtBr) fur
20 min eingelegt. Dabei lagert sich Ethidiumbromid als interkalierende Substanz in die
Doppelhelix ein und ermoglicht die Betrachtung der DNA-Banden im Gel unter UV-
Licht. Die Dokumentation der Ergebnisse erfolgte unter dem BioDocAnaylze UV-
Transluminator (Biometra GmbH, Gaéttingen, Deutschland) bei 312 nm.

2.3.4 Chip-Analyse

2.3.4.1 LCD-Array HPV Type 3.5

Die DNA-Chips wurden zur Identifikation und Unterscheidung klinisch relevanter
humaner Papillomaviren entwickelt. Diese DNA-Mikroarrays sind miniaturisierte
Trager, auf deren Oberflache sich in hoher Dichte und Anzahl immobilisierte DNA-
Molekuile mit bekannter Sequenz in einem geordneten Raster (Array) befinden.

Jeder LCD-Chip enthalt acht identische Raster mit neun mal neun Feldern, die einen
Durchmesser von jeweils 300 um haben. Drei Kontrollfelder zur Uberwachung der
Hybridisierung und Farbung befinden sich in den Ecken.

Das Prinzip eines DNA-Chips beruht auf der Bindung von zuvor amplifizierter Proben-
DNA mit den dazu komplementaren, kovalent an den Chip gebundenen DNA-Sonden.
Dieser Vorgang wird als Hybridisierung bezeichnet und ist ein wesentlicher Bestandteil
der modernen Molekularbiologie.

Durch Waschschritte werden ungebundene DNA-Molekule entfernt und anschlieRend
Signalmuster mittels Fluoreszenzscanner ausgelesen. Durch den bekannten
Arrayaufbau und die Verteilung des Fluoreszenzsignals lassen sich die in der Probe
vorhandenen DNA-Abschnitte bestimmen. Dabei befinden sich in jedem Raster
vertikal doppelt angeordnete DNA-Sonden fur insgesamt 32 HPV-Subtypen. Die
vertikal doppelte Anordnung fur jeden HPV-Subtypen dient als Kontrolle, da, erst wenn
beide DNA-Sonden fur einen HPV-Subtyp gefarbt sind, dieser als positiv gewertet

werden kann.
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2.3.4.2 Labormaterial

Material

Wasserbad

Zentrifuge

Pipettenspitzen 10 ul, 100 pl, 200 pl
Pipetten

Vortex

Hybridisierungskammer

Drei Waschbehalter

2.3.4.3 Reagenzien

Reagenzien

Hybridisierung Puffer
Modulator
Waschlosung 20-fach
Dilution-Puffer

Stain Losung
Destilliertes Wasser
PCRA&PCRB

2.3.4.4 Hybridisierung

Zu Beginn der Hybridisierung muss das Wasserbad auf die moglichst exakte
Temperatur von 35 °C eingestellt werden, da eine Temperaturabweichung von nur
1 °C bereits einen Einfluss auf die Hybridisierung hat. Der LCD-Chip darf nicht
vorgewarmt werden, sondern sollte Raumtemperatur aufweisen. In jede Ecke der
Hybridisierungskammer wird ein Tropfen Wasser aus dem Wasserbad gegeben.
Danach wird das Hybridisierungsgemisch vorbereitet. Dazu werden fur jede einzelne
Reaktion 22 pl Hybridisierungspuffer mit 2 pl des Modulators und jeweils 5 pyl vom
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PCR-A-und-B-Mix gemischt. Wenn bei einem Arbeitsvorgang alle acht Felder des
LCD-Arrays, also acht Proben, gleichzeitig untersucht werden sollen, setzt sich der
Hybridisierungsmix aus 220 ul Hybridisierungspuffer und 20 pl Modulator zusammen,
der nach gutem Vermischen zu je 24 pl auf acht nachvollziehbar beschriftete Tubes
verteilt wird.

Hinzugegeben werden nun jeweils 5 pl von der zu untersuchenden und im vorherigen
Schritt amplifizierten Probe mit dem Primer A und B (PCR-A-und-B-Probenmix). Das
neue LCD-Array wird individuell beschriftet und in die Hybridisierungskammer gelegt.

AnschlieBRend werden 30 pl der einzelnen PCR-Hybridisierungsgemische ohne
Kontakt auf ein einzelnes Raster pipettiert und es wird die jeweilige Zuteilung von PCR-
Hybridisierungsgemisch und Raster dokumentiert. Die Hybridisierungskammer wird
zugig in das 35 °C warme Wasserbad gelegt und es wird die Inkubationszeit von
30 min gestoppt. Wahrenddessen wird die Waschlosung vorbereitet und auf drei gleich
grol3e Behalter zu je 300 ml verteilt.

Dazu werden 50 ml des 20-fachen Waschlosungskonzentrats mit 950 ml destilliertem
Wasser gemischt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wird der LCD-Array aus der
Hybridisierungskammer genommen, vollstandig in den ersten Waschbehalter getaucht
und dreimal langsam vor und zurtck bewegt. Das Eintauchen des LCD-Arrays sollte
dabei schnell erfolgen, um eine gegenseitige Kontamination der einzelnen
Rasterinhalte zu vermeiden. Der gleiche Vorgang wird auch im zweiten Waschbehalter
wiederholt, bevor der LCD-Array im dritten Behalter fur 1 min inkubiert wird.

Die Trocknung des Chips erfolgt durch Zentrifugieren des LCD-Arrays mit Hilfe der
CHIP-Spin-Zentrifuge fur 15 sek.

2.3.4.5 Markierung (Labeling)

Nach abgeschlossener Hybridisierung erfolgt nun die Markierung (labeling) der an die
DNA-Sonden gebundenen DNA-Proben. Hierzu wird das Markierungsgemisch
(labeling mix) aus Dilution-Puffer und -Modulator im Verhaltnis 9:1 gemischt.

Bei der Verwendung von allen acht Rastern werden 270 pl Dilution-Puffer und 30 pl -
Modulator gemischt. Anschlielend werden 1 yl von der Label-Losung mit 150 pl
Dilution-Puffermix gemischt, was bei der Verwendung von acht Rastern 2 pl Label-

Losung auf 300 pl Dilution-Puffermix entspricht.
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Nun werden jeweils 30 pl vom hergestellten Label-Mix auf jedes Raster des
hybridisierten LCD-Arrays pipettiert und der Chip wird bei Raumtemperatur fur 5 min
inkubiert.

Wahrenddessen werden die Waschbehalter mit neuer Waschlosung befullt und der
LCD-Array wird nach Ablauf der Inkubationszeit nach gleichem Schema wie bei der
Hybridisierung gereinigt und getrocknet.

2.3.4.6 Féarbung (Staining)

Sind alle an die DNA-Sonden gebundenen DNA-Proben erfolgreich markiert, erfolgt
die Farbung (staining). Um eine Kontamination der Farbungslosung (stain solution) zu
vermeiden, wird die benotigte Menge an Farbungslésung in ein frisches
Reaktionsgefald Uberfuhrt.

Da fur jedes Raster auf dem LCD-Array 30 ul Farbungslosung bendtigt werden, sollten
bei acht verwendeten Rastern nicht mehr als 300 pl Farbungslosung separiert werden.
Nach Pipettierung von 30 ul Farbungslosung auf jedes Raster des LCD-Arrays erfolgt
die Inkubation bei Raumtemperatur fir 1 bis 3 min. Jegliche Ruckstande von
Waschlosung und Restfeuchtigkeit sollten unbedingt vermieden werden.

Der Farbungsprozess wird uberwacht und die Farbung beendet, sobald Punkte klar
sichtbar werden. Dazu wird der Chip im letzten Waschbehalter des
Markierungsvorgangs fur 15 sek gespult und erneut in der Chip-Zentrifuge getrocknet.
Die fertig gefarbten LCD-Arrays konnen nun Raster fur Raster auf vorhandene HPV-

Subtypen manuell oder mittels Scanner ausgelesen werden.

2.3.4.7 Analyse mittels Scanner PF 3650u und SlideReader-V12-Software

Die SlideReader-V12-Software ermodglicht in Kombination mit dem entwickelten
Scanner die schnelle und gleichzeitige Datenerhebung aller acht Raster auf dem LCD-
Array. Mit Hilfe eines Algorithmus konnen die einzelnen Raster vollautomatisch auf
positive Farbungspunkte untersucht und identifiziert werden.

Jeder LCD-Chip ist mit einer individuellen Identifikationsnummer versehen, die vor
dem Scanprozess in der SlideReader-V12-Software abgefragt wird. Sie enthalt
Informationen Uber den Chip-Typ, die Lot-Nummer und eine individuelle ID-Nummer.
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Nach erfolgreichem Scanprozess erzeugt die SlideReader-V12-Software unter dem
Reiter ,Image‘ ein Schwarz-WeiR-Bild mit einem Uberblick Uber alle acht Raster und
die positiven Farbungspunkte inklusive der drei Kontrollfelder. Unter dem Reiter
,Sample Information® konnen individuelle Beschriftungen und Notizen fur jedes
einzelne Raster erstellt werden.

AuRerdem konnen nicht bearbeitete Raster auf dem LCD-Array als leer markiert
werden. Unter dem Reiter ,Analysis’ Iasst sich jedes einzelne Raster mit graphischer
Darstellung der positiven Farbungspunkte betrachten.

Zusatzlich werden die positiv getesteten HPV-Subtypen tabellarisch aufgefuhrt, mit
einem einheitslosen Messwert, der eine Aussage Uber die Intensitat der positiven
Farbungspunkte trifft. Um sehr schwache und somit falsch positive Farbungspunkte
auszuschliefl3en, lasst sich uber ,Cut off der Mindestmesswert definieren.

Uber die Funktion ,Details’ 18sst sich fir jedes Raster die Grofe der vom Scanner zu
untersuchenden Flache (,Search area size‘) fur die Farbungspunkte definieren,
wodurch auch Einfluss auf den einheitslosen Messwert genommen werden kann. Die
gewonnenen Daten konnen als Ubersichtlicher Bericht ausgedruckt oder fur die
Weiterverarbeitung (MS Excel, Open Office, Text Editor) gespeichert und exportiert
werden (Abb.8).

FUr die Studie wurde aus allen entnommenen Gewebeproben DNA extrahiert,
amplifiziert und auf LCD-Chips hybridisiert, gefarbt und mittels Scanner und
SlideReader-V12-Software ausgewertet. Zur Analyse wurde als einheitliche
Einstellung als ,Cut off' der Wert 2000 und als ,Search area size' eine Grof3e von 30 in
der SlideReader-V12-Software gewahlt.
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2.3.5 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse wurde mit dem Statistikprogramm IBM SPSS Statistics,
Version 23 (IBM Inc, Armonk, NY, USA) durchgefuhrt. Die Erstellung der
entsprechenden Abbildungen erfolgte mit GraphPad (GraphPad Software5 Inc, La
Jolla, CA, USA).

Deskriptiv wurden die Ergebnisse mittels absoluter und relativer Haufigkeitsverteilung
dargelegt. Auch die Darstellung von Mittelwerten kam zum Einsatz. Es wurden
Tabellen mit Haufigkeitsverteilungen und Grafiken erstellt. Die Signifikanztestung
(Signifikanzniveau a = 0,05) erfolgte mittels Pearson x?-Test und dem exakten Test
nach Fisher. Die Starke der jeweiligen Effekte wurde mittels Cramer’s V bestimmt.
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3 Ergebnisse

3.1 Geschlechterverteilung

Die Geschlechterverteilung der 121 Patienten belduft sich auf 14 weibliche und 107
mannliche Personen. Prozentual besteht die Kohorte aus 88,4 % mannlichen zu
11,6 % weiblichen Patienten.

11,6 %

B mannlich
weiblich

88,4 %

Total=121

Abbildung 9: Graphische Darstellung der Geschlechterverteilung im Kreisdiagramm.

Die in die Studie eingeschlossenen Patienten setzen sich im Hinblick auf das
Geschlecht aus 88,4 % mannlichen und 11,6 % weiblichen Patienten zusammen.
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3.2 Altersverteilung

Zunachst musste das Altersverteilung der Patienten begutachtet werden. Das
mittelwertige Alter betragt (Jahre +tSD) 47,79 + 14,28 Jahre. Dabei war das niedrigste
Alter 24 Jahre und der alteste Proband 87 Jahre alt. Aus der Altersgruppe 18-25 Jahre
wurden n =3 (2,5 %) Patienten Gewebeproben entnommen. In der Gruppe 26-35
Jahre waren es n = 23 (19,0 %), in der Gruppe 36—45 Jahre n = 31 (25,6 %) und in der
Gruppe 46—60 Jahre n = 41 (33,9 %). Aus der Altersgruppe uber 60 Jahre waren es
n =23 (19,0 %).

Alter Insgesamt
N %
<18 0 0,0
18-25 3 2,5
26-35 23 19,0
36-45 31 25,6
46-60 41 33,9
>60 23 19,0
Insgesamt 121 100,0

Tabelle 8: Haufigkeitsverteilung der Altersgruppen absolut und prozentual.
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Abbildung 10: Altersgruppenverteilung des Patientenkollektivs graphisch
dargestellt.

Alter in Jahren

Kein in die Studie eingeschlossener Patient ist jlinger als 18 Jahre. Auf die
Altersgruppe 18-25 Jahre entfallen 2,5 % der Patienten, auf die Altersgruppe 26—
35 Jahre 19,0 %. Die Altersgruppe 36-45 Jahre beinhaltet 25,6 % aller Patienten,
wihrend 33,9 % der Patienten der Altersgruppe 46—60 Jahre zugehérig sind. Uber
60 Jahre alt sind 19,0 % der untersuchten Patienten.
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3.3 HIV-Statusverteilung in Abhangigkeit vom Geschlecht

Von den insgesamt 107 mannlichen Patienten waren 59 Patienten HIV-positiv, 22
HIV-negativ und bei 26 Patienten war das Vorliegen einer Infektion nicht bekannt.
Von den 14 weiblichen Patientinnen waren 3 HIV-positiv, 7 HIV-negativ und bei 4
Patientinnen war der HIV-Status unbekannt.

mannlich weiblich
Insgesamt Insgesamt
N % N %
HIV-positiv 59 55,1 3 21,4
HIV-negativ 22 20,6 7 50,0
HIV-Status unbekannt 26 24,3 4 28,6
Insgesamt 107 100,0 14 100,0

Tabelle 9: Geschlechtsabhangige HIV-Erkrankungsverteilung absolut und prozentual.
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Abbildung 11: Graphische Darstellung des HIV-Status in Abhangigkeit vom
Geschlecht.

Unter 107 méannlichen Patienten waren 55,1 % HIV-positiv, 20,6 % HIV-negativ und bei
24,3 % war der HIV-Status unbekannt. Von 14 weiblichen Patienten waren dagegen
21,4 % HIV-positiv, 50,0 % HIV-negativ und bei 28,6 % war der HIV-Status unbekannt.
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3.4 Gewebeproben

Insgesamt wurden im Zeitraum von 2010 bis 2015 an 121 Patienten 210
Gewebeproben entnommen. 59 Patienten (48,8 %) wurde dabei lediglich eine
Gewebeprobe entnommen, zwei Gewebeproben wurden bei 39 Patienten (32,2 %)
gewonnen. Bei 20 Patienten (16,5 %) wurden drei Proben entnommen. Bei zwei
Patienten (1,7 %) wurden vier und bei einem Patienten (0,8 %) wurden funf

Gewebeproben entnommen.

3.5 Lokalisationsverteilung

Die Gewebeproben wurden nach Entnahmestelle eingeteilt und nach Art des
Geschlechtes sortiert. Bei den mannlichen Patienten war der haufigste
Lokalisationsort mit 121 gewonnenen Gewebeproben (65,1 %) intraanal. Penis
(n=32/17,2 %), anal (n=20/10,75 %) und perianal (n=13/7,0%) waren als
Lokalisationsorte seltener vertreten. Bei den weiblichen Patientinnen wurden neben
der Vulva (n=14/58,3 %) auch intraanal (n=8/33,3 %), anal (n=1/4,2 %) und
perianal (n = 1/4,2 %) Gewebeproben entnommen.

Ort der Lasion Manner Frauen Insgesamt
N % N % N %
Intraanal 121 65,0 8 33,3 129 61,4
Anal 20 10,8 1 4,2 21 10,0
Perianal 13 7,0 1 4,2 14 6,7
Vulva - - 14 58,3 14 6,7
Penis 32 17,2 - - 32 15,2
Insgesamt 186 100,0 24 100,0 210 100,0

Tabelle 10: Haufigkeitsverteilung nach Geschlecht und Lokalisationsort.
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3.6 Histologisches Grading

INI INII IN 1l Condyl. ac. Unauffallig Insgesamt
N 15 16 83 88 8 210
% 7,2 7,6 39,5 41,9 3,8 100,0

Tabelle 11: Haufigkeitsverteilung des histologischen Gradings absolut und

prozentual.

Alle gewonnenen Gewebeproben wurden histopathologisch untersucht und gemaf
ihrer Entitat unterteilt. Die acht Proben (3,8 %), welche in der Histologie unauffallig
waren, dienen als Kontrollgruppe. Die 114 Gewebeproben, mit intraepithelialen
Neoplasien, bilden die zweite Subgruppe. Davon wiesen n = 15 (7,2 %) einen Grad |,
n =16 (7,6 %) einen Grad Il und n = 83 (39,5 %) einen Grad Ill auf.

Dazu zahlten Gewebeproben des Anus, der Vulva und vom Penis. Die letzte
Subgruppe wird aus den 88 Proben (41,9 %) gebildet, die als Condylomata acuminata
histologisch befundet worden sind.
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3.7 Verteilung von HPV Typen im Vergleich zur histologischen
Befundung

Das Ziel dieses Studiendesigns liegt im Vergleich der Histologie der Gewebeproben
mit ihrer anschlieBenden molekulargenetischen Untersuchung zur Detektion der
verschiedenen HPV-Subtypen. Die nachfolgende Tabelle gibt hierzu einen
Gesamtuberblick. Eine Unterteilung wurde nach Proben ohne HPV, nur mit High-Risk-
HPV, nur mit Low-Risk-HPV und Mischinfektionen vorgenommen. Diese werden in der
Tabelle gemaly der histologischen Befundung nach unauffallig, IN I, IN II, IN 1l und
Condylomata acuminata sortiert.

Von insgesamt n = 88 histologisch befundeten Condylomata acuminata war in n =4
Proben (4,5 %) >1 High-Risk-HPV-Subtyp und in n = 22 Proben (25 %) >1 High-Risk-
HPV-Subtyp in Kombination mit einem oder mehreren Low-Risk-HPV-Subtypen
nachweisbar. Dies entspricht einem High-Risk-HPV-Auftreten unter allen
Condylomata acuminata von 29,5 %. In n = 10 Proben (11,4 %) konnte kein Nachweis
fur ein vorhandenes HPV-Genom erbracht werden. 59,1 % der Condyl. ac. enthielten
nur Low-Risk-HPV-DNA. Die HPV-Pravalenz unter Condyl. ac. lag bei 88,6 %.

In der Gruppe der histologisch eingestuften Proben mit einer intraepithelialen
Neoplasie Grad Ill (IN Ill) konnte in n = 56 Proben mindestens ein High-Risk-HPV-
Subtyp identifiziert werden und n =27 Proben waren HPV-negativ oder enthielten
mindestens einen Low-Risk-HPV-Subtyp. Dies entspricht einem Auftreten von High-
Risk-HPV in IN Il befundeten Proben von 67,5 %, in IN Il von 18,8 % und in IN | von
1,3 %.

Die HPV-Pravalenz unter Einschluss von Low- und High-Risk-HPV lag unter IN [-llI
bei 74,6 % (IN | bei 40 %/IN Il bei 43,8 %/IN lll bei 86,7 %).

Somit sind in 36,7 % aller n = 210 Gewebeproben nur Low-Risk-HPV, in 24,7 % nur
High-Risk-HPV, in 16,2 % Mischinfektionen aus High- und Low-Risk-HPV und in
22,4 % keine HPV-Infektionen nachgewiesen worden.

Prozent High-Risk-HPV Low-Risk-HPV  High-Risk-+Low-Risk-HPV HPV-
negativ
% 2477 36,7 16,2 22,4

Tabelle 12: Haufigkeitsverteilung der HPV-Typen prozentual.



54

INI IN Il IN I Condyl. ac.
Subtypen in der  Unauffillig Gesamt
(N=15) (N =16) (N =83) (N =88)

Stichprobe

N % N % N % N % N % N %
No HPV 8 1000 9 600 9 563 11 133 10 114 47 224
High-Risk-HPV
16 . . 1 67 1 63 29 349 2 23 33 157
18 . . . . 1 63 2 24 1 1,1 4 19
18 + hr 1 1,2 - - 1 05
16 + 18 3 36 3 14
16 + hr 2 24 2 10
hr - (16,18) 8 96 1 1,1 9 43
Low-Risk-HPV
6 - - 3 20,0 - - 7 8,4 30 341 40 19,0
6+Ir ) ) 1 6,7 ) ) 2 2,4 5 5,7 8

3,8

11 - - - - - - 1 1,2 12 13,6 13 6,2
11 +1Ir - - - - - - - - 1 1.1 1 0,5
6+ 11
Ir- (6, 11) - - 1 6,7 4 250 6 72 4 45 15 71
HPV hr +Ir
6+ hr - - - - - - 2 24 2 23 4 19
11 + hr oder
— 1 1,2 4 45 5 24
16 +Ir - - - - 1 63 1 1,2 2 23 4 19
16 + hr +1Ir - - - - - - 1 1,2 - - 1 0,5
6 + 18 [+hr+ Ir] - - - - - - - - 2 23 2 10
6 + 16 [+hr +Ir] - - - - - - 3 36 2 2,3 5 24
6+11+hr - - - - - - - - 1 1,1 1 05
6+11+16 - - - - - - - - 1 1,1 1 0,5
11 + 16 [+ hr] - - - - - - 3 3,6 5 57 8 38
11+ 18 [+ 1r] - - - - - - - - 3 3.4 3 14

Tabelle 13: Gegeniiberstellung der Subtypenkombination nach CHIP HPV Type 3.5

Hybridisierung und histologisches Grading absolut und prozentual.

Aufschliisselung nachgewiesener HPV-Subtypen (vertikal) und den zugehdrigen histologisch
befundeten Entitaten IN I, IN Il, IN 1ll, Condyl. ac. und ohne pathologischen Befund (horizontal).
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Abgelesen werden kann jeweils die absolute Anzahl (N) und die prozentuale Haufigkeit (%) je

histologischer Entitidt am detektierten HPV-Subtyp oder an der Subtypenkombination.

3.8 Zusammenhangsanalyse von histologischem Grading und
molekulargenetischem HPV-Nachweis in Einzelbetrachtung flir

intraepitheliale Neoplasien und Condyloma acuminata

In 67,5 % aller mit einer intraepithelialen Neoplasie (IN) Grad Ill histologisch
befundeten Gewebeproben konnte mindestens ein High-Risk-HPV-Subtyp
molekulargenetisch nachgewiesen werden. Dies entspricht einem Anteil von 54,2 %
an Gewebeproben, die nur High-Risk-HPV enthalten, und 13,2 % an Mischinfektion
mit High- und Low-Risk-HPV-DNA. In 32,5 % der histologisch mit IN Il befundeten
Gewebeproben konnten nur Low-Risk-HPV-Subtypen oder keine HPV-DNA
identifiziert werden. Dieser Anteil setzt sich aus 19,3 % nur Low-Risk-HPV-DNA und
13,3 % ohne molekulargenetischen HPV-DNA-Nachweis zusammen.

Prozent % Anteil inn =114 INI+INII IN I

High-Risk-HPV 42,2 % 9,7 % 54,2 %
High- + Low-Risk-HPV 254 % 3.2 % 13,3 %
Low-Risk-HPV 219 % 29,0 % 19,3 %
HPV-negativ 10,5 % 58,1 % 13,2 %

Tabelle 14: Gegeniiberstellung von histologischem Grading und

molekulargenetischem HPV-Nachweis.

Bei den histologisch befundeten IN | und IN Il liegt der Anteil von High-Risk-HPV-
DNA bei 9,7 %, fur Low-Risk-HPV-DNA bei 29,0 % und fur Mischinfektionen von
High- und Low-Risk-HPV-DNA bei 3,2 %.

Fur keinen HPV-DNA-Nachweis liegt der Anteil bei 58,1 %. Somit ist in 12,9 % der
histologisch befundeten Gewebeproben IN | und IN Il mindestens ein High-Risk-
HPV-Subtyp diagnostiziert worden. In 87,1 % wurden nur Low-Risk-HPV-Subtypen
oder kein HPV-DNA-Nachweis gefunden.

Insgesamt sind unter allen IN in 42,2 % der Falle nur High-Risk-HPV-Subtypen
identifiziert worden. Nur Low-Risk-HPV-Subtypen lagen unter allen als histologisch
befundeten IN in 21,9 % der Falle vor. Mischinfektionen mit High-Risk- und Low-
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Risk-HPV-DNA lagen insgesamt bei 10,5 % und kein HPV-DNA-Nachweis erfolgte
bei 25,4 % aller n = 114 IN.

Bei Betrachtung aller histologischen Entitaten und der darin detektierten Low-Risk-
und High-Risk-HPV ergeben sich folgende absolute Verteilungen.

In 27 Proben der Entitdten IN I, IN Il konnte nur Low-Risk-HPV nachgewiesen
werden; ebenso viele positive Proben waren es in der Entitatsklasse IN Ill. In der
Gruppe der Condyl. ac. konnte in 62 Proben nur Low-Risk-HPV detektiert werden.
In acht Proben, die histologisch als unauffallig eingestuft wurden, konnte kein HPV
nachgewiesen werden.

Unter Einbezug aller Proben, die positiv auf High-Risk-HPV getestet wurden,
verteilen sich vier Proben auf die Entitaten IN | und IN |l und 56 Proben auf den
Entitatsgrad IN Ill. Unter den Condyl. ac. waren es 26 positiv auf High-Risk-HPV
getestete Proben.

Der Zusammenhang zwischen Auftreten von High-Risk-/ Low-Risk-HPV-Subtypen
mit der Histologie ist signifikant (P <,001). Bei IN Il ist das proztentuale Vorkommen
an High-Risk-HPV-Subtypen signifikant am hoéchsten. Fur Condylomata acuminata,
einen unauffalligen Befund und fur IN I/IN 1l kbnnen keine Abweichungen bezuglich
der Detektion von Low-Risk-HPV-Subtypen detektiert werden. MitV = ,46 (Cramer’s
V) ist der Effekt von mittlerer Starke.

Un- Low-Risk High-Risk
. Condyl. ac. Gesamt
auffallig (IN'I, IN ll) (IN 111)
N % N % N % N % N %
Low-Risk 82 0 272 87,1 27° 32,5 622 70,5 124 59,0
High-Risk 02 0 42 129 56> 67,5 262 29,5 86 41,0

Tabelle 15: Gegeniiberstellung molekulargenetische Analyse und histologisches

Grading.

Darstellung der histologisch befundeten Entitdten nach Invasivitdtsgrad (horizontal)
und den detektierten HPV-Subtypen nach Risiko (vertikal) absolut und prozentual. Zur
High-Risk-Gruppe zahlen alle Proben mit mindestens einem nachgewiesenen High-
Risk-HPV-Subtypen. Die Low-Risk-HPV-Gruppe enthilt nur Proben mit Low-Risk-HPV

oder keine HPV-Subtypen. Die hochgestellten Buchstaben sind zeilenweise zu lesen.
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Unterschiedliche hochgestellte Buchstaben verweisen auf einen signifikanten
Unterschied. (a: p<.05 b: p<.01 Korrektur des Signifikanzniveaus nach

Bonferroni).

3.9 Haufigkeitsverteilung von HPV-Subtypen bei Feigwarzen

Der Nachweis von High-Risk-HPV-DNA in als Condylomata acuminata histologisch
gesicherten Gewebeproben liegt bei 4,5 %. In 11,4 % der Falle war keine HPV-DNA
nachweisbar. Low-Risk-HPV-DNA konnte in 59,1 % und eine Mischinfektion aus Low-
Risk-HPV- und High-Risk-HPV-DNA in 25,0 % der Falle diagnostiziert werden. Somit
konnten wie in Tabelle 16 veranschaulicht insgesamt bei histologisch gestellter
Diagnose Condyloma acuminata (Condyl. ac.) in 29,5 % der Gewebeproben
mindestens ein High-Risk-HPV-Subtyp und in 70,5 % nur Low-Risk-HPV-Subtypen

oder keine HPV-Subtypen nachgewiesen werden.

High-Risk-HPV High- + Low-Risk-HPV Low-Risk-HPV HPV-negativ
% 4,5 25,0 59,1 11,4

29,5 70,5

Tabelle 16: Haufigkeitsverteilung nach HPV-Risikostufen bei histologisch gesicherten

Condylomata acuminata.

Bei der Auswertung von molekulargenetisch nachgewiesenen HPV-Subtypen unter
allen Gewebeproben, die histologisch als Condylomata acuminata befundet wurden,
waren der Low-Risk-HPV-Subtyp 6 mit 48,8 % und der Low-Risk-HPV-Subtyp 11 mit
30,7 % am haufigsten vertreten. Eine graphische Darstellung des Vertelungsmusters
liefert Abbildung 12.

Aus der Gruppe der High-Risk-HPV-Subtypen sind mit 13,6 % der Subtyp 16 und mit
6,8 % der Subtyp 18 nachgewiesen worden. Alle weiteren nachgewiesenen Subtypen
lagen unter 6,0 %. Kein DNA-Nachweis erfolgte fur die Subtypen 35, 51, 68, 72 und
73. Aus der Gruppe der High-Risk-HPV-Subtypen waren bei Feigwarzen mit 2,3 %
HPV 31, mit 1,1 % HPV 33, mit 5,7 % HPV 39, mit 3,4 % HPV 45, mit 3,4 % HPV 52,
mit 2,3 % HPV 56, mit 2,3 % HPV 58 und mit 2,3 % HPV 59 nachweisbar.
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Abbildung 12: Graphische Darstellung der Haufigkeitsverteilung von jedem
einzelnen HPV-Subtypen bei Condyl. ac. (n = 88) in %.

3.9.1 Zusammenhang von Condyl. ac. und Low-Risk-HPV-Subtypen 6, 11

Bei Feigwarzen sind die Subtypen HPV 6 oder HPV 11 mit 47,7 % gegenuber der
anderen zwei Gruppen stark gehauft vertreten. (x?(3) = 40,97, P <,001). Dieser Effekt
ist moderat bis stark (V = ,44).

Fiar das kombinierte Auftreten von HPV 6 und HPV 11 erfolgte kein Nachweis.

Der Typus HPV 6 und HPV 11 tritt bei Condylomata acuminata in Kombination mit
einem oder mehreren Low-Risk-HPV-Subtypen in 54,5 % der Falle auf.

Werden auch noch alle Gewebeproben mit High-Risk-HPV-Subtypen hinzugezahilt,
liegen bei n =88 Feigwarzen in 77,3 % der Falle Gewebeproben mit positivem
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Nachweis von HPV 6 oder HPV 11 vor. Darin sind zwei Proben enthalten, in denen
sowohl HPV 6 als auch HPV 11 und ein High-Risk-HPV-Subtyp nachgewiesen wurden.

. Low-Risk High-Risk
Unauffillig Condyl. ac. Total
(IN I, IN 1) (IN 1)
N % N % N % N % N %
HPV
0P 0 ¥ 97 8 96 422 47,7 53 25.2

6, 11

Tabelle 17: Haufigkeitsverteilung von HPV 6 und 11 in den einzelnen Entitaten.

Darstellung der absoluten und prozentualen Haufigkeit von Low-Risk-HPV 6 und 11 in
den separat betrachteten histologischen Entitaten Condyl. ac., IN I, IN Il und IN lil. Unter
allen IN I und IN Il (n = 31) wurde in 9,7 % HPV 6 oder HPV 11 nachgewiesen. In 9,6 %
wurde HPV 6 oder 11 bei IN lll (n = 83) detektiert. Bei der Entitat Condyl. ac. (n = 88) lag
in 47,7 % HPV 6 oder 11 vor.

Die hochgestellten Buchstaben sind zeilenweise zu lesen. Unterschiedliche
hochgestellte Buchstaben verweisen auf einen signifikanten Unterschied (a: p <.05,

b: p <.01. Korrektur des Signifikanzniveaus nach Bonferroni).

3.9.2 Zusammenhang von Alter und HPV-Genom

Das durchschnittliche Alter aller Probanden der Proben mit Low-Risk-HPV ist mit 42,9
Jahren (SD = 12,5) geringfugig junger als der Probanden der Proben mit High-Risk-
HPV (46,7 Jahren) (SD = 14,9) liegt.

Bei der Verteilung des Alters muss in beiden Gruppen eine Abweichung der
Normalverteilung angenommen werden. (Kolmogorov-Smirnov-Test: P < ,01).
Folglich wurde fur den Altersvergleich der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test

gewahlt. Es konnten dabei keine signifikanten Unterschiede detektiert werden
(z=1,49, P =,136).

3.9.3 Gegenuberstellung und Analyse des Zusammenhangs von HIV-Status,

molekulargenetischen Ergebnissen und histologischer Befundung
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Von 88 histologisch nachgewiesenen Feigwarzen entfielen 26 (29,5 %) auf HIV-
negative Gewebeproben. Unter den histologisch befundeten Condylomata acuminata
(Condyl. ac.) lag bei n = 4 (15,4 %) High-Risk-HPV-DNA und bei n = 22 (84,6 %) Low-
Risk-HPV-DNA vor. 14 Gewebeproben (82,4 %), die histologisch mit einer IN Il
befundet wurden, enthielten mindestens einen High-Risk-HPV-Subtypen und n =3
(17,6 %) Low-Risk-HPV-DNA. Bei zwei Gewebebiopsien mit histologischem Grading
IN | und IN Il konnte nur Low-Risk-HPV-DNA detektiert werden. Zwei histologisch
unauffallige Biopsien enthielten ebenfalls Low-Risk-HPV-DNA.

In der Gruppe der HIV-positiven Biopsien enthielten n = 26 Gewebeproben (59,1 %),
die histologisch mit einer IN Il befundet wurden, mindestens einen High-Risk-HPV-
Subtypen. In n =18 (40,9 %) enthielten sie Low-Risk-HPV-DNA. Unter den Condyl.
ac. lag bei n =19 (47,5 %) High-Risk-HPV-DNA und bei n =21 (52,5 %) Low-Risk-
HPV-DNA vor. Bei histologischer Befundung von IN | und IN |l wurde unter HIV-
positiven Gewebeproben High-Risk-HPV-DNA bein =4 (17,4 %) und Low-Risk-HPV-
DNA bei n =19 (82,6 %) nachgewiesen. In sechs histologisch unauffalligen Biopsien
wurde nur Low-Risk-HPV-DNA detektiert.

In der Gruppe der Patienten mit unbekanntem HIV-Status wurde bei IN-I- und IN-II-
Gewebeproben in n=6 (100,0 %) Low-Risk-HPV-DNA und keine High-Risk-HPV-
DNA detektiert. Bei IN Il lag der High-Risk-HPV-DNA-Nachweis bei n = 16 (72,7 %)
und bei Low-Risk-HPV-DNA bei n =6 (27,3 %). Unter den Condyl. ac. wurde High-
Risk-HPV-DNA bei n=3 (13,6 %) und Low-Risk-HPV-DNA bei n=19 (86,4 %)
nachgewiesen.

In allen drei HIV-Gruppen besteht fur das Auftreten der HPV-Subtypen und der
Histologie eine signifikante Kausalitat (p <,010). Bei Patienten mit negativem oder
unbekanntem HIV-Status ist der Prozentsatz an High-Risk-HPV-Subtypen bei einem
Befund IN Il statistisch signifikant hoher als bei Gewebeproben mit dem Befund
Condylomata acuminata. Dies gilt fur Patienten mit einem positiven HIV-Status nicht
mehr. Fur diese Patientengruppe ist der Prozentsatz an High-Risk-HPV-Subtypen in
der Gruppe Condyl. ac. mit 47,5 % etwa gleich hoch wie in der Gruppe IN Il mit
59,1 %.
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Condyl. ac. lagen in 29,5 % der HIV-negativen und in 45,5 % der HIV-positiven
Gewebebiopsien vor. IN lagen in 16,7 % der HIV-negativen und in 58,8 % der HIV-
positiven Gewebeproben vor.

Die HPV-Pravalenz unter HIV-negativen Gewebebiopsien belief sich insgesamt auf
87,2% (92,3 % Condyl. ac./94,1 % IN 11/50 % IN 1, 1l) und bei HIV-positiven
Gewebeproben auf 74,3 % (87,5 % Condyl. ac./86,4 % IN 111/47,8 % IN 1, 11).

o Low-Risk High-Risk
Unauffallig Condyl. ac. Total
(INI, IN1I) (IN 111)
N % N % N % N % N %
HIV-negativ (exakter Test nach Fisher: P <,001)
Low-
2ab100,0 2ab - 100,0 3 176 222 84,6 29 61,7
Risk
High-
i oab 0 0ab 0 14> 82,4 42 154 18 38,3
Risk
HIV-positiv (exakter Test nach Fisher: P <,001)
Low-
) 62 100,0 192 82,6 18> 40,9 212 525 64 56,6
Risk
High-
) 02 0 42 17,4 26> 59,1 193b 475 49 434
Risk
HIV-Status unbekannt (exakter Test nach Fisher: P
<,001)
Low-
) - - 62 100,0 6> 27,3 192 86,4 31 62,0
Risk
High-
) - - 02 0 16> 72,7 3? 13,6 19 38,0
Risk

Tabelle 18: Gegeniiberstellung von HPV-Risikostufe, HIV-Status und histologischem
Grading.

Verteilung von HPV- Typen auf den HIV-Status in Abhdngigkeit vom histologischen
Grading prozentual und absolut; Zur High-Risk-Gruppe zahlen alle Proben mit
mindestens einem nachgewiesenen High-Risk-HPV-Subtypen. Die Low-Risk-Gruppe
enthalt nur Proben mit Low-Risk-HPV oder keine HPV-Subtypen.

Die hochgestellten Buchstaben sind zeilenweise zu lesen. Unterschiedliche
hochgestellte Buchstaben verweisen auf einen signifikanten Unterschied (a: p <.05,

b: p <.01. Korrektur des Signifikanzniveaus nach Bonferroni).
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3.10 Verteilung nach der Haufigkeitsverteilung der HPV-Subtypen in
intraepithelialen Neoplasien IN I-lll

Alle histologisch als intraepitheliale Neoplasie Grad | bis |ll befundeten Gewebeproben
wurden mittels molekulargenetischen Verfahren nach HPV-Subtypen untersucht,
wobei ihre Haufigkeitsverteilung nach Invasivitatsgrad | bis Il quantitativ ausgewertet
wurde. Bei den IN | waren der Low-Risk-HPV-Subtyp 6 mit 26,7 %, HPV 61 mit 6,7 %,
der High-Risk-HPV-Subtyp 16 mit 6,7 % und HPV 53 mit 6,7 % vertreten.

Unter Ausschluss der Gewebeproben von IN | ohne molekulargenetischen Nachweis
von HPV-DNA lag die Haufigkeit fur HPV 6 bei 66,67 %, fur HPV 16 bei 16,67 %, fur
HPV 53 bei 16,67 % und fur HPV 61 bei ebenfalls 16,67 %.

HPV-Typen Ermittelte Haufigkeitsverteilung der Subtypen in der histologischen
Entitat IN 1l in %

Haufigkeitsverteilung unter Einschluss Haufigkeitsverteilung unter
HPV-negativ getesteter Gewebeproben  Ausschluss HPV-negativ

getesteter Gewebeproben

HPV 6 26,7 66,7
HPV 16 6,7 16,7
HPV 53 6,7 16,7
HPV 61 6,7 16,7

Tabelle 19: Haufigkeitsverteilung der High-Risk- und Low-Risk-HPV-Subtypen in IN I.

Bei IN Il waren der High-Risk-HPV-Subtyp 16 mit 12,5 %, HPV 18 mit 6,2 % und die
Low-Risk-HPV-Subtypen 42 mit 6,2 %, HPV 44 mit 6,2 %, HPV 72 mit 12,5 % und
HPV 83 mit 12,5 % vertreten. Unter Ausschluss der Gewebeproben von IN Il ohne

molekulargenetischen Nachweis von HPV-DNA lag die Haufigkeit fur HPV 16 bei
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28,6 %, fur HPV 18 bei 14,3 %, fir HPV 42 bei 14,3 %, fur HPV 44 bei 14,3 %, fur
HPV 72 bei 28,6 % und fur HPV 83 bei 28,6 %.

HPV-Typen Ermittelte  Haufigkeitsverteilung der Subtypen in der
histologischen Entitat IN 11l in %
Haufigkeitsverteilung unter Haufigkeitsverteilung unter

Einschluss HPV-negativ getesteter Ausschluss HPV-negativ

Gewebeproben getesteter Gewebeproben
HPV 16 12,5 28,6
HPV 18 6,2 14,3
HPV 42 6,2 14,3
HPV 44 6,2 14,3
HPV 72 12,5 28,6
HPV 83 12,5 28,6

Tabelle 20: Haufigkeitsverteilung der High-Risk- und Low-Risk-HPV-Subtypen in IN
Il

Bei IN Ill waren die High-Risk-HPV-Subtypen 16 mit 50,6 %/58,3 % (unter Ausschluss
HPV-negativ getesteter Gewebeproben), HPV 18 mit 7,2 %/8,3 %, HPV 33 mit
6,0 %/7,0 %, HPV 39 mit 3,6 %/4,2 %, HPV 45 mit 3,6 %/4,2 %, HPV 52 mit 1,2 %/1,4 %,
HPV 58 mit 2,4%/28% und HPV 68 mit 2,4 %/2,8% vertreten. Die
Haufigkeitsverteilung der Low-Risk-HPV-Subtypen war bei HPV 6 15,7 %/18,1 %, bei
HPV 11 6,0 %/7,0 %, bei HPV 42 6,0 %/7,0 %, bei HPV 44 1,2 %/1,4 %, bei HPV 61
2,4 %I2,8 % und bei HPV 84 1,2 %/1,4 %. Fiir HPV 53 lag die Haufigkeitsverteilung bei
2,4 %I2,8 %, fiir HPV 66 bei 1,2 %/1,4 %, fiir HPV 67 bei 1,2 %/1,4 % und fir HPV 70 bei
1,2 %I1,4 %.

HPV-Typen Ermittelte Haufigkeitsverteilung der Subtypen in der histologischen
Entitat IN 1l in %
Haufigkeitsverteilung unter Haufigkeitsverteilung unter

Einschluss HPV-negativ getesteter ~ Ausschluss HPV-negativ

Gewebeproben getesteter Gewebeproben
HPV 6 15,7 18,1
HPV 11 6,0 7,0

HPV 16 50,6 58,3
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HPV 18 7,2 8,3
HPV 33 6,0 7,0
HPV 39 3,6 4,2
HPV 42 6,0 7,0
HPV 44 1,2 1,4
HPV 45 3,6 4,2
HPV 52 1,2 1,4
HPV 53 24 2,8
HPV 58 24 2,8
HPV 61 24 2,8
HPV 66 1,2 1,4
HPV 67 1,2 1,4
HPV 68 24 2,8
HPV 70 1,2 1,4
HPV 84 1,2 1,4

Tabelle 21: Haufigkeitsverteilung der High-Risk- und Low-Risk-HPV-Subtypen in IN
M.

3.10.1 Korrelation von steigendem Invasivitatsgrad und molekulargenetischer
Untersuchungen an HPV 16 und HPV 18

Um den Zusammenhang von zunehmendem Invasivitatsgrad (IN | nach IN Ill) mit der
Zusammensetzung von molekulargenetisch nachgewiesener HPV-DNA zu
untersuchen, sind die Subtypen 16 und 18 in jeweils eine Gruppe unterteilt worden
und wurden statistisch analysiert.

Zur Gruppe HPV 16+ zahlen alle Gewebeproben mit histologisch nachgewiesener
intraepithelialer Neoplasie von Grad | bis Ill, die positiv auf HPV-DNA vom Subtypen
16 untersucht wurden. Dies traf fir n = 1 (6,7 %) unter allen IN | zu, firn =2 (12,5 %)
unter allen IN Il und fur n =39 (47,0 %) unter allen IN Ill. In der Gruppe HPV 16+
besteht eine signifikante Kausalitat zwischen dem Auftreten von HPV 16 (kein HPV
18) und der Progression des Invasivitatsgrades von IN | bis IN Ill (x3(2) = 13,62, P =
,001). Dieser Effekt ist moderat (V =,35). Bei IN Il ist gegenlber der anderen zwei
Klassen, die prozentuale Haufigkeit von HPV 16+ signifikant hoher.
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Zur Gruppe HPV 18+ zahlen alle intraepithelialen Neoplasien von Grad | bis Ill, die
positiv auf HPV-DNA vom Subtypen 18 getestet wurden. Dies traf unter IN | fur keine
Gewebeprobe zu, furn =1 (6,2 %) unter allen IN Il und far n = 3 (3,6 %) unter allen IN
lll. In HPV 18+ konnte keine Verbindung zwischen dem Auftreten von HPV 18 (ohne
HPV 16) und den intraepithelialen Neoplasiestadien nachgewiesen werden (exakter
Test nach Fisher: P = ,725, V = ,09).

INI INII IN 1l Total

N % N % N % N %

HPV 16+ 1% 6,7 22 125 39° 47,0 42 36,8
HPV 18+ 0 0 1 6,2 3 36 4 3,5

Tabelle 22: Grad der Invasivitdts und molekulargenetische Untersuchung von HPV 16
und HPV 18.

Getrennte Haufigkeitsdarstellung von positiven HPV-16- oder positiven HPV-18-Proben in
den einzelnen histologischen Invasivititsstufen der intraepithelialen Neoplasien absolut
und prozentual.

Die hochgestellten Buchstaben sind zeilenweise zu lesen. Unterschiedliche
hochgestellte Buchstaben verweisen auf einen signifikanten Unterschied (a: p <.05,

b: p <.01. Korrektur des Signifikanzniveaus nach Bonferroni).

Bei Einbezug von Mischinfektionen liegen unter allen IN Ill n =3 Proben mit einer
Kombination von HPV-DNA 16 und 18 vor. Somit ergibt sich unter allen IN Il eine
Haufigkeit von 50,6 % fur HPV 16 und 7,2 % fur HPV 18. Alle weiteren untersuchten
High-Risk-HPV-DNA-Subtypen 33, 39, 45, 52, 58 und 68 waren negativ fur die
untersuchten Gewebeproben mit histologisch nachgewiesener intraepithelialer
Neoplasie Grad | und Il.

Unter allen untersuchten IN Il lag die Haufigkeit fur HPV 33 bei 6,0 %, fur HPV 39 bei
2,4 %, fur HPV 45 bei 3,6 %, fur HPV 52 bei 1,2 %, fur HPV 58 bei 2,4 % und fur HPV
68 bei 2,4 %.

INI INII IN I
HPV 16 6,7 12,5 50,6
HPV 18 0 6,2 7,2
HPV 33 0 0 6,0
HPV 39 0 0 24
HPV 45 0 0 3,6
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HPV 52 0 0 1,2
HPV 58 0 0 24
HPV 68 0 0 24

Tabelle 23: Graphische Darstellung der Progression einzelner High-Risk-HPV unter

Einbezug von Mischinfektionen.

4 Diskussion

Neben dem Zervixkarzinom bei Frauen, das mit nahezu 100 % von High-Risk-HPV —
vor allem HPV 16 — ausgeldst wird, werden immer mehr Karzinome in einen
Zusammenhang mit High-Risk-HPV-Infektionen gebracht. So zahlen bei Mannern im
Genitalbereich das Penis- und Analkarzinom und in der Mundhohle und im
Rachenraum das Plattenepithelkarzinom als HPV-vermittelte Krebstypen. (Jemal,
Siegel, Xu, & Ward, 2010; Walboomers et al., 1999)

Bereits in Vorlauferlasionen, zu denen die genitoanalen intraepithelialen Dys-
/Neoplasien gehoren, liegen onkogene HPV-Typen vor. Eine HIV-Infektion birgt ein
erhohtes Risiko fur die maligne Transformation von genitoanalen intraepithelialen
Neoplasien. So ist eine erhdhte Inzidenz des Analkarzinoms bei HIV-Patienten trotz
antiretroviraler Therapie (ART) zu verzeichnen. Eine frihzeitige Entdeckung und
anschlieBende Behandlung dieser Entartungen im Rahmen von Screening-
Programmen sollten daher von hochster Bedeutung sein. (Mads Melbye, Coté, Biggar,
Kessler, & Gail, 1994)

Leider konnten sich internationale Fachgesellschaften aufgrund mangelnder Evidenz
bisher nicht fur gemeinsame Empfehlungen aussprechen. (Mosthaf, Hanhoff,
Goetzenich, Wolf, & Knechten, 2006) Diesem Bedurfnis kam erstmalig die Deutsche
AIDS Gesellschaft (DAIG) mit der Veroffentlichung einer Leitlinie zum praventiven,
diagnostischen und therapeutischen Umgang von Dysplasien und Karzinomen des
Anus bei HIV-positiven Patienten im Jahr 2013 nach. Empfohlen wird darin eine
jahrliche Routinekontrolle von HIV-Infizierten mit zytologischem Abstrich, Inspektion

und Palpation. Nur bei auffalliger Zytologie und high-resolution Anoskopie (HRA) wird
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die Gewebebiopsie empfohlen, nicht aber eine molekulargenetische HPV-
Subtypisierung. (Esser, 2013; Singh, Kuohung, & Palefsky, 2009)

Mit dieser Studie sollte eine Uberpriifung der Leitlinie durch molekulargenetische HPV-
Subtypisierung und histologische Analyse von Gewebebiopsien erfolgen, um mogliche
neue Screening-Parameter bzw. pradiktive Faktoren zu identifizieren, die fur das
Transformationsrisiko potenziell relevant sind. Dabei lag das Augenmerk besonders
auf HIV/HPV-koinfizierten Patienten. Hierbei konnte das Vorliegen bestimmter HPV-
Subtypen fur die Risikoanalyse der malignen Entartung von Bedeutung sein.

Fir diese Studie wurden im Zeitraum von 2010 bis 2015 in der Immunambulanz der
Dermatologischen Klinik Munchen retrospektiv und anonymisiert Patientendaten
erfasst und die zugehdrigen Gewebeproben von HIV-positiven und HIV-negativen
Patienten histologisch und molekulargenetisch untersucht.

Insgesamt wurden bei 121 weiblichen (11,6 %) und mannlichen (88,4 %) Patienten
210 Gewebeproben gewonnen, die auf Grund ihrer Erkrankungen mit dem HI-Virus
oder der Erstmanifestation, Zweitmanifestation oder der routinemalligen
Verlaufskontrolle von anogenitalen Feigwarzen oder anogenitalen Neoplasien in der
Immunambulanz Minchen behandelt wurden.

Die am starksten vertretene Altersgruppe waren Patienten von 46 bis 60 Jahren und
somit lag der Altersdurchschnitt bei (Jahre + SD) 47,79 + 14,28 Jahren. Bei 51,2 % der
untersuchten Patienten war der HIV-Status positiv, 24,0 % waren nicht mit HIV infiziert
und bei 24,8 % lagen keine Kenntnisse Uber den HIV-Status vor.

Die 210 Gewebeproben, entnommen von anal, dem Penis und der Vulva, wurden
molekulargenetisch auf 32 unterschiedliche humane Papillomaviren untersucht, um
daraufhin ihre Haufigkeitsverteilung hinsichtlich der histologischen Entitaten statistisch
auszuwerten.

Im Journal of European Academy of Dermatology and Venereology, Ausgabe 34, Nr.
2: S. 377-384 wurden die Daten der Dissertation unter dem Titel ,Retrospective
analysis of alpha-human papillomavirus (HPV) types in tissue samples from
anogenital dysplasias — introduction of the RICH (Risk of HPV-related Carcinoma in
HIV+/- patients) score” am 13.02.2020 publiziert.
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4.1 Geschlechts- und Altersverteilung des Patientenkollektivs

Das untersuchte Patientenkollektiv ist mit mehr als Dreiviertel der Patienten (88,4 %)
durch Manner reprasentiert. Die vorhandene Literatur und bereits durchgefuhrte
Studien wiederrum belegen, dass Frauen und Manner in etwa gleich haufig von HPV-
assoziierten Neoplasien betroffen sind. (Baken et al., 1995; Viens, 2016) Somit konnte
eine mogliche Erklarung fur den extremen Unterschied bezuglich der Verteilung der
Geschlechter in der Arztwahl und der Vorsorgedisziplin der Frauen liegen. Diese
suchen regelmaliiger Uber alle Altersschichten hinweg einen Gynakologen auf, der fur
die Fruhbehandlung verantwortlich ist und somit einen verringerten weiblichen
Behandlungsbedarf in der Immunambulanz zur Folge haben konnte.

Bei der Altersverteilung des Patientenkollektivs liegt der Mittelwert bei 47,79 Jahren.
Keiner der Studienteilnehmer war unter 18 Jahren alt. Die am starksten vertretene
Altersgruppe, der Gewebeproben mit anogenitalen Neoplasien entnommen wurden,
lag zwischen 36 und 60 Jahren. In dieser war uber die Halfte aller untersuchten
Patienten reprasentiert. Doch auch in allen anderen Altersgruppen, aul3er unter 25
Jahren, waren HPV-assoziierte Neoplasien im Patientenkollektiv vertreten. Dieses
Ergebnis stimmt damit mit den Daten vergleichbarer Ubersichtsarbeiten tberein.
(Franceschi et al., 2006; Nyitray et al., 2011)

Die Altersgruppe unter 25 Jahren ist nur vereinzelt betroffen, da es sich bei HPV-
Infektionen am haufigsten um eine sexuell Ubertragbare Erkrankung handelt und somit
ein sexuell aktives Alter Voraussetzung ist. Hinzu kommt, dass die Zeit von der HPV-
assoziierten Infektion bis zur hochgradigen intraepithelialen Neoplasie oder dem
Karzinom zwischen einem und zehn Jahren variiert. (Moscicki, Schiffman, Kjaer, &
Villa, 2006; Wieland & Kreuter, 2015) Hierdurch konnte sich auch das Auftreten von
alteren Patientengruppen erklaren lassen.
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4.2 Zusammenhang von HPV- und HIV-Infektionen

In der Beurteilung der HPV-Pravalenzen stellt der HIV-Status einen erheblichen Faktor
dar. Immunsupprimierende Erkrankungen wie HIV begulnstigen die Infektion mit HPV
und sind demnach einer gro3eren Wahrscheinlichkeit fur IN oder der Entstehung von
Karzinomen ausgesetzt. (Morten Frisch et al., 2000; Goedert et al., 1998)

Entsprechend dieser Annahme konnten in der vorliegenden Studie bei HIV-negativen
Probanden in nur 154 % der Feigwarzen-Biopsien High-Risk-HPV-Typen
nachgewiesen werden, wahrend sich bei HIV-positiven Probanden in 47,5 % der
Proben High-Risk-HPV-Typen detektieren liel3en. Anhand dieser Ergebnisse lasst sich
die Vermutung aufstellen, dass HIV die maligne Transformation von Feigwarzen

begunstigt.

Uberraschenderweise konnte diese Korrelation in der vorliegenden Studie bei der
Betrachtung der Verteilung der High-Risk-Typen in den Biopsien der IN Ill nicht
bestatigt werden. Hier lagen zwar die Werte von High-Risk-HPV sowohl bei HIV-
Infizierten und nicht erkrankten Probanden sichtlich iber den Werten der Low-Risk-
Typen, allerdings waren prozentual bei den HIV-negativen mehr High-Risk-Typen zu
verzeichnen.

Dass dieses Ergebnis den berichteten Erkenntnissen aus der Literatur widerspricht,
kann darin begrundet liegen, dass Informationen zur Erkrankungsdauer fehlten,
23,8 % der Proben ohne HIV-Status in die Betrachtung miteinflossen und die

Stichproben von unterschiedlichen Lokalisationen stammten.

Zudem setzte sich die hier vorliegende Studie aus zum Teil mehreren Gewebebiopsien
von denselben Patienten zu unterschiedlichen Zeitpunkten zusammen. Ein negativer
HPV-DNA-Nachweis bei Patienten mit bereits gestarteter Therapie ist hierbei
wahrscheinlicher.

Daruber hinaus wurden in zahlreichen Vergleichsstudien zusatzlich Daten zur CDA4-
Zellanzahl erhoben. Diese Daten sollten in nachfolgenden Studien zwingend zur
differenzierteren Betrachtung von HPV-Pravalenzen bei HIV-Infizierten miterhoben
werden, um den Zusammenhang von einer steigenden HPV-Pravalenz mit der
abnehmenden Anzahl von CD4-Zellen bestatigen zu konnen. (Breese, Judson,
Penley, & Douglas, 1995) Der HIV-Status allein ist somit fur einen differenzierten
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Vergleich unterschiedlicher Studienergebnisse nicht ausreichend. Auch vollstandig
unabhangige Gewebebiopsien sind fur Vergleiche mit anderen Studien anzustreben.
Ein erhohtes Auftreten von Feigwarzen bei HIV-Patienten im Gegensatz zu HIV-
negativen Probanden konnte dadurch bestatigt werden, dass nach den Ergebnissen
dieser Studie 29,5 % der Feigwarzen HIV-negativen Gewebebiospien und 45,5 % HIV-

positiven Proben zugeordnet werden konnten.

In einer vergleichbaren Kreuzanalyse zur Pravalenz von analen HPV-Infektionen kam
die Studiengruppe zu dem Ergebnis, dass HIV-infizierte Manner vermehrt HPV
aufweisen. Hierbei wurden 287 HIV-negative und 322 HIV-positive Manner in einer
Longitudinalstudie untersucht. Anale HPV-DNA wurde in 91,6 % unter HIV-positiven
und in 65,9 % unter HIV-negativen Mannern mittels PCR nachgewiesen. (Critchlow et
al., 1998) In einer weiteren Kreuzanalyse von 93 HIV-positiven und 116 HIV-negativen
homosexuellen/bisexuellen Mannern wurde HPV-DNA in 57 HIV-positiven (61 %) und
20 HIV-negativen (17 %) analen Proben nachgewiesen. Dabei wurden bei 35 % der
HIV-negativen Manner und bei 52 % der Manner mit AIDS/ARC anale Feigwarzen
diagnostiziert. (Breese et al., 1995)

Ein Vergleich der hier gewonnenen Ergebnisse mit diesen Studiendaten ist zudem nur
eingeschrankt maoglich, da diese nur mannliche Probanden einbezogen haben und
sich die Ergebnisse folglich auf anale Gewebeproben beschranken. Im Gegensatz
dazu wurden die Gewebeproben der vorliegenden Studie bei Frauen und Mannern

gewonnen, um die gesamten anogenitalen Regionen bewerten zu kdnnen.

Unter insgesamt 114 histologisch nachgewiesenen intraepithelialen Neoplasien (Grad
[-IIl) aus unterschiedlichsten Lokalisationen (Penis, anal, vulvar) lag die HPV-
Pravalenz bei 89,5 % (n = 17) fur HIV-negative Gewebeproben, bei 73,1 % (n = 49)
fur HIV-positive Gewebeproben und bei 67,9 % (n = 19) fur Proben mit unbekanntem
HIV-Status. Auch hier kann — wie in anderen Studien belegt — keine erhohte HPV-
Pravalenz (89,5 % zu 73,1 %) unter immunsupprimierten Patienten beobachtet
werden. (Beachler, D'Souza, Sugar, Xiao, & Gillison, 2013; Dietrich et al., 2015;
Palefsky et al., 2001; Silverberg et al., 2012) Da weitere Faktoren, wie die Anzahl der
Geschlechtskontakte und ob eine drogenassoziierte HIV-Infektion besteht, einen
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Einfluss auf die HPV-Pravalenz haben (Piketty et al., 2003), mussen mehr HIV-
relevante Daten erhoben werden, um eine Vergleichbarkeit der Studiendaten zu
ermoglichen.

Wahrend unter HIV-negativen Gewebeproben mit einem IN Grad | und Il nur eine
Probe (50,0 %) HPV-DNA enthielt, wurde unter HIV-positiven Gewebeproben in elf
Proben (47,8 %) HPV-DNA nachgewiesen. Auch bei einem IN Grad Il lag fur HIV-
negative Proben die HPV-Pravalenz bei 94,1 % und fur HIV-positive bei 86,4 %. Zu
beachten ist bei der Beurteilung und Interpretation der erzielten Ergebnisse, dass es
sich um histologisch nachgewiesene intraepitheliale Neoplasien unterschiedlichster
Lokalisationen handelt. Etwaige Unterschiede der HPV-Pravalenzen in Bezug auf den
Entnahmeort der Gewebeproben zu identifizieren, war nicht Teil dieser Studie und
sollte folglich in anschliefenden Studien erfolgen. Bei Mannern mit HIV-Infektion ist
die Entstehung von AIN um den Faktor 60 groRer. Die Entstehung eines analen
Karzinoms liegt ebenso bei einer 37-fach erhohten Wahrscheinlichkeit. Mit diesem
Wissen sollte in Erwagung gezogen werden, ein standardisiertes Screeningprogramm
zu etablieren und somit durch frGhestmdgliche Intervention die HPV-Inzidenz zu
reduzieren. (Morten Frisch et al., 2000)

Die Ahnlichkeit in der Morphologie von Zervixkarzinom, Analkarzinom und Karzinomen
im Bereich des Penis und der Vulva fuhren zu der Hypothese, dass HPV-assoziierte
nichtzervikale Infektionen durch HPV-Impfstoffe reduziert werden kénnen.
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4.3 Gewebeproben und Lokalisationsverteilung

Insgesamt wurden 121 Patienten in diese Studie einbezogen. Dabei wurden 210
Gewebeproben retrospektiv sowohl histologisch als auch molekulargenetisch
untersucht. Bei 59 Patienten wurde lediglich eine Gewebeprobe analysiert, wahrend
62 Patienten im Rahmen der Verlaufskontrolle, einer Neuerkrankung oder bedingt
durch das Auftreten eines Rezidivs mehr als eine Gewebeprobe entnommen wurde.
Die Untersuchung mehrerer Proben eines Patienten ist als eine Schwache der Studie
zu bewerten. Zwar wurde dafur Sorge getragen, dass die gewonnenen Proben eines
Patienten weder in einem zeitlichen noch in einem topographischen Zusammenhang
stehen, dennoch entstammen sie demselben Individuum. Eine Signifikanztestung von
Alter oder Geschlecht wurde daher nicht vorgenommen. Zur statistischen Analyse der
nachgewiesenen HPV-DNA und dem entsprechenden histologischen Grading kobnnen
jedoch alle untersuchten Gewebeproben als unabhangig betrachtet werden.

In dieser Studie wurde bei den untersuchten Gewebeproben die
Lokalisationsverteilung zwar statistisch erfasst, eine Einzelbetrachtung der HPV-
Pravalenzen in Bezug auf die Entnahmelokalisationen (Penis, Vulva, Anus), wie sie in
diversen Vergleichsstudien vorgenommen wurde, erfolgte jedoch nicht. (Alexander
Kreuter et al., 2005; Srodon, Stoler, Baber, & Kurman, 2006; Wikstrom, Hedblad, &
Syrjanen, 2012) Gewebeproben aller anogenitaler Lokalisationen mit einer
histologisch nachgewiesenen intraepithelialen Neoplasie wurden zusammengefasst
und lediglich nach ihrem Invasivitatsgrad (IN I-Ill) unterteilt und analysiert. Dies war
vor allem der sehr geringen Probenanzahl einiger Lokalisationen geschuldet und hatte
somit die Signifikanztestungen erschwert.
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4.4 Histologisches Grading im Vergleich zum molekulargenetischen
HPV-Nachweis

Alle Proben wurden von einem erfahrenen Dermatohistopathologen histologisch
untersucht und gemal ihrer Entitat unterteilt. Die zwei am starksten vertretenen
Entitaten waren mit 39,5 % intraepitheliale Neoplasien Grad Ill, die sich aus
Gewebeproben von Penis, Anus und Vulva zusammensetzten, und Condylomata

acuminata mit 41,9 %.

Bezogen auf alle untersuchten Gewebeproben lag die Pravalenz fur HPV-DNA von
Low-Risk-Subtypen bei 36,7 %, fur HPV-DNA von High-Risk-Subtypen bei 24,7 %, fur
Mischinfektionen aus High-Risk-HPV und Low-Risk-HPV bei 16,2 % und fur keine
HPV-Infektionen bei 22,4 %. Demnach betrug die HPV-Pravalenz insgesamt 77,6 %

unter allen 210 Gewebeproben.

In einer Studie mit rein analen Gewebeproben von 103 Mannern, die einen positiven
HIV-Status aufwiesen, lag die HPV-Pravalenz bei 86 %. Bei 20 der 103 Patienten
(19,4 %) wurde histologisch eine anale intraepitheliale Neoplasie diagnostiziert.
(Alexander Kreuter et al., 2005) Bei einer weiteren Studie in der Venerologischen Klinik
am Karolinska Institut lag die HPV-Pravalenz unter 47 Mannern PIN I-Ill bei 93 %.
Dabei konnte bei 47 von 303 Mannern (16 %) histologisch eine penile intraepihteliale
Neoplasie nachgewiesen werden. (Wikstrom et al., 2012) Die HPV-Pravalenzen liegen
in den Vergleichsstudien etwas hoher, belegen aber die literaturibergreifende hohe
HPV-Pravalenz bei immunsupprimierten Patienten und histologisch nachgewiesenen
intraepithelialen Neoplasien unterschiedlichster anogenitaler Lokalisationen.

Bei einem systemischen Review von 40 Publikationen, die die HPV-Pravalenz bei
Mannern aus unterschiedlichen Lokalisationen untersuchten, lag die HPV-Pravalenz
zwischen 1,3 und 72,9 %. (Dunne, Nielson, Stone, Markowitz, & Giuliano, 2006) Dieser
Wert befindet sich dabei leicht unter der hier ermittelten HPV-Gesamtpravalenz von
77,6 %. Im Vergleich zur eigenen Studie wurden beim herangezogenen Review
immunsupprimierte Patienten ausgeschlossen, wodurch die leicht verminderte HPV-
Pravalenz erklart werden konnte. AuRerdem wurden nur Publikationen mit mannlichen

Patienten im Review berucksichtigt.
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Zudem ist auffallig, dass in der hier vorliegenden Studie in IN | und Il der Nachweis fur
HPV in der molekularen Analyse im Vergleich zur histologischen Untersuchung
sensitiver war. In IN Il war die Sensitivitat beider Methoden jedoch sehr ahnlich. Es
wurde infolgedessen die Vermutung aufgestellt, dass die Differenzierung der HPV-
Typen in der molekularen Analyse der IN-I- und -1I-Gewebeproben praziser ist, was
auf die Sensitivitat des PCR-Verfahrens zurtckzufuhren ist, das die Detektion

geringster HPV-DNA-Mengen ermoglicht.
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4.5 HPV-Pravalenz bei anogenitalen Feigwarzen

Anogenitale Feigwarzen werden erfahrungsgemafy durch HPV-Infektionen der Low-
Risk-Typen ausgeldst. Zentrale Low-Risk-HPV-Subtypen sind hierbei HPV 6, 11, 40,
42 und 61. Von Feigwarzen sind etwa 1-2 % der sexuell aktiven Bevolkerung (15—49
Jahre) betroffen. Die Gesamtpravalenz in der vorliegenden Studie fur eine
nachgewiesene HPV-Infektion lag fur Condylomata acuminata (n = 88) bei 88,6 %.
Eine Kombination einer Infektion von High- und Low-Risk-HPV lag unter alle
Feigwarzen bei 25,0 %, eine isolierte Infektion von High-Risk-HPV bei 4,5 %. Die am
haufigsten identifizierten HPV-Subtypen bei anogenitalen Warzen (in absteigender
Reihenfolge) waren HPV 6 (48,8 %), HPV 11 (30,7 %), HPV 16 (13,6 %), HPV 18
(6,8 %), HPV 39 (5,7 %) und HPV 42 (5,7 %). AusschlieRlich HPV 6 oder HPV 11
zeigten sich mit 47,7 % bei Feigwarzen. Konfektionen von HPV 6 oder 11 traten mit

einem oder mehreren Low-Risk-HPV-Subtypen in 54,5 % der Falle auf.

Obwohl in dieser Studie Patienten beider Geschlechter vertreten waren, stimmen
diese Daten mit Untersuchungen von anogenitalen Warzen bei rein mannlichen
Patienten aus China im Jahr 2009, Taiwan im Jahr 2012 und einer Meta-Analyse aus
43 Studien uberein. (Chan et al., 2009; Cheng, Chen, Sheen, & Tsai, 2012; Wang &
Qiao, 2008)

Die Pravalenz fur den Nachweis mindestens eines High-Risk-HPV-Subtypen unter
allen anogenitalen Feigwarzen lag bei n = 26 (29,5 %). In Kombination mit zusatzlich
HPV 6/11 lag die Haufigkeit darunter bei 53,8 %. Auch diesbezuglich lassen sich die
Ergebnisse mit mehreren Studien vergleichen. Dabei reicht die Pravalenz fur den
Nachweis von HPV 16 oder 18 von 9,2-32,3 % und fur eine zusatzliche Konfektion mit
HPV 6/11 von 60,0-66,7 %. (Brown, Schroeder, Bryan, Stoler, & Fife, 1999; Chan et
al., 2009; Cheng et al., 2012)

Auch sind Low-Risk-HPV-Subtypen nachweislich verantwortlich fur Larynxpapillome.
Rezidivierende Larynxpapillome sind lebensbedrohlich und gehen mit mehrfachen
chirurgischen Eingriffen einher. (Gissmann et al., 1983)

Weitere Untersuchungen sind daher erforderlich, um besonders den Einfluss von High-
Risk-HPV-Subtypen auf anogenitale Feigwarzen und deren therapeutische Strategie

bestimmen zu konnen. Auch muss Uuber eine Intensivierung von praventiven
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geschlechtsubergreifenden Impfmanahmen zur Reduktion der Anzahl an
Genitalwarzen mittels quadrivalenten Impfstoffs diskutiert werden. So konnte in
Australien durch eine flachendeckende Impfung gegen HPV ein erheblicher Rickgang

von anogenitalen Warzen beobachtet werden. (Donovan et al., 2011)
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4.6 HPV-Pravalenz bei intraepithelialen Neoplasien Grad I-lli

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass eine erhohte Pravalenz von High-Risk-
HPV mit einem steigenden onkogenen Grad einhergeht (High-Risk-HPV in
IN =419 %, IN lll = 86,7 %). Werden die einzelnen Entitaten betrachtet, so lag die
HPV-Pravalenz fur intraepitheliale Neoplasien (n=114) bei 74,6 %. Bei weiterer
Unterteilung lag die HPV-Pravalenz fur intraepitheliale Neoplasien Grad | und I
(n=31) bei 41,9 % und fur IN lll (n=83) bei 86,7 %. Werden diese Ergebnisse mit
einer Meta-Analyse zur Pravalenz von HPV aus 93 Studien auf vier Kontinenten
verglichen, so konnten geringfligig niedrigere Pravalenzen beobachtet werden. Hierbei
lagen die Pravalenzen bei 67,8 und 85,3 % fur VIN | (n = 90) und VIN II/lll (n = 1,061);
bei 100 % und 90,1 % fur VAIN | (n = 107) und VAIN 1I/lll (n = 191) und bei 91,5 % und
93,9 % fur AIN I (n =671) und AIN 1I/1ll (n = 609). (De Vuyst et al., 2009) Die eigenen
leicht verminderten Pravalenzen im Vergleich zur Meta-Analyse konnen sich durch die
stark reduzierte StichprobengrofRRe in allen Entitaten erklaren lassen. Aufderdem wurde
in der Meta-Analyse eine Einzelbetrachtung unterschiedlicher anogenitaler

Lokalisationsorte vorgenommen und keine lokalisationsunabhangige
Gesamtbetrachtung.
Unter allen intraepithelialen Neoplasien Grad |-l war eine Bandbreite an High-Risk-

und Low-Risk-HPV-Subtypen zu detektieren. Der am haufigsten nachgewiesene HPV-
Subtyp war bei IN | HPV 6 (26,67 %) und bei IN [l HPV 16 (12,5 %). Bei IN Il wurde
am haufigsten HPV 16 (50,6 %) nachgewiesen.

Bei der vergleichbaren Meta-Analyse wurde insgesamt fur IN | HPV 6 mit 22,4-36,2 %
nachgewiesen. Bei IN Il/lll ergab sich fur HPV 16 ein Nachweis von 57,6—71,9 %, fur
HPV 33 von 8,0-13,6 %, fur HPV von 18 5,0-17,4 % und fur HPV 58 von 5,9-13,1 %.
Die Pravalenz von High-Risk-HPV 33 lag mit 6 % unter IN Il etwas niedriger als in der
Meta-Analyse. HPV 58 konnte nicht wie in den Daten der Meta-Analyse nachgewiesen
werden.

Zusammenfassend konnte sowohl in der Meta-Analyse als auch in den eigenen Daten
belegt werden, dass mit zunehmendem Invasivitatsgrad der anogenitalen Lasionen
die HPV-16-Infektionsrate (Studie IN I-lll; 6,67-50,6 %/Meta-Analyse; 9,8-37,2 %;
57,6—71,9 %) steigt.
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Fur die bei IN | nachgewiesenen Subtypen HPV 53 und 61 ergab sich bei genauerer
Literaturrecherche kein Anhaltspunkt fur das Auftreten. In historischen Studien
konnten die erwahnten Subtypen aufgrund der damals noch nicht so weit entwickelten
Technik und dem im Vergleich zu heute weniger sensiblen Untersuchungsverfahren
damals nicht isoliert worden sein, obwohl sie unter Umstanden vorhanden waren.
Uberraschenderweise konnten in 13,3 % der IN-IlI-Proben keine HPV-Typen detektiert
werden. Aufgrund dieser Ergebnisse lasst sich spekulieren, dass in den Proben zu
wenig DNA vorhanden war oder der Chip nur 32 von bisher 200 entdeckten HPV-
Subgruppen erkannt hat. So besteht die Moglichkeit, dass die bislang unerkannten
HPV-Typen, die nicht detektiert wurden, ebenfalls ein onkogenes Potential besitzen.
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4.7 Gemischte HPV-Infektionen als Hauptrisikofaktor

Die Pravalenz der Mischinfektionen lag gemafl} den hier besprochenen Daten in IN Il
wesentlich hoher als in IN [und IN [T (IN 11l: 13,3 %/INI + INII: 3,2 %). Dieses Ergebniss
lasst schlussfolgern, dass die Anwesenheit der HPV-Mischinfektionen in IN | und N Il
ursachlich fur eine Transformation in den hoheren onkogenen histologischen Grad IN
lll ist. Die Schlussfolgerung aus dieser These ware die Notwendigkeit eines
engmaschigen Screening-Programms bereits aller Feigwarzen sowie IN-I- und IN-II-
Neoplasien, um die Entstehung maligner Veranderungen fruhzeitig erkennen zu
konnen.

Weiterhin wurden auch in Feigwarzen multiple HPV-Typen detektiert. Darunter
befinden sich ebenso zahlreiche High-Risk-Typen (HPV 16: 13,6 %; HPV 18: 6,8 %;
HPV 39: 5,7 %). Auch diese Ergebnisse untermauern die Vermutung, dass bereits bei
benignen Veranderungen, wie es bei condyloma acuminata der Fall ist, onkogenes
Potential vorliegt. Vor diesem Hintergrund muss in Zukunft an neuen
Praventionsverfahren gearbeitet werden, um HPV-Infektionen mit folgenschweren

Neoplasien vorbeugen zu konnen.
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4.8 Verhinderung von IN I-llIl durch Impfung

Die vorhandenen Impfstoffe haben in zahlreichen Studienmodellen im Kampf gegen
HPV-assoziierte anogenitale Warzen bereits ihre hohe Effektivitat und eine
Kreuzprotektion zu anderen HPV-Typen bewiesen. So konnte zum Beispiel bei
Studien in Australien, in denen die Impfung kostenlos angeboten wurde, ein signifikant
geringeres Auftreten von HPV-Infektionen im genitalen Bereich beobachtet werden.
(Franco & Harper, 2005; Largeron et al., 2017)

Seit 2007 ist die standartgemale HPV-Impfung (Typen 16 und 18) bei weiblichen
Jugendlichen eingefuhrt worden. Daruber hinaus folgte 2018 das Votum der STIKO,
bei jugendlichen Mannern die HPV-Impfung ebenfalls als Standardimpfung
einzufuhren. (Standige Impfkommission, 2018)

Um eine Herdenimmunitat zu erzeugen, empfehlen die amerikanischen STI-Richtlinien
des Centers for Disease Control die Impfabdeckung fur alle Manner. (Plotkina, 1999)
Da eine HPV-Infektion vor allem sexuell erfolgt, erflullt diese alle Kriterien fur eine
globale Pandemie. Die Erkrankung betrifft vor allem junge Patienten im sexuell aktiven
Alter und ihre Therapie erweist sich als schwierig, langwierig und kostenintensiv. Auf
Grund der extremen Haufigkeit der Erkrankung sollten in weiteren Anschlussstudien
mehr Kenntnisse Uber die Epidemiologie, Uber die PraventionsmalRnahmen und die
therapeutischen Interventionen erlangt werden, um die Pandemie nachhaltig

eindammen zu kdnnen.

4.9 Risikobewertung des low risk HPV-Typ 42 nach aktueller Studienlage

Nach aktueller Studienlage muss auch der vermeintliche low risk HPV-Typ 42 neu
bewertet werden. So konnte eine Studie von 2023 das humane Papillomavirus 42 als
Ausloser des digitalen papillaren Adenokarzinoms (DPA), einem aggressiven Krebs,
der an den Fingern und den Zehen auftritt, identifizieren. (Leiendecker et al., 2023)
Die Studienergebnisse zeigen, dass der bislang als nicht onkogen eingestufte

HPV-Typ 42, molekulare Merkmale onkogener Hochrisiko-HPV- Typen aufweist.
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5 Zusammenfassung

Humane Papillomaviren konnen eine Vielzahl von Erkrankungen verursachen. Bei
persistierenden Infektionen mit onkogenen HPV-Typen kann es im anogenitalen
Bereich zur Entwicklung von intraepithelialen Neoplasien unterschiedlichster
Invasivitaten oder eines anogenitalen Karzinoms kommen. In 60-70 % der Falle sind
dafur die HPV-Typen 16 und 18 verantwortlich.

Immunsuppressive Erkrankungen wie HIV begunstigen eine Erkrankung an HPV-
Kontagion und erhdéhen die Wahrscheinlichkeit einer intraepithelialen Neoplasie (IN)

oder eines anogenitalen Karzinoms um ein Vielfaches.

So war das Ziel dieser Studie, aus einem Patientenkollektiv aus immungeschwachten
HIV-positiven Probanden und nicht immunsupprimierten HIV-negativen Probanden
das HPV-Infektionsmuster mit der Histologie von anogenitalen IN zu vergleichen.
Dafur wurden Gewebeproben (n = 210) aus dem anogenitalen Bereich retrospektiv
neu analysiert, auf die HPV-DNA-Pravalenz untersucht und den histologischen
Befunden gegenubergestellt.

Es konnte in dieser Studie bei Condylomata acuminata ein stark erhohtes Auftreten
von High-Risk-HPV-Subtypen bei HIV-infizierten im Vergleich zu HIV-negativen
Gewebeproben nachgewiesen werden (15,4 % zu 47,5 %). Bei der Entitat IN Il konnte
ebenso eine erhdohte Pravalenz bei den immunsupprimierten HIV-positiven Patienten
bestimmt werden (20,5 % zu 53,0 %).

Die Untersuchung der Haufigkeitsverteilung von HPV-Subtypen bei intraepithelialen
Neoplasien unterschiedlicher Entitaten und Lokalisationen zeigte eine Zunahme der
HPV-Pravalenz mit steigendem Invasivitatsgrad IN | zu IN Il (41,9 % zu 86,7 %).
Dabei konnte eine Abnahme von Low-Risk-HPV 6 von IN | zu IN 1l festgestellt werden
(26,67 % zu 15,7 %), wahrend eine Zunahme von High-Risk-HPV 16 und 18
beobachtet werden konnte (6,67 % zu 50,6 % und 0,0 % zu 7,2 %).
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Aulerdem konnte gezeigt werden, dass die Entitat Condylomata acuminata einen
hohen Anteil an verschiedensten HPV-Subtypen enthalt, unter denen sich in 29,5 %
der Falle auch Hoch-Risiko-Typen fur dysplastische Gewebeveranderungen befinden.
Dabei waren die drei am haufigsten vertretenen Hoch-Risiko-Subtypen 16 (13,6 %),
18 (6,8 %) und 39 (5,7 %).

Die Studiendaten belegen, dass auch vermeintlich gutartige Tumore wie Condylomata
acuminata onkogenes Potential besitzen und intraepitheliale Neoplasien als
Vorlauferlasionen fur anogenitale Karzinome angesehen werden kbnnen. Somit ist vor
allem bei immunsupprimierten Patienten die Etablierung eines erfolgreichen
Screening-Programms zur rechtzeitigen Erkennung und Behandlung von HPV-
Infektionen anzustreben. Daruber hinaus bedarf es geeigneter

Praventionsmalinahmen zur Senkung der Pravalenz von HPV-Infektionen.
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