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1. Einleitung

Zervixkarzinom

Epidemiologie

Im Jahr 2020 stellte das Zervixkarzinom weltweit mit geschatzt 604 000 neuen Fallen das
vierthaufigste Karzinom sowie mit ca. 340 000 Todesfallen die vierthaufigste Todesursache
dar. In der Altersgruppe der 15- bis 44-Jahrigen war Gebarmutterhalskrebs das zweithaufigste
Karzinom. International betragt die geschatzte altersstandardisierte Neuerkrankungsrate 13,3

pro 100 000 Frauen [1].

Global weisen Inzidenz und Mortalitdt zwischen Industrie- und Entwicklungslandern groRRe
Unterschiede auf (siehe Abbildung 1). So wurden im Jahre 2012 85% der Neuerkrankungen
und 80% der durch das Zervixkarzinom geforderten Leben in Entwicklungslandern registriert
[2, 3]. In 23 Landern ist das Zervixkarzinom das am haufigsten diagnostizierte Karzinom und in
36 Landern die haufigste Todesursache. Besonders betroffene Regionen sind Subsahara-
Afrika, Melanesien, Stidamerika und Slidostasien. Im Jahr 2018 konnten 21,7 % aller
Krebstodesfille in Subsahara-Afrika auf das Zervixkarzinom zuriickgefiihrt werden [4]. Die
héchsten Fallzahlen verzeichneten allen voran Swasiland und Malawi mit einer
altersstandardisierten Neuerkrankungsrate von 84,5 pro 100 000 sowie respektive 67,9 pro
100 000 [1, 5].

Inzidenz und Mortalitat stehen im Zusammenhang mit dem Index fir humane Entwicklung
(,Human Development Index”, HDI), auch Wohlstandsindikator genannt, welcher auf Basis
von durchschnittlichem Verdienst, Lebenserwartung und Bildungsstand der Bevolkerung
berechnet wird [6]. So unterscheiden sich die Inzidenzen um das Dreifache und die

Mortalitaten um das Achtfache zwischen Landern mit hohem und niedrigem HDI [2].

In Europa erkrankten 2020 ca. 58 000 Frauen am Zervixkarzinom, wahrend ca. 26 000 daran
verstarben. Auch in Europa ldsst sich je nach Region eine grofRe Variabilitat der Morbiditat
erkennen. Osteuropa verzeichnet eine fast vierfach so hohe Inzidenz im Vergleich zu
Westeuropa. Das Land mit den niedrigsten Zahlen ist mit einer Neuerkrankungsrate von 3,4
pro 100 000 die Schweiz, wohingegen Montenegro europaweit die hochste Inzidenz mit 26,2

pro 100 000 registriert [1].
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Deutschland liegt in Europa mit einer standardisierten Neuerkrankungsrate von 9,2 pro

100 000 Frauen im unteren Mittelfeld. Das Zervixkarzinom stellte 2019 mit 4575
Neuerkrankungen das vierzehnthaufigste Karzinom dar. Es verstarben 1597 Frauen, was 1,5%
aller Krebssterbefille ausmachte. Das mittlere Erkrankungsalter liegt in Deutschland bei 55
Jahren, das mittlere Sterbealter bei 65 Jahren. Das Lebenszeitrisiko an einem Zervixkarzinom
zu erkranken betragt 0,8%, das daran zu versterben 0,3%. Die absolute 5-Jahres

Uberlebensrate liegt bei 62% [7].

o
0% o

. =293
. 18.6-29.3
e 14.9-186
10.4-14.9 B Not applicable
6.7-10.4 No data
<6.7

Abbildung 2: weltweite altersstandardisierte Inzidenzrate des Zervixkarzinoms [8]

Pathologie

Die histologischen Tumortypen des Zervixkarzinoms werden gemald der WHO-Klassifikation
untergliedert [9].

Der mit 80% bis 90% haufigste histologische Subtyp ist das meist von der Ektozervix
ausgehende Plattenepithelkarzinom. Deutlich seltener ist das sich von der Endozervix aus
entwickelnde Adenokarzinom mit 5% bis 10% [6, 10]. Typischer Entstehungsort des
Zervixkarzinoms und seiner Vorstufen ist die sogenannte Transformationszone. Dieser Bereich
besteht aus dem Ubergang von der mit Zylinderepithel bedeckten Zervix in die mit
mehrschichtig unverhorntem Plattenepithel ausgekleidete Vagina. Die Lage der
Transformationszone ist je nach Alter unterschiedlich. Bei jungen Frauen liegt sie
physiologischerweise ektozervikal, wahrend sie sich bei dlteren Frauen nach endozervikal

verlagert [11].
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Andere Tumorentitdten wie das klarzellige, ser6se und neuroendokrine Karzinom, welche

prognostisch unglinstiger sind, kommen nur sehr selten vor [12, 13].

Risikofaktoren

GroBter Risikofaktor fur die Entwicklung von Gebarmutterhalskrebs ist die persistierende
Infektion mit humanen Papillomaviren (HPV) [12]. Nach ersten Hinweisen auf eine Assoziation
zwischen HPV und der Entstehung von Karzinomen, konnten in den 1980er-Jahren erstmals
HP-Viren in Zervixkarzinom Biopsien nachgewiesen werden [14-17]. In den 1990er-Jahren
konnte durch den Nachweis einer HPV-Pravalenz von 99,7% in zervikalen Tumoren der
Zusammenhang zwischen einer persistierenden HPV-Infektion und der Entwicklung von
Gebarmutterhalskrebs erhartet werden [18]. Neuere Arbeiten gehen sogar von einer HPV-
Pravalenz von 95% bis 100% aus [19, 20]. Eine HPV-Infektion stellt somit eine notwendige,
allerdings nicht alleinige Ursache fiir die Tumorgenese dar. Fiur die endgiltige Entwicklung

eines Zervixkarzinoms bedarf es weiterer Kofaktoren [19, 21].

Weitere Risikofaktoren, die zur Entstehung eines Zervixkarzinoms beitragen, kénnen
entweder unabhdngige Kofaktoren sein oder solche, die mit einer Erhdhung des Risikos fiir
eine HPV-Infektion einhergehen [12, 22]. So sind friihe Kohabitarche, Anzahl an
Sexualpartnern sowie das Sexualverhalten Faktoren, die mit einem hdheren Risiko fiir eine
HPV-Akquisition verbunden sind und darlber die Entwicklung eines Zervixkarzinoms
beglinstigen [6]. In Studien konnten als weitere unabhdngige Kofaktoren Koinfektionen mit
dem Herpes-simplex-2 Virus oder Chlamydia trachomatis nachgewiesen werden [23, 24].

Des Weiteren ist Nikotinabusus mit einem zweifach héheren Risiko und die Langzeiteinnahme
von oralen Kontrazeptiva mit einem vierfach héheren Risiko fir die Entwicklung von
Gebarmutterhalskrebs verbunden [25, 26]. Auch Multiparitat und Immunsuppression, wie

eine Infektion mit dem humanen Immundefizienz-Virus (HIV), vergréBern das Risiko [10, 27].

Prainvasive Lasionen

Die Genese des Zervixkarzinoms erfolgt sukzessiv, beginnend mit einzelnen
Zellveranderungen bis hin zur Alteration von Gewebestrukturen, welche zervikale
intraepitheliale Neoplasien (CIN) genannt werden [28]. Hierbei handelt es sich um

unterschiedliche Stufen der gleichen neoplastischen Veranderungen des Plattenepithels [13].
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Bei der CIN 1 handelt es sich um eine milde, bei der CIN 2 um eine moderate und bei der CIN
3 um eine schwere Dysplasie, die eine obligate Prdkanzerose darstellt [28]. Die CIN-
Nomenklatur basiert auf dem vom Untersucher eingeschatzten prozentualen Ersatz von
differenzierten durch proliferierende Zellen, erfasst vom Stroma bis zur Epitheloberfldache. Bei
der CIN 3 sind mindestens zwei Drittel des Epithels verandert, bei der CIN 2 zwischen einem
und zwei Dritteln und bei der CIN 1 lediglich ein Drittel oder weniger (siehe Abbildung 3) [29].
Die 2014 veroffentliche WHO-Klassifikation ersetzt die dreistufige CIN-Einteilung
intraepithelialer Neoplasien durch eine zweistufige Einteilung in ,low-grade”- und ,high-
grade“-Lasionen (siehe Abbildung 2). Die deutsche S3-Leitlinie empfiehlt allerdings weiterhin
die Verwendung der dreistufigen CIN-Terminologie. Zu den glandularen prdkanzerdsen
Vorlauferlasionen zahlen die Vorstufen des selteneren Adenokarzinoms, die als

Adenokarzinoma in situ (AlS) bezeichnet werden [12].

WHO-Nomenklatur I11. Miinchner Schema Bethesda-System (Zytolo-
2014 (Histologie) (Zytologie) gie/Histologie)

CIN 1 low-grade SIL? Gruppe [II D1 low-grade SIL®

CIN2 high-grade SIL* Gruppe [1I1 D2 high-grade SIL*

CIN3 high-grade SIL * Gruppe [Va-p high-grade SIL*

AlS AIS oder ACIS Gruppe [Va-g AIS

“SIL: squamous intraepithelial lesion

Abbildung 2: Klassifikation zervikaler Neoplasien [12]

Theoretisch kann sich ein Zervixkarzinom aus allen CIN-Stufen entwickeln, am haufigsten
geschieht dies allerdings ausgehend von einer CIN 3-Ladsion [22]. 60% der CIN 1-Ldsionen sowie
55% der CIN 2 Lasionen bilden sich spontan innerhalb von 2 Jahren zuriick und tragen ein
kanzeroses Invasionsrisiko von unter 0,5% [30]. Im Gegensatz dazu besitzt die CIN 3-Lasion ein
deutlich hoheres onkogenes Potenzial. In einer Studie in den 1960er-Jahren konnte
nachgewiesen werden, dass bei fehlender Behandlung eines CIN 3-Befundes ein bis zu
50%iges Risiko flir die Entwicklung eines Zervixkarzinoms besteht [31]. Bei adaquater
Behandlung einer CIN 3-Ldsion verbleibt allerdings nichtsdestotrotz ein Gber zwdlfprozentiges
Progressionsrisiko [32, 33]. Sowohl Schweregrad als auch Persistenzdauer der Lasion
korrelieren mit dem Risiko einer Progression [11]. Im Durchschnitt liegen zwischen einer
Erstinfektion mit HPV und der Entstehung eines Karzinoms ca. 15 Jahre [12]. In 10% der Félle

kann die Dauer dieser Transition allerdings auch weniger als ein Jahr betragen [10].
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Abbildung 3: Entwicklung zervikaler intraepithelialer Neoplasien [34]

Friherkennung des Zervixkarzinoms

Zur Friherkennung des Zervixkarzinoms stehen zwei diagnostische Verfahren zur Verfligung.
Zum einen der zytologische Abstrich und zum anderen die Kolposkopie. Zur weiteren
Risikostratifizierung konnen diese gegebenenfalls um eine HPV-Diagnostik erweitert werden.

Diese Friherkennungsmafinahmen dienen zur Erfassung zervikaler Neoplasien vor deren

Invasion [11].

1) Zytologischer Abstrich

Ziel des zytologischen Abstriches ist es, bereits frihzeitig krankhaft verdanderte Zellen der
Zervix zu erkennen. Der Abstrich basiert auf der zytomorphologischen Beurteilung zervikaler
Zellen zur Stratifizierung des Risikos fiir ein zugrunde liegendes Karzinom. Das zytologische
Screening wurde im Jahr 1928 vom Minchner Mediziner Georg Papanicolaou vorgestellt und

wird daher Pap-Abstrich genannt [35, 36].

Bei der Durchflihrung stehen zwei Verfahren zur Herstellung des Abstrichs zur Verfligung. Bei
beiden werden zunadchst mithilfe eines Spatels oder Birstchens je nach Alter und
entsprechender Lage der Transformationszone Exfoliativzellen von der Portiooberflache

beziehungsweise aus dem Zervikalkanal entnommen.

15



Bei der konventionellen Methode werden die gewonnenen Zellen auf einem Objekttrager
ausgestrichen, mit 96%igem Alkohol fixiert, gefarbt und im Anschluss vom zytologischen Labor
beurteilt [37]. Bei der Dinnschicht-Zytologie, auch fliissigkeitsbasierte Zytologie (,Liquid-
based Cytologie”, LBC) genannt, werden die Zellen in ein Fliissigmedium tberfihrt, um erst im
zytologischen Labor gleichmaRig auf einen Objekttrager Gbertragen, gefarbt und analysiert zu
werden [38, 39]. Ein Vorteil letzteren Verfahrens ist die bessere Auswertbarkeit aufgrund
fehlender Zelliberlagerungen und Vermeidung von Verunreinigungen mit Schleim oder Blut
[39, 40]. Ein weiterer Vorteil ist die Moglichkeit, mit Hilfe der konservierten Fllssigkeit
zusatzlich eine HPV-Diagnostik durchfiihren zu kdnnen [12]. Allerdings konnte in randomisiert
kontrollierten Studien eine Uberlegenheit der LBC gegeniiber der konventionellen Methode

im Nachweis hohergradiger Dysplasien nicht belegt werden [41, 42].

Die Abstriche selbst werden nach der Farbung vom zytologischen Labor anhand der Miinchner
Nomenklatur 11l ausgewertet [43]. Ein Abstrich der Gruppe | entspricht einem unauffalligen
Befund, wohingegen die Gruppe V den Verdacht eines Zervixkarzinoms anzeigt. Ein Befund
der Gruppe llID1 entspricht dem Zellbild einer milden Dysplasie und somit einer CIN 1-Lasion,
der der Gruppe 11ID2 dem Zellbild einer moderaten Dysplasie und damit einer CIN 2-Lasion.
Ein Befund der Gruppe IVa-p weist zytomorphologisch eine schwere Dysplasie nach und ist
somit einer CIN 3-Ldsion gleichzusetzen. Das AIS entspricht einem IVa-g Befund [35].

International wird die nordamerikanische Bethesda-Nomenklatur verwendet, welche weites

gehend der Miinchner Nomenklatur entspricht (siehe Abbildung 4) [12].
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Gruppe Definition Bethesda-System®

0 Unzureichendes Material Unsatisfactory for evaluation

I Unauffiillige und unverdiichtige Befunde NILM

IT-a Unauffillige Befunde bei auffilliger Anamnese

I Befunde mit eingeschriinkt protektivem Wert

11-p Plattenepithelzellen mit geringergradigen Kernverdanderungen  ASC-US
als bei CIN 1

Il-g Zervikale Driisenzellen mit Anomalien, die iiber das Spektrum  AGC endocervical NOS
reaktiver Verinderungen hinausreichen

Il-e Endometriumzellen bei Frauen > 40. Lebensjahr in der 2. Zyk- Endometrial cells
lushilfte

11 Unklare bzw. zweifelhafte Befunde

II-p CIN 2/CIN 3/Plattenepithelkarzinom nicht auszuschlieBen ASC-H

Il-g Ausgepriigte Atypien des Driisenepithels, AIS/invasives Ade-  AGC endocervical favor neoplastic
nokarzinom nicht auszuschlieBen

I1l-¢ Abnorme endometriale Zellen (insbesondere postmenopausal)  AGC endometrial

[1-x Zweifelhafte Driisenzellen ungewissen Ursprungs AGC favor neoplastic

1D Dysplasiebefunde mit groBierer Regressionsneigung

ITD1 Zellbild einer leichten Dysplasie analog CIN | LSIL

IIID2  Zellbild einer méBigen Dysplasie analog CIN 2 HSIL

IV Unmittelbare Vorstadien des Zervixkarzinoms

IVa-p  Zellbild einer schweren Dysplasie/eines CIS analog CIN 3 HSIL

IVa-g  Zellbild eines AIS AIS

IVb-p  Zellbild einer CIN 3, Invasion nicht auszuschlieBen HSIL with features suspicious for
invasion

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

Vv Malignome

V-p Plattenepithelkarzinom Squamous cell carcinoma

V-g Endozervikales Adenokarzinom Endocervical adenocarcinoma

V-e Endometriales Adenokarzinom Endometrial adenocarcinoma

V-x Andere Malignome, auch unklaren Ursprungs Other malignant neoplasms

Abbildung 4: Miinchner Nomenklatur Ill mit Bezug zur Bethesda-Klassifikation [12]

2) Kolposkopie

Aufgrund mangelnder Sensitivitat und Spezifitat eignet sich die Kolposkopie nicht als primares
Screening-Instrument [38]. ,,Die Kolposkopie dient der differenzialdiagnostischen Abklarung
auffalliger  zytologischer  Abstriche oder persistierender HPV-Infektionen, der
Verlaufskontrolle bei CIN (insbesondere auch wahrend der Schwangerschaft) und der
praoperativen Abklarung bei CIN oder bei Verdacht auf ein (mikro)invasives Zervixkarzinom.”

[12]
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Das Kolposkop ist ein Auflichtmikroskop, mit dem die Vagina und die Zervix binokular und
dreidimensional in vier- bis dreiBigfacher VergrofRerung dargestellt werden kénnen [35, 38].
Zundachst wird die Portio mittels Spekulum eingestellt und Vagina sowie Endo- und Ektozervix
nativ beurteilt [12]. Wichtige Voraussetzung fiir die Aussagekraft der Kolposkopie ist das
mogliche Einsehen der Transformationszone als Entstehungsort der praneoplastischen
Veranderungen [44]. Die Einsehbarkeit wird daraufhin in drei Typen klassifiziert. Typ 1
entspricht einer vollstandigen Sichtbarkeit der Transformationszone, Typ 2 einer
Einsehbarkeit bis nach endozervikal, gegebenenfalls nach Aufspreizen der Zervix. Beim Typ 3
ist die Transformationszone entweder nicht oder nur teilweise einsehbar [45].

Im Anschluss werden zwei sogenannte Funktionsproben mit 3% bis 5%iger Essigsdaure sowie
Lugolscher Losung, einer 3% bis 10%igen Jod-Jodkaliumlosung, durchgefiihrt [38]. Durch das
Auftupfen von Essigsdaure erscheinen sowohl Neoplasien als auch Metaplasien als ,essig-
weilRe” Areale, da Zellen mit einem verschobenen Kern-Plasma Verhéltnis das Licht starker
reflektieren [13]. Das Jod der Lugolschen Losung farbt das in den Plattenepithelien
gespeicherte Glykogen an. Jod-negative Bereiche sind ein pathognomonisches Zeichen fir
dysplastische Zellveranderungen, da das Glykogen in neoplastischen Zellen aufgrund des
erhohten Zellumsatzes vermehrt verbraucht wird und somit nicht mehr angefarbt werden
kann [11].

Nachfolgend werden unter kolposkopischer Sicht bei den Transformationszonentypen 1 und
2 Biopsien aus den suspekt erscheinenden Arealen entnommen. Beim
Transformationszonentyp 3 sollte eine vorsichtige Kiirettage der Endozervix erfolgen [38].
Die Befunde werden entsprechend der zuletzt 2011 Uberarbeiteten kolposkopischen IFCPC
(,International Federation of Cervical Pathology and Colposcopy“)-Nomenklatur gemal eines
standardisierten Schemas beurteilt. Hierbei werden Qualitdit der Kolposkopie,
Normalbefunde, abnorme Befunde inklusive Lokalisation und Schwere der Lasionen sowie

nicht spezifische abnorme Befunde klassifiziert [45—-48].
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Therapie prainvasiver Lasionen

1) Indikation

Die Indikationsstellung zur Therapie prainvasiver Lasionen ist abhangig von deren Risiko einer
Progression.

Aufgrund der geringen Progressionswahrscheinlichkeit einer CIN 1, kann in diesem Falle
abgewartet und eine erneute Kontrolle nach sechs Monaten erfolgen. Auch eine CIN 2-Ladsion
birgt ein niedriges Progressionsrisiko, sodass hier ebenfalls nach sechs Monaten erneut
kontrolliert werden kann. Erst nach einer Persistenz GUber 24 Monate besteht die Indikation
zur Therapie. Aufgrund des hohen onkogenen Potenzials einer CIN 3-Ldsion sollte bei
histopathologischer Diagnosestellung, auller in der Schwangerschaft, immer die Entfernung

erfolgen [32, 38].

2) Operationsverfahren

Die Operationsmethode der Wahl ist die Konisation. Hierbei wird je nach Alter der Patientin
(und somit Lage der Transformationszone) sowie Lokalisation der Epithelldsion ein
zylindrischer bis konischer Keil entweder mit einem Skalpell, einem Laser oder einer
Elektroschlinge aus der Zervix entfernt [11, 49]. Ziel ist es, das erkrankte Gewebe vollstandig
zu entfernen und gleichzeitig so viel gesundes Gewebe wie mdglich zu erhalten [38]. Durch
eine erfolgreiche Konisation kann das Risiko fiir die Entwicklung eines Zervixkarzinoms um

95% reduziert werden [50].

Bei der Konisation wird zwischen Exzisions- und Ablationsverfahren unterschieden. Bei den
Exzisionsverfahren wird Gewebematerial entfernt und kann somit nachfolgend
histopathologisch beurteilt werden. Im Gegensatz hierzu wird bei den Ablationsverfahren das
Gewebe destruiert, wodurch keine pathologische Beurteilung erfolgen kann [12].

Die S3-Leitlinie empfiehlt als Standardtherapie prdinvasiver Lasionen unter den
Exzisionsverfahren die Elektroschlingenkonisation sowie die Laserexzision [12, 38]. Die
Exzision mit dem Skalpell wird aufgrund eines erh6hten Komplikationsrisikos nur noch selten
durchgeflihrt und wird laut S3-Leitlinie nur bei Vorliegen einer glandularen intraepithelialen
Neoplasie empfohlen [32, 38]. Zu den Ablationsverfahren zahlen unter anderem die

Kryotherapie, Laserablation und Laservaporisation [51].
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3) Komplikationen

Das Spektrum moglicher Komplikationen einer Konisation erstreckt sich von
kreislaufwirksamen Nachblutungen und Infektionen bis hin zur Entwicklung von
Zervikalkanalstenosen mit begleitender Hamatometra [35, 38].

Exzisionsverfahren sind vor allem mit einer Erhéhung der Schwangerschafts-assoziierten
Morbiditat verbunden. Vor allem die Messerkonisation flhrt zu einer signifikanten Erhéhung
des Frihgeburtlichkeitsrisikos von 5% auf 14%. Zudem kommt es zu einem signifikanten
Anstieg des Risikos fiir mikrosome Sauglinge von 7% auf 12%, sowie fiir Sectiones von 3% auf
9%. Ahnliche Risiken verursachen allerdings auch die Elektroschlingenkonisation und die
Laserablation. Zudem sind Konisationen mit einer hoheren Rate an Spdtaborten im zweiten
Trimenon (1,6% versus 0,4%) und Extrauteringraviditdten (1,6% versus 0,8%) verbunden,
sodass bei jungen Frauen mit bestehendem Kinderwunsch die Indikation zur Konisation nur

vorsichtig gestellt werden sollte [51-53].

Humane Papillomaviren

Humane Papillomaviren zahlen zur groflen taxonomischen Familie der Papillomaviridae. Sie
kommen zwar ubiquitdr, daflr aber artspezifisch in hoheren Vertebraten vor. Eine
Ubertragung von Mensch zu Tier ist nicht méglich [13, 54]. Infektionen mit HPV beschrinken

sich auf Epithelien der Schleimh&dute und Haut und sind dort lokal begrenzt [35].

Struktur

Humane Papillomaviren sind kleine, unbehiillte ca. 50-60 nm messende Viren, deren Genom
aus einer zirkuldaren doppelstrangigen DNA besteht [55, 56]. Das ca. 8000 Basenpaare
umfassende Genom lasst sich in drei Regionen untergliedern (siehe Abbildung 5) [57, 58].
Die erste Region ist die nicht kodierende ,Long Control Region“ (LCR), welche
Kontrollelemente zur Regulation der viralen Replikation und Genexpression enthalt [13, 55].
Die beiden anderen Bereiche werden ihrem Expressionszeitpunkt zufolge in sechs friihe
(,Early” - E1, E2, E4, E5, E6) und zwei spéte (,Late” - L1, L2) Gene eingeteilt. Unter den friihen
Genen befinden sich auch die beiden Onkogene E6 und E7, welche eine zentrale Bedeutung
in der malignen Transformation infizierter Zellen spielen [12, 59, 60]. Die von der friihen

Region kodierten Proteine steuern den Wirtszellzyklus und initiileren die
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Zellzyklustransformation, wohingegen die spaten Gene fir virale Kapsidproteine kodieren [12,
28, 59].
Die ikosaedrisch geformte Hiille der Viren setzt sich zu 80% aus dem gréBeren Strukturprotein

L1 und zu 20% aus dem kleineren Strukturprotein L2 zusammen [61].
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Abbildung 5: Aufbau des HPV-Genoms [13]

Epidemiologie

Die weltweite HPV-Pravalenz betragt 11,7% und weist dhnlich des Zervixkarzinoms grof3e
geografische Unterschiede auf (siehe Abbildung 6). Die hochsten Zahlen kénnen in Subsahara-
Afrika mit 24%, Osteuropa mit 21,4% und Lateinamerika mit 16,1% registriert werden [62].
Die niedrigsten Pravalenzen weisen Stideuropa und Siidostasien mit 6% beziehungsweise 7%
auf [56]. Die deutschlandweite HPV-Pravalenz in der Altersgruppe der tber 30-Jahrigen
schwankt je nach Studie zwischen 4,8% und 7,8% [19, 63, 64].
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Abbildung 6: weltweite HPV-Privalenz [65]

Eine Infektion mit HPV ist weltweit die haufigste sexuell libertragbare virale Erkrankung [66].
Fiir sexuell aktive Frauen betragt das Risiko, sich innerhalb ihres Lebens mit HPV zu infizieren
84,6%, flir Manner sogar 91,3%. So erwerben 80% der Bevolkerung das humane
Papillomavirus bis zu einem Alter von 45 Jahren [67]. Neben dem haufigsten Modus der
sexuellen Ubertragung kann HPV auch tiber Haut-zu-Haut Kontakt oder vertikal bei der Geburt

von der Mutter zum Kind libertragen werden [54, 56].

Die HPV-Pravalenz weist zudem eine hohe Altersabhangigkeit auf. Weltweit sind vor allem
Frauen unter 25 Jahren betroffen, ein erneuter Anstieg der Pravalenz zeigt sich in Afrika,
Amerika und Europa bei Frauen Uber 45 Jahren (siehe Abbildung 7) [62, 65]. So besteht fir
Frauen unter 25 ein bis zu 60%iges Risiko sich mit HPV zu infizieren mit einer jahrliche
Infektionsrate von 10% bis 15% [58, 68]. In Deutschland liegt die HPV-Pravalenz in der

Altersgruppe der 10- bis 30-Jahrigen bei 22,3% [19].
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Abbildung 7: weltweite altersspezifische HPV-Prdvalenz [19]
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Bei jungen Frauen handelt es sich allerdings hauptsachlich um transiente Infektionen, welche
effektiv durch eine zellvermittelte Immunantwort eliminiert werden [69, 70]. Die
Infektionsdauer betragt im Durchschnitt ein bis zwei Jahre, in 92% der Falle ldsst sich HPV nach
finf Jahren nicht mehr nachweisen. Lediglich bei 10% der Frauen persistiert eine HPV-
Infektion [37, 71]. Im Allgemeinen wird von einer Viruspersistenz gesprochen, wenn ein
positiver HPV-Nachweis in zwei oder mehreren aufeinander folgenden Tests im Abstand von
sechs Monaten besteht [13, 28]. Persistierende Infektionen gehen mit einem erhdhten Risiko
fiir die Entwicklung pramaligner Lasionen und nachfolgend Karzinomen einher [72]. So wies
eine Studie bei einer Persistenz einer HPV-Infektion von Giber einem Jahr ein Dreijahresrisiko
von 17% fir die Entwicklung einer hochgradigen Zervixerkrankung (CIN 2, CIN 3 oder
Zervixkarzinom) nach [73].

Die CIN 1-Lasion wird als histopathologisches Korrelat einer akuten Infektion mit HPV
erachtet, wohingegen eine CIN 3-L3sion eine persistierende Infektion widerspiegelt [36]. Dies
ist auch der Grund, warum niedriggradige Dysplasien am hadufigsten junge Frauen im Alter
zwischen 20 und 24 betreffen, mittelgradige Dysplasien hingegen Frauen zwischen 25 und 30

und hochgradige Dysplasien Frauen zwischen 30 und 34 [35].

Klassifikation

Weltweit wurden bereits Gber 200 HPV-Arten identifiziert [74]. Die Klassifikation der humanen
Papillomaviren erfolgt anhand ihres Genotyps in 5 Genera (a, B, y, 1, und v) [55, 61].

Das HPV-L1-Gen zeigt innerhalb des HPV-Genoms die hdchste Konservierung und wird daher
zur Gruppierung von HPV-Typen herangezogen. Ab einer Homologie von weniger als 90% wird
von einem neuen Typ gesprochen [22, 75]. Die Gattungen unterscheiden sich hinsichtlich ihres
Tropismus. So befallen HP-Viren der Beta-, Gamma-, My- und Ny-Genera hauptsachlich
verhorntes Plattenepithel, wohingegen Alpha-Viren grofStenteils Schleimhdute des
Aerodigestiv- und Anogenitaltrakts infizieren [75—-77]. Im Genitalbereich konnten bisher 40
Genotypen nachgewiesen werden [35].

Der mukotrope Alpha-Genus ist der mit Abstand am besten erforschte Typ [70]. Die
zugehorigen Genotypen werden wiederum anhand ihres onkogenen Potenzials und ihrer
Assoziation mit Karzinomen in ,,Low-Risk (LR)“- und ,High-Risk (HR)“-Typen untergliedert [56,
59]. Die hdufigsten LR-HPV-Typen sind Typ 6, 11 und 53 und verursachen 90% der

anogenitalen Warzen, auch Condyloma acuminata genannt [61, 76]. Die selteneren
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epidermotropen Alpha Typen bestehen aus den Typen 2, 3, 10 sowie 57 und verursachen in

der Regel benigne Warzen an Handen und FiRen [39, 70].

Laut der ,International Agency for Research on Cancer” (IARC) zdahlen 13 HPV-Arten zu den
Gruppe 1 karzinogenen HR-Typen. HPV-Typ 68 wird der Gruppe 2A zugeordnet und als
wahrscheinlich karzinogen eingestuft. 11 weitere HPV-Typen werden als moglicherweise

karzinogen bewertet und sind der Gruppe 2B zugehorig (siehe Tabelle 1) [56].

16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 1 (karzinogen, high-risk)

56, 58, 59, 66

68 2A (wahrscheinlich karzinogen)
26, 30, 34, 53, 67, 69, 70, 73, 82, 2B (moglicherweise karzinogen)
85, 97

Tabelle 1: Klassifikation von HPV-Typen nach Karzinogenitét [56]

Persistierende Infektion mit diesen Typen sind im Anogentialbereich mit Karzinomen der
Zervix, Vagina, Vulva, des Penis und des Analkanals, sowie im Kopf- und Halsbereich unter
anderem mit Karzinomen des Oropharynx und des Larynx assoziiert [66, 76]. Global kénnen
ca. 4% aller Karzinome auf eine Infektion mit HPV zurlickgefiihrt werden, bei Frauen sogar
50% aller infektionsbedingten Karzinome [14, 55].

Insgesamt werden weltweit HPV-Typ 16 (3,2%), HPV-Typ 18 (1,4%), HPV-Typ 52 (0,9%), HPV-
Typ 31 (0,8%) und HPV-Typ 58 (0,7%) am haufigsten nachgewiesen [62].

HPV-Typ 16 und Typ 18 verursachen insgesamt 70% aller Zervixkarzinome weltweit [19].
Weitere mit dem Zervixkarzinom assoziierte Typen, die allerdings global seltener vorkommen,
sind Typ 45 (2%-8%), 31 (2%-7%) und 33 (3%-5%) (siehe Abbildung 8) [78]. HPV-16 ist vor allem
mit Plattenepithelkarzinomen und deren Vorstufen assoziiert, HPV-18 mit Adenokarzinomen
[77]. HPV-16 und HPV-18 tragen ein besonders hohes onkogenes Potenzial. Bei einer Infektion
mit diesen beiden Typen besteht ein 40% hdheres Risiko fiir eine Progression zu einer
zervikalen Neoplasie [39]. Eine Infektion mit HPV-16 allein birgt ein 20%iges Risiko, eine
zervikale Neoplasie oder ein Zervixkarzinom Uber einen Zeitraum von finf Jahren zu

entwickeln [79].
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Abbildung 8: globale Héufigkeit der 10 héufigsten HR-HPV-Typen in Abhdngigkeit von zervikalen Verédnderungen
[19]

Lebenszyklus
Der Lebenszyklus humaner Papillomaviren kann grob in drei Stadien untergliedert werden: die
beiden nicht-produktiven Phasen der Etablierung und Erhaltung des Virus in der Epithelzelle

sowie die produktive Phase der Vervielfaltigung und Freisetzung neuer Viren.

HPV infiziert, wie bereits beschrieben, Epithelzellen der Haut und Schleimhdute. Diese
bestehen aus undifferenzierten, mitotisch aktiven Basalzellen sowie oberflachlichen Zellen,
welche mit aufsteigender Schicht weiter ausdifferenzieren und sich nicht weiter teilen kénnen
[76]. Humane Papillomaviren enthalten keinen Replikationsapparat und sind daher auf eine

replikationsaktive Wirtszelle angewiesen [55, 76].
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Sie infizieren folglich die sich teilenden Basalzellen von Plattenepithelien [58]. Um Zugang zu
diesen zu erhalten, ist eine Voraussetzung fir die Infektion mit HPV eine Unterbrechung der
Integritat der daruber liegenden Zellschichten. Dies kdnnen Mikroabrasionen durch
Mikroverletzungen oder auch Haarfollikel sein [80]. Weitere Pradilektionsstellen sind
Transformationszonen, welche durch den stufenweisen Ersatz eines Epitheltyps durch einen
anderen Epitheltyp gekennzeichnet sind. Dieser Prozess wird auch Metaplasie genannt.
Hierdurch entstehen natiirlicherweise Liicken im Gewebe, wodurch HP-Viren Zugang zu den
exponierten Basalzellen erhalten. Transformationszonen kommen in der Zervix, dem Anus
und den Tonsillen vor. Hierdurch ldsst sich die Assoziation von Karzinomen dieser

Lokalisationen mit Infektionen mit HR-HPV-Typen erklaren [13].

Nach Infektion der Basalzellen wird das virale Genom zundachst als autonom replizierendes
Episom in den Wirtszellkern eingeschleust. In der ersten Phase der Etablierung des Virus
kommt es zur viralen Transkription und Genamplifikation, sodass am Ende ca. 50-100 virale
Plasmide im Zellkern vorliegen.

In der zweiten Phase wird eine konstante Anzahl an Episomen aufrechterhalten. Im Sinne
einer persistierenden Infektion kann das HPV-Genom Uiber Jahre bis Jahrzehnte hinweg in den
Basalzellen verbleiben. In einem geringen Prozentsatz kann dies zur Entwicklung pramaligner
Lasionen flihren. In den meisten Fallen kommt es allerdings zur spontanen Abheilung [55, 76,
81].

In den ersten beiden Phasen werden ausschlieRlich friihe Gene, allen voran E1 und E2,
exprimiert und die virale Genexpression einer strikten Kontrolle unterzogen. E2 fungiert hier
als primarer Repressor der beiden onkogenen Proteine E6 und E7, sodass diese nur in
minimalen Mengen produziert werden [55, 81].

Aufgrund unbekannter Mechanismen kommt es zum Ubergang in die letzte, produktive Phase,
welche in den differenzierenden suprabasalen Zellen ablauft. Es findet eine vermehrte,
allerdings immer noch geringe Expression von E6 und E7 statt. Diese initiieren einen
Wiedereintritt in die S-Phase der normalerweise mitotisch inaktiven Zellen. Zudem werden
die spaten Kapsidproteine L1 und L2 exprimiert, sodass die Viren assembliert und freigesetzt

werden kdnnen [55, 76].
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Maligne Transformation

Wichtige Voraussetzung der malignen Transformation einer mit HPV infizierten Epithelzelle ist
die Integration der normalerweise episomal persistierenden viralen DNA in das Wirtsgenom
[28, 82]. In Studien konnte belegt werden, dass der Schweregrad zervikaler Neoplasien mit
der Menge an integrierter viraler HPV-16 DNA positiv korreliert [83]. So lasst sich in CIN 1-
Lasionen das virale Genom grof3tenteils als Plasmid nachweisen. In CIN 3-Ldsionen oder
Karzinomen hingegen, ist die virale DNA zumeist integriert [13].

Durch die Auflésung der episomalen Ringstruktur infolge der Integration ins Wirtsgenom
kommt es zur Deletion des E2-Genabschnittes und damit zum Verlust der Repression der
beiden Onkogene E6 und E7 [38, 59, 84]. Hauptaktivitdt der beiden Onkoproteine ist die
Degradierung zellularer Tumorsuppressorgene. So hemmt E6 p53, E7 interagiert hingegen mit
den Retinoblastomproteinen [13, 81]. Die dadurch verursachten Veranderungen in zelluldaren
Signaltransduktionskaskaden flihren zum einen durch eine Hemmung der Apoptose zur
Immortalisierung der Zelle und zum anderen zu vermehrter Zellproliferation [57, 59]. Des
Weiteren erzeugen die Onkoproteine chromosomale Instabilitditen und fliihren damit zur
Akkumulierung genetischer Mutationen [76, 76]. Ein weiterer wichtiger Wirkmechanismus
von E6 und E7 ist die bereits oben genannte Stimulation der differenzierenden suprabasalen
Epithelzellen zum Wiedereintritt in die Synthesephase der Zellteilung [70].

Die genannten Mechanismen fihren zur malignen Entartung der Zelle und ultimativ zur

HPV induziertes
malignes Wachstum

. Verlust der Zellpolaritat
.

Entwicklung von Karzinomen (siehe Abbildung 9).

Produktiver A
Persistierende
Lebenszyklus Infektion
2-3 Wochen

Invasives Zellwachstum

bis zu 20 Jahre

Epidermis

Aktivierung des
Immunsystems

Basal-
membran

Produktion von
Antikérpern gegen HPV16 L1

Abbildung 9: maligne Transformation des Zervixepithels [85]
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HPV-Analytik

HP-Viren lassen sich nicht kultivieren, sodass alle HPV-Testverfahren auf dem Nachweis viraler
Nukleinsduren beruhen [49, 77]. Am weitesten verbreitet sind DNA-Nachweismethoden [86].
Zur Gewinnung geeigneten Materials werden dhnlich wie bei der Zytologie Exfoliativzellen von
der Endozervix gewonnen, in ein Transportmedium (bertragen und anschliefend getestet
[87]. Verfligbare Testverfahren lassen sich drei unterschiedlichen Kategorien zuordnen: Eine
Kategorie liefert Hinweise, ob prinzipiell eine Infektion mit HR-HP-Viren vorliegt. In der
zweiten Kategorie erfolgt zusatzlich der Nachweis einer Infektion mit den HR-Typen 16 und
18. Testverfahren der letzten Kategorie kdnnen einzelne HPV-Typen der High-Risk-Gruppe

identifizieren [88].

Die am haufigsten verwendeten Methoden zum Nachweis der viralen Nukleinsdauren sind
Hybridisierungsverfahren mit Signalamplifikation oder Polymerase-Kettenreaktionen (PCR)
[36]. Unter den Hybridisierungsverfahren ist das ,Hybrid-Capture“-Verfahren das am
haufigsten angewandte. Hierbei wird der Probe nach Denaturierung der DNA eine spezifische
RNA-Sonde zugefiigt, welche an die Ziel-DNA bindet und wodurch HPV-DNA-RNA-Hybride
entstehen. Zur Signalamplifikation werden diese Hybride mithilfe eines Antikdrpers auf einer
Mikrotiterplatte gebunden, um daraufhin durch anti-DNA-RNA-Antikérper detektiert zu
werden. Diese Antikdrper sind mit dem Enzym Alkalische Phosphatase markiert. Im Anschluss
werden alle nicht gebundenen Komponenten ausgewaschen. Den immobilisierten Komplexen
wird im nachsten Schritt ein Luminogen-Substrat hinzugefiigt, welches durch das in den anti-
DNA-RNA-Antikérpern gebundene Enzym dephosphoryliert wird und wodurch ein Lichtsignal
entsteht. Die Intensitdt des emittierten Chemolumineszenzsignals wird mithilfe eines
Luminometers gemessen. Das Signal ist proportional zur Viruslast und wird in ,Relative Light
Units“ (RLU) angegeben [13, 89]. Goldstandard unter diesen Verfahren ist der sogenannte
,Hybrid-Capture 11“-Test (HC2) [86].

Bei den PCR-Verfahren werden Konsensus-Primer genutzt, welche zumeist das L1 oder E1 Gen
amplifizieren. PCR-Methoden erlauben neben dem Nachweis von DNA auch den von mRNA.
Hier wird zumeist mRNA der E6 und E7 Gene detektiert [88]. Das durch die PCR entstandene
Produkt kann mit unterschiedlichen Verfahren, wie beispielsweise der reversen

Hybridisierung, nachgewiesen werden [89].
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Derzeit sind drei DNA- und ein RNA-Testverfahren von der amerikanischen ,,Food and Drug
Administration” (FDA) zum HPV-Screening zugelassen [49, 90]. Tabelle 2 gibt Aufschluss Gber

diese Testverfahren.

QIAGEN HR: 16, 18, 31, 33, 35, 39, - DNA (nicht PCR-basiert) HR-HPV: +/-
45,51, 52, 56, 58, 59, 68 - Signalamplifikation: LR-HPV: +/-
LR: 6, 11, 42, 43, 44 gesamtes Genom

Roche HPV 16/18 Genotypisierung - DNA (PCR) HR-HPV: +/-
+ Detektion 31, 33, 35, 39, - Zielampflifikation: Gen L1  HPV-16: +/-
45,51, 52, 56, 58, 59, 66, 68 HPV-18: +/-

HPV-other: +/-

Hologic 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, - DNA (nicht PCR-basiert) HR-HPV: +/-
51, 52, 56, 58, 59, 66, 68 - Signalamplifikation: Gene
E6, E7, L1
Hologic 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, - mRNA (PCR) HR-HPV: +/-
51, 52, 56, 58, 59, 66, 68 - Zielamplifikation: E6, E7

Tabelle 2: von der FDA zugelassene HPV-Testverfahren [38]

Screening

Unter einem Krebsscreening versteht man eine ,Reihenuntersuchung auf Krebsvorstufen
oder -frihstadien [...], zu der eine grolRe Bevdlkerungsgruppe regelmaRig eingeladen wird.”
[91] Beim Zervixkarzinom-Screening sollen Frauen mit einem erhéhten Risiko identifiziert
werden, um sie durch zusatzliche Tests einer weiteren Triagierung zu unterziehen und somit
eine Therapiebedirftigkeit festzulegen [6].

Man unterscheidet zwischen einem opportunistischen und einem organisierten Screening.
Beim organisierten Screening werden Frauen regelmaRig schriftlich eingeladen. Es existieren
konkrete Verfahrensprotokolle mit Screening-Intervallen, Festlegung von Zielgruppen und
Altersgrenzen, Vorgehen bei positiven Testergebnissen sowie
Qualitatssicherungsmalinahmen [92]. Im Gegensatz dazu erfolgt beim opportunistischen

Screening kein populationsbasiertes Einladungsverfahren, sondern eine Terminvergabe auf
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Wunsch der Patientinnen. Daten werden unzureichend dokumentiert, was eine
Qualitatssicherung schwierig macht [37].

Ziel des Friiherkennungsprogrammes ist es, Gebarmutterhalskrebs sowie dessen Vorstufen
friihzeitig zu entdecken [37]. Um dies zu erreichen, ist eine Teilnahmerate von mindestens
80% erforderlich [38]. Derzeit existieren drei Methoden zum primadren Screening des

Zervixkarzinoms: die Zytologie, die HPV-Testung sowie die Kombination beider Verfahren. [6]

Epidemiologie des Zervixkarzinoms nach der Einfihrung von Screening-Verfahren

In den 1960er- und 1970er-Jahren vor der Einflihrung von Screening-Verfahren, waren
Morbiditat und Mortalitdt des Zervixkarzinoms in Landern mit hohem HDI und Ldndern mit
niedrigem HDI dhnlich [93]. Insgesamt konnten weltweit nach der Implementierung von
KrebsfriiherkennungsmaRnahmen Morbiditdat und Mortalitdt in den letzten 30 Jahren mehr
als halbiert werden [94]. In Island konnte aufgrund der Einflihrung eines organisierten
Screenings die Mortalitat sogar um 80% gesenkt werden [95].

Bei der Betrachtung der Fallzahlen der letzten Jahre in Subsahara-Afrika lasst sich jedoch in
sieben von acht Landern bei fehlendem effektivem Screening ein signifikanter Anstieg der
Inzidenz verzeichnen, mit maximal 7,9% jahrlich in Malawi [4, 5]. Flr das Jahr 2022 geht die

WHO von einer 85%igen Zunahme der Neuerkrankungen in Afrika aus [96].

Zytologiebasiertes Screening

Studienergebnisse zur Einschatzung der Effektivitdt eines zytologiebasierten Screenings
weisen global eine hohe Variabilitat auf [97]. Eine Metaanalyse von 62 Studien ermittelte eine
Sensitivitat von 11% bis 99% und eine Spezifitat von 14% bis 97% [98]. Allerdings geht die WHO
international von einer Sensitivitat von ca. 50% bis 60% und einer Spezifitdt von ca. 98% aus
[37, 99]. In Deutschland liegt die Sensitivitat zwischen 20% und 50% [40].

Grund fur die niedrige Sensitivitat ist das hohe Mal3 an Abhdngigkeit der Ergebnisse von einer
korrekten Durchfiihrung der Zytologie. Der Pap-Abstrich ist allerdings sowohl seitens der
gynakologischen Praxis als auch seitens des zytologischen Labors sehr fehleranfallig.

Es wird geschatzt, dass zwei Drittel der Bestimmungsfehler durch Entnahmefehler der
niedergelassenen Gyndkologinnen entstehen [11]. So kdénnen schwierige anatomische
Gegebenheiten wie beispielsweise Zervikalkanalstenosen oder verdnderte Zervizes nach

Konisationen vorliegen. Auch fiihrt ein Status Mens oder eine Kolpitis aufgrund der Abnahme
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von nicht reprdsentativen Materials zu einer reduzierten Aussagekraft. Des Weiteren ist zu
beachten, dass die Abstrichentnahme von der Transformationszone erfolgen sollte und diese
sich im Laufe des Lebens verschiebt [100]. Uberdies kann es durch fehlerhaftes Ausstreichen

auf den Objekttragern oder durch zu langen Luftkontakt zu Qualitatsmangeln kommen [39].

Ein Drittel der Mangel, wie beispielsweise Fehler beim Farben oder bei der Interpretation, sind
den zytologischen Laboren geschuldet [100]. Gerade die Interpretation der Abstriche stellt
einen hochgradig fehleranfalligen Schritt dar, da in einem einzelnen Abstrich bis zu 300 000
Zellen beurteilt werden miissen [39].

Durch die stark subjektive Auswertung der Abstriche tritt eine hohe Rate an falschen Befunden
auf [101]. In 20% bis 30% der Fille kommt es zu falsch-negativen Befunden, was im
schlimmsten Falle zur Entwicklung eines Zervixkarzinoms fihren kann [39].
In einer Studie hatten 9% der Patientinnen mit einem diagnostizierten Zervixkarzinom
regelmaRig an Krebsvorsorgeuntersuchungen teilgenommen und stellten somit ,Screening-
Versager” dar [17]. Auch falsch-positive Befunde kénnen schwerwiegende Folgen haben. So
kann es zum einen zur Stigmatisierung und Angst der Patientinnen fihren. Zum anderen kann
eine Ubertherapie mit unnétiger Konisation in zukiinftigen Schwangerschaften ein erhéhtes
Risiko geburtshilflicher Komplikationen nach sich ziehen [57]. In einer Studie konnte in 23%
bis 28% der untersuchten Konisate keine zervikale Neoplasie nachgewiesen werden. In 12%
bis 51% der Falle erfolgte die Konisation auf der Grundlage falsch-positiver zytologischer

Befunde [102].

Aufgrund der niedrigen Sensitivitat mussen zur Detektion einer CIN 3-Ldsion mehrere
Screening-Runden durchgefiihrt werden, was wiederum zu einer hoéheren finanziellen

Belastung des Gesundheitssystems flihrt [36].
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Vergleich zytologiebasiertes mit HPV-basiertem Screening

Zum Vergleich beider Verfahren erfolgten weltweit groBe randomisiert kontrollierte Studien.
Insgesamt zeigte die HPV-Testung hinsichtlich der Sensitivitit eine deutliche Uberlegenheit
gegeniber zytologiebasierten Screenings. Allerdings war die Zytologie im Hinblick auf die
Spezifitat dem HPV-Test geringgradig Gberlegen [103, 104].

In einer Ubersichtsarbeit iber europdische und nordamerikanische Studien erwies sich die
HPV-Testung in der Entdeckung héhergradiger Zervixlasionen (CIN 2+) mit 96,1% gegenliber
der Zytologie mit 52,0% als deutlich sensitiver, mit 90,7% gegeniiber 96,3% jedoch als weniger
spezifisch [101]. Die Daten einer Nachverfolgung von vier europdischen Studien belegten
einen 60% bis 70% besseren Schutz gegen ein invasives Zervixkarzinom durch ein HPV-
basiertes Screening im Gegensatz zu einem zytologiebasiertem Screening [105]. Des Weiteren
konnte in mehreren Studien nachgewiesen werden, dass durch die Implementierung eines
HPV-Screenings CIN 2+-Lasionen friher erkannt und somit pramaligne Vorstufen vor deren
Invasion behandelt werden kénnen [106—-108]. Aufgrund eines hohen negativen pradiktiven
Wertes (NPV) lasst sich bei einem negativen Testergebnis das Risiko langfristig besser
stratifizieren. So bietet ein negatives Testergebnis fur finf bis zehn Jahre Sicherheit keine CIN
3-Lasion und mit noch hoherer Sicherheit kein invasives Karzinom zu entwickeln [36, 38]. In
einer indischen Studie konnte nachgewiesen werden, dass eine einzige Screening-Runde
mittels HPV-Testung zu einer signifikanten Reduktion der Inzidenz sowie Mortalitdt des
Zervixkarzinoms fiihren kann [109].

Auch 6konomisch ist das HPV-basierte Screening dem zytologiebasierten Screening tberlegen
[110]. HPV-Tests bieten zudem die Mdglichkeit zur Selbsttestung, was zum einen zu einer
Zunahme der Teilnahmerate fiihrt und andererseits hierdurch auch schwer zu erreichende

Populationen gescreent werden kénnen [99, 111].

Zusammenfassend legen die Ergebnisse eine Umstellung des zytologiebasierten Screenings
auf ein primar HPV-basiertes Screening nahe. Eine sichere Erweiterung des Screening-
Intervalls auf flinf Jahre ist zudem moglich [105, 112]. In Europa haben bereits Albanien, die
Niederlande, England und Schottland ihr Friiherkennungsprogramm auf ein primares HPV-

Screening-Programm umgestellt [19].

32



Zervixkarzinom-Screening in Deutschland

Im Jahr 1971 wurde in Deutschland der jahrliche Zervixabstrich fiir Frauen ab 20 Jahren gemaR
eines opportunistischen Screenings zur Pravention von Gebdarmutterhalskrebs implementiert
[113]. Mit der Einfihrung des Krebsfriiherkennungs- und Registergesetztes durch den
gemeinsamen Bundesausschuss im Jahr 2008 wurde das Friiherkennungsprogramm in ein
organisiertes Screening Uberfihrt [113]. Auch in Deutschland erfolgte die Evaluierung zur
Nutzenbewertung des HPV-Tests als primadres Screening-Instrument. Laut Institut fir Qualitat
und Wirtschaftlichkeit im Gesundheitswesen (IQWiG) konnte allerdings aufgrund der
Heterogenitat der berlicksichtigten Studien keine Empfehlung fiir ein bestimmtes Verfahren
abgegeben werden [91].

2018 erfolgte somit die Umstellung zu folgendem Verfahren: Bei Frauen tber 35 Jahre wird
dreijahrliche eine Kombinationsuntersuchung aus zytologischem Abstrich und HPV-Test
durchgeflhrt. Frauen zwischen 20 und 35 erhalten weiterhin den jahrlichen zytologischen
Abstrich [113, 114]. Nach einer sechsjahrigen Ubergangsphase soll das neue

Screeningverfahren reevaluiert und gegebenenfalls angepasst werden [92].

Zervixkarzinom Screening in Entwicklungslandern

Trotz der Zunahme der Morbiditdt und Mortalitdt von Gebarmutterhalskrebs in der Dritten
Welt fehlt es in vielen Liandern weiterhin an einer effektiven Implementierung eines
Screenings. In ,Low Middle-Income Countries” (LMIC) wurden lediglich 44% der Frauen jemals
gescreent. Die niedrigste Rate an gescreenten Frauen findet sich in Subsahara-Afrika (siehe
Abbildung 10). Hier haben im Durchschnitt lediglich 16,9% der weiblichen Bevoélkerung jemals
an einem Screening teilgenommen. Im Gegensatz hierzu liegt die Lebenszeit-Screeningrate in

Industrienationen bei Gber 60% [5].
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Abbildung 10: Rate jemals im Leben gescreenter Frauen im Alter zwischen 25 und 65 im Jahr 2019 [19]

Grund hierfir ist in einigen Regionen wie Subsahara-Afrika das fehlende Angebot an national
organisierten Krebsfriiherkennungsprogrammen. Folglich wurden beispielsweise in Ghana
lediglich 3% der weiblichen Bevolkerung jemals gescreent [115]. Eine weitere Ursache ist zum
anderen die ineffiziente und mangelhafte Durchfiihrung von Screening-MaRBnahmen [3].
Fachkompetente Zytologen und hochqualitativ ausgestattete Labore sind wichtige
Voraussetzungen fir eine verldssliche Auswertung von Pap-Abstrichen [116]. Doch auch
Einschrankungen, wie eine mangelnde Infrastruktur oder eine fehlende Versorgung mit
Wasser oder Elektrizitat, kdnnen Griinde fir eine erfolglose Implementierung sein [117].
Weitere Schwierigkeiten sind in der weiblichen Bevolkerung zu suchen. Inaddaquates Wissen,
kulturelle Barrieren und Stigmatisierung hindern viele Frauen an der Teilnahme an Screening-
Verfahren [97, 118]. Vor allem die gynakologische Untersuchung ist in vielen afrikanischen
Regionen bis heute stigmatisiert und schambehaftet und in bis zu 14,9% der Falle ein Grund
far eine Nichtteilnahme. Doch auch die haufig abgelegene geografische Lage des Wohnorts
und mangelnde Zeit durch fehlende Kinderbetreuung stellen fiir viele Frauen ein Hindernis dar
[119, 120].

Doch selbst in Industrienationen mit einem bestehenden Screening-Programm, wie
beispielsweise Deutschland, ist die Teilnahmerate teilweise gering. So nahmen in der
Altersgruppe der unter 65-Jahrigen lediglich 24,9% einmal in drei Jahren an einem Screening
teil [121]. In Bayern lag die Quote bei den Uber 70-Jahrigen sogar nur bei 20% [122]. Dies zeigt
die niedrige Akzeptanz gynakologischer Screening-Untersuchungen unter der weiblichen

Bevolkerung auch in Industrienationen.
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Das klinische Management positiver Ergebnisse vor allem zytologiebasierter Screening-
Verfahren stellt in Entwicklungslandern eine weitere Herausforderung dar. Es muss die
personelle und finanzielle Kapazitat zur Befundmitteilung und zum Follow-up mit
gegebenenfalls erneuter Testung sowie nachfolgender Behandlung gegeben sein [123].

Eine ausreichende Bereitstellung von Infrastruktur, Materialien, Arbeitskraften sowie
wiederholte Testungen und Behandlungen sind zudem mit erheblichen Kosten verbunden,

welche von finanzschwachen Gesundheitssystemen haufig nicht getragen werden kénnen [3].

Eine Folge unzureichender Screening-Programme in LMIC ist eine spate Diagnosestellung. So
werden prdinvasive Lasionen nur selten entdeckt und therapiert. Patientinnen stellen sich
hiufig erst mit fortgeschrittenen Befunden und folglich schlechten Uberlebenschancen vor
[124]. Im Gegensatz dazu werden in Deutschland ca. 46% der Zervixkarzinome bereits im
Stadium | erkannt und lediglich 18% im metastasierten Stadium, welches mit einem relativen

5-Jahres-Uberleben von nur 22% verbunden ist [7].

Ziel der Arbeit

Der Prevo-Check®-Test (Abviris Deutschland GmbH, Ammersbek Deutschland) ist ein
blutbasierter kompetitiver Immunoassay. Er weist als Schnelltest hoch-spezifisch im Blut
zirkulierende Antikoérper nach, welche gegen ein HPV-16-L1-spezifisches Epitop gerichtet sind

(DRH1°®) [125].

Dieser DRH1®-Tumormarker wird beim Ubergang einer HPV-16-Infektion in eine
Krebsvorstufe produziert (siehe Abbildung 11). ,,Dabei wird nicht das Virus-Genom und somit
keine subklinische HPV-16-Infektion nachgewiesen, sondern vielmehr die Immunantwort, die
im Falle eines Tumorwachstums auftritt. Ein positives Ergebnis liegt also nur dann vor, wenn
das Virus bereits aktiv in die Zellteilung eingegriffen hat und abklarungsbediirftige

Zellveranderungen beziehungsweise Prakanzerosen vorliegen.” [126]
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Abbildung 11: typischer DRH1®-Antikérpertiterverlauf im Serum von Tumorpatientinnen [127]

Der Schnelltest hat bereits im Hautkrebs-Screening Einzug gefunden und sich in der Erkennung
oropharyngealer Karzinome bewahrt [85]. Er ist dabei einfach anzuwenden und kann sowohl
in der Praxis als auch im Labor durchgefiihrt werden.

Im Rahmen dieser nicht-randomisierten prospektiven Querschnittstudie soll dessen Einsatz
zur Unterstitzung des Screenings fiir zervikale HPV-assoziierte Krebsarten untersucht und
seine klinische Leistung geprift werden. Es soll beurteilt werden, ob der Prevo-Check®-Test
zum einen zusatzliche Hinweise auf ein klinisch relevantes Geschehen innerhalb der Kohorte
liefert, um die bisherige Diagnostik sinnvoll zu erganzen. Zum anderen soll evaluiert werden,
ob der Schnelltest die gleichen Ergebnisse wie die bisherige Diagnostik liefert und diese
perspektivisch ersetzen kann. Eine weitere zu priifende Frage ist, ob sowohl Probenart als

auch eine Hamolyse Einfluss auf das Testergebnis haben.
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2. Material und Methoden

Studienverlauf und Patientinnenkollektiv

Von Oktober 2018 bis August 2020 wurden 49 Probandinnen in die Querschnittstudie
eingeschlossen. Die Rekrutierung erfolgte in der Dysplasie Sprechstunde der Klinik und
Poliklinik fir Frauenheilkunde und Geburtshilfe Miinchen, zu der die Patientinnen aufgrund
pathologischer Pap-Abstriche von ihren niedergelassenen Gyndkologlnnen Uberwiesen
wurden. Aufnahmekriterium war eine Indikation zur Konisation. Ausgeschlossen wurden
lediglich minderjahrige Patientinnen. Nach miindlicher Aufkldarung erfolgte die schriftliche
Einwilligung zur Teilnahme an der Studie.

Bei der Vorstellung zur Operationsvorbereitung zur Konisation wurden die routinemaRig
abgenommenen Blutproben kodiert und das Uberschiissige Probenmaterial nach der
Routinediagnostik bis zur weiteren Analyse bei -20 °C verwahrt. Bei dem Probenmaterial
handelte es sich um 21 EDTA-, vier Serum- und 24 Plasmaproben. Den Probandinnen wurde
somit kein zusatzliches Blut oder kérpereigenes Material entnommen. Die Blutproben wurden
mittels Prevo-Check®-Test zundchst qualitativ analysiert. Eine anschlieRende quantitative
Bestimmung der DRH1®-Antikdrperkonzentrationen wurde von der Firma Abviris Deutschland
GmbH durchgefiihrt.

Die Studie entsprach der Deklaration von Helsinki und wurde vom Ethikkomitee der Ludwig-

Maximilian-Universitat (LMU) (Miinchen, Deutschland) genehmigt.

Materialgewinnung

Bei der Vorstellung in der Dysplasie Sprechstunde erhielten alle Patientinnen eine
standardisierte Diagnostik. Diese umfasste die kolposkopische Untersuchung mit Abnahme
eines Pap-Abstrichs, einer HPV-Testung sowie die Entnahme histologischer Proben.

Die gewonnenen Blutproben wurden sowohl quantitativ als auch qualitativ auf HPV-16-L1-
Antikorper analysiert. Therapeutisch wurden alle Patientinnen mit einer Konisation

behandelt.

1) Zytologische Diagnostik

Nach Einstellung der Portio mittels Spekulum erfolgte die Entnahme von Exfoliativzellen von
der Endo- sowie Ektozervix mithilfe eines Wattestdbchens (NOBAMED Paul Danz AG, Wetter,
Deutschland).
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Im Anschluss wurden die Zellen auf Objekttragern (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Vereinigte Staaten) ausgestrichen, mit dem Fixierspray ,,M-FIX Spray fixation” (Sigma-Aldrich®
Losungen, Darmstadt, Deutschland) fixiert und mit Deckglasern eingedeckt. Die Farbung und
Auswertung der Pap-Abstriche erfolgte im zytologischen Labor der Klinik und Poliklinik fur

Frauenheilkunde und Geburtshilfe der LMU im Campus GroRhadern.

2) HPV-Diagnostik

Zur HPV-DNA-Diagnostik erfolgte die Abnahme zervikaler Zellen von der Endozervix mittels
Gynobrush Plus (Heinz Herenz Medizinalbedarf, Hamburg, Deutschland). Im Anschluss folgte
die Uberfiihrung des Probenmaterials in das PreservCyt®-Medium (ThinPrep der Firma Hologic
Inc., Marlborough, Vereinigte Staaten). Die Analyse erfolgte im Labor der Klinik und Poliklinik

far Frauenheilkunde und Geburtshilfe der LMU im Campus GroRhadern.

Zur Auswertung der gewonnenen Proben wurde der ,cobas® 4800-HPV-Test” (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) verwendet.

Bei dem cobas® 4800-HPV-Test handelt es sich um einen quantitativen TagMan-Echzeit-PCR-
Test zum Nachweis von 14 HPV-Typen: 13 HR-HPV-Typen der Gruppe 1 (16, 18, 31, 33, 35, 39,
45,51, 52, 56, 58, 59, 66) sowie HPV 68 der Gruppe 2A. Die HPV-Typen 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52,56, 58, 59, 66 und 68 werden global ohne Differenzierung nachgewiesen. HPV-16 und HPV-
18 hingegen werden jeweils individuell und spezifisch analysiert.

Mittels eines Pools aus HPV-Primern wird ein Abschnitt von ca. 200 Nukleotiden innerhalb der
polymorphen L1-Region des HPV-Genoms aller oben genannten HPV-Typen amplifiziert. Die
Amplifikationsreaktion enthalt Gberdies markierte Proben fiir oben genannte HPV-Typen. Die
Proben sind jeweils mit einem Quencher und einem Fluorophor markiert, wobei die Proben
fir die HPV-Typen 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 und 68 jeweils das gleiche
Fluorophor tragen. Die Proben fiir HPV-16 und HPV-18 werden hingegen mit anderen und
voneinander unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Die 5-3'
Exonukleaseaktivitat der zur Amplifikation verwendeten thermostabilen DNA-Polymerase
verdaut die Proben, sodass die Quencher von den Fluorophoren getrennt werden und ein
Fluoreszenzsignal entsteht, das fir HPV-16, HPV-18 und die Gruppe HPV-31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59, 66 und 68 differenziell bestimmt werden kann.
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Als interne Kontrolle wird B-Globin-DNA amplifiziert und durch eine Probe, die durch ein
weiteres unterscheidbares Fluorophor-Quencher-Paar markiert ist, nachgewiesen. Zur
Qualitatskontrolle wird jeweils eine Positiv- und eine niedrig-titrige Negativkontrolle
mitgefihrt.

Der Test wurde entsprechend Herstellerangaben mit dem vollautomatischen cobas®
6800/8800 System, das aus einem Probenzufuhr-, einem Transfer-, einem Aufarbeitungs- und
einem Analysemodul besteht, durchgefiihrt. Die zugehorige cobas® 6800/8800 Software
analysiert die Testergebnisse und weist sie automatisch als ,positiv”, ,negativ’ oder

»ungultig” aus.

Die Ergebnisse geben Aufschluss dariiber, ob eine Infektion mit einem der 14 HR-HPV-Typen
vorliegt. Des Weiteren kann festgestellt werden, ob eine Infektion mit HPV-16 oder HPV-18
besteht. Die anderen 12 HR-HPV-Typen werden nicht differenziert angegeben. Uber die

Aufschlisselung der cobas® 4800-Testergebnisse gibt Tabelle 3 Aufschluss.

16, 18, 31, 33, 35, 16 18 31, 33, 35, 39, 45,
39, 45, 51, 52, 56, 51, 52, 56, 58, 59,
58, 59, 66, 68 66, 68

Tabelle 3: Aufschliisselung der cobas® 4800-Testergebnisse

3) Kolposkopie

Die Kolposkopie erfolgte nach bereits im Kapitel ,Friherkennung des Zervixkarzinoms”
beschriebenem Schema. Nach nativer Beurteilung der Zervix, Vagina und Vulva erfolgte je
nach Transformationszonentyp und nach Durchfiihrung der Funktionsproben die Entnahme

histologischer Proben mit einer Schumacher Zange (B. Braun SE, Melsungen, Deutschland).

4) Konisation

Bei allen Patientinnen wurde als Operationsmethode die ,Large Loop Excision of the
Transformation Zone” (LLETZ) eingesetzt. Hierbei handelt es sich um ein Exzisionsverfahren,
bei dem mittels Elektroschlinge ein Konus ausgeschnitten wird. Die histopathologische
Beurteilung der Probenexzisionen (PE) sowie der Konisate erfolgte durch das pathologische

Institut des Klinikum GrofRhadern.
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5) Prevo-Check®-Test

Qualitative Auswertung

Der Prevo-Check®-Test von Abviris Deutschland GmbH ist ein kompetitiver Lateral-Flow-
Immunoassay zum Nachweis von HPV-16-L1-spezifischen Antikérpern im Probenmaterial.

Bei dem Test wird Probenmaterial mit dem ,HPV-Reagenz” gemischt. Dieses besteht aus
Komplexen des HPV-16-L1-Antigens mit anti-HPV-16-L1-Antikdrpern. In der Probe enthaltene
HPV-16-L1-Antikdrper kompetieren mit den HPV-16-L1-Antikdrpern des ,,HPV-Reagenz” um
Antigenbindung. Sind keine Antikérper in der Probe vorhanden, bleibt das Reagenz aktiv und
bildet mit Gold-markierten Antikdrpern in der Reaktionszone der Lateral-Flow-Vorrichtung
einen sichtbaren Komplex. Dieser Komplex entsteht nicht, wenn HPV-16-L1-Antikdrper der
Probe den HPV-16-L1-Antikdrper kompetitiv verdrangen.

Die Durchfihrung des Tests erfolgte nach Herstellerangaben. Kurz zusammengefasst,
Uberschissiges EDTA-, Serum- oder Plasmaprobenmaterial wurde auf Raumtemperatur
gebracht. Hiervon wurde ein Tropfen (ca. 30 ul) EDTA-Blut oder je 25 ul Serum oder Plasma
mit 120 pl des HPV-Reagenz durch Auf- und Abpipettieren und Schiitteln des verschlossenen
ReaktionsgefdaRes vermischt. Nach 10-mindtiger Inkubation wurden 4 Tropfen des Gemischs
in die Probeno6ffnung (S) der Testkassette aufgetragen. Nach 10 Minuten wurde das Ergebnis
ausgewertet (siehe Abbildung 11):

e Berlicksichtigt wurden nur Ergebnisse, bei denen die Kontrollreaktion positiv war.

e Eine Probe wurde als HPV-16-L1-Antikdrper positiv bewertet, wenn sich in der
Reaktionszone keine rote Linie zeigte, d. h. wenn die Antikérper der Probe den Test-
HPV-16-L1-Antikdrper kompetitiv verdrangt hatten und das ,HPV-Reagenz” damit
inaktiviert wurde.

e EineProbe wurde entsprechend als HPV-16-L1-Antikdrper negativ bewertet, wenn sich

in der Reaktionszone eine rote Linie zeigte.
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| Testergebnis negativ

| Testergebnis positiv Testergebnis nicht verwertbar

Abbildung 11: Auswertung des Prevo-Check®-Tests [127]

Quantitative Auswertung

Der quantitative HPV-16-L1-Antikorpernachweis wurde von der Firma Abviris Deutschland
GmbH mittels eines eigens entwickelten, nicht kommerzialisierten kompetitiven ELISAs
durchgeflhrt. Kurz zusammengefasst basiert der ELISA auf der Verdrangung eines gegen ein
spezifisches HPV-16-L1-Epitop gerichteten HPV-16-L1-Antikorpers, der Peroxidase markiert
ist. Dieser wird durch in der Probe enthaltene HPV-16-L1-Antikérper mit gleicher Spezifitat
(DRH1®-Antikorper) aus der Bindung an das auf dem Boden einer ELISA-Platte immobilisierte
L1-Antigen verdrangt. Das MaR an verdrangtem markiertem Antikoérpern ist proportional zur
Menge der DHR1®-Antikdrper im Probenmaterial.

Die Menge an gebundenen markierten Antikérpern wird durch einen Farbumsatz des
Chromogens 3,3°,5,5‘-Tetramethylbenzidin (TMB) durch die Peroxidase gemessen. Die
Reaktion wird durch Zugabe von Schwefelsdure gestoppt und die resultierende Gelbfarbung
bei 450 nm, mit einer Messung bei 620 nm als Referenz, photometrisch gemessen. Die
Intensitat der Gelbfarbung ist umgekehrt proportional zur Menge der HPV-L1-Antikérper in
der Probe.

Zur Messung wurde der ELISA-Platten-Reader Infinite F50 der Firma Tecan Trading AG
(Méannedorf, Schweiz) verwendet und die Messdaten mit der zugehdrigen Magellan™
Software (Tecan Trading AG, Madnnedorf, Schweiz) ausgewertet.

Zur Quantifizierung wurde eine Standardkurve mit verschiedenen festgelegten HPV-16-L1-
Antikorpern-Konzentrationen ermittelt und die Messung der Testproben entsprechend
kalibriert. Ab einer DRH1®-Konzentration von 1000 ng/ml wurde der Test als positiv

gewertet.
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Statistische Auswertung

Mit Hilfe der Patientinnenakten wurden reproduktionsmedizinische sowie relevante
Vorbefunde erhoben. So wurde dokumentiert, ob bei den Probandinnen in der Vorgeschichte
bereits auffallige Pap-Abstriche, ein positiver HPV-Test, ein histologisch gesicherter Nachweis
einer CIN-Lasion oder ein mikroinvasives Karzinom bestand und ob bereits eine Konisation
durchgefliihrt worden war. Diese Vorbefunde wurden gemeinsam mit den ermittelten Daten
in eine Excel Tabelle (Microsoft® Excel Version 16.73) aufgenommen. Die weitere
Datenauswertung erfolgte durch den Diplomstatistiker Frederic Klein.

Es wurden Prdvalenzen zytologischer und histologischer Befunde sowie HPV-Pravalenzen
durch Auswertung des cobas® 4800-Tests berechnet. Des Weiteren erfolgte die Bestimmung
der Validitatsparameter sowohl des Prevo-Check®-Tests, als auch des cobas® 4800-Tests und
der Zytologie. So wurden fir die drei genannten Screening Verfahren Sensitivitat, Spezifitat,
negativ pradiktiver Wert (NPV), positiv pradiktiver Wert (PPV) sowie die Anzahl an falsch
negativen und positiven Ergebnissen berechnet. Als primdrer Endpunkt wurden hochgradige
Zervixlasionen (nachfolgend CIN 3+ bezeichnet) in der postoperativen Histologie gewahlt. Die
Ubereinstimmung zwischen den Ergebnissen des Prevo-Check®-Tests und des cobas® 4800-
Tests wurde anhand der Cohen's Kappa-Statistik berechnet. Ebenso wurden die
Ubereinstimmung zwischen der intern und der extern durchgefiihrten Zytologie sowie
zwischen der pra- und postoperativen Histologie analysiert. Darliber hinaus wurden fir die
Verwendung des Prevo-Check®-Tests mit Hilfe des Youden-Index verschiedene cut-off-Werte
der DRH1®-Antikorperkonzentrationen berechnet. Mittels ,,Area under the curve” (AUC) der
»Receiver Operating Characteristics” (ROC)-Kurve wurde der Zusammenhang zwischen den
getesteten Screening-Methoden und dem postoperativen Nachweis einer CIN3+-Ldsion
untersucht. Der Spearman-Korrelationskoeffizient wurde zur Identifizierung von
Zusammenhadngen verwendet. P-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant bezeichnet.
Die statistischen Analysen wurden mit dem Programmpaket IBM SPSS Statistics 29.0 (SPSS Inc,

Chicago, Vereinigte Staaten) durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

Altersstruktur der Studienpopulation

Das durchschnittliche Alter der 49 eingeschlossenen Patientinnen betrug 35,5 Jahre (SA +
9,8). Die Altersspanne erstrecke sich von 22 bis 72 Jahre. Die Altersverteilung lasst sich der

Abbildung 13 entnehmen.
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Abbildung 13: Altersverteilung der Studienpopulation

Anamnese

30 Patientinnen (61,2%) wiesen eine blande Anamnese bezlglich pathologischer zervikaler
Befunde auf. Bei 16 Patientinnen (32,6%) hingegen konnten in der Vorgeschichte auffallige
Zytologiebefunde verzeichnet werden. Bei 3 Patientinnen (6,12%) war in der Vergangenheit
bereits ein positiver HPV-Nachweis erfolgt. In der Anamnese von 6 Probandinnen (32,7%)
lieBen sich zudem histologisch bestatigte zervikale Neoplasien dokumentieren. Eine Patientin
(2%) wurde dahingehend bereits mit einer Konisation behandelt. Bei 2 Patientinnen (4,1%)

lieR sich anamnestisch ein mikroinvasives Karzinom erheben.

Pravalenz zytologischer Befunde

Gesamtpopulation
Alle Patientinnen wurden mit einem bereits extern durchgefiihrten Pap-Abstrich vorstellig.

Bei 40 Patientinnen (81,6%) erfolgte in der Dysplasiesprechstunde die erneute Abnahme einer

Exfoliativzytologie.
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In der intern durchgefiihrten Zytologie zeigte sich in 37 Fallen (92,5%) ein pathologischer
Befund (nachfolgend Pap IlID+ bezeichnet). In 2 Fallen (4,1%) entsprach das Ergebnis dem
Zellbild einer milden Dysplasie (Pap 1lID1), in 12 Fallen (24,5%) dem einer moderaten (Pap
[1ID2) und in 23 Féllen (47%) dem einer schweren Dysplasie (Pap IVa-p).
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Abbildung 14: Prévalenz interner Zytologiebefunde

Im Gegensatz hierzu lieR sich in 48 Fallen in der externen Zytologie (98%) ein Pap 111D+ Befund
dokumentieren. 2 Patientinnen (4,1%) zeigten im Abstrich eine milde, 14 Patientinnen (28,6

%) eine malige und 32 Patientinnen (65,3%) eine schwere Dysplasie.
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Abbildung 15: Prévalenz externer Zytologiebefunde
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Bei Vergleich der Ergebnisse der intern mit den extern durchgefiihrten zytologischen

Abstrichen zeigte sich mit einem Kappa-Wert von -0,02 eine mangelhafte Ubereinstimmung.

In lediglich 17 von 40 Fallen (42,5%) ergab der Abstrich das gleiche Ergebnis (siehe Tabelle 4).

Pap i 0 0
Pap Il 0 0
PapllID 0 1
Pap IV 1 1
Gesamt 1 2

Tabelle 4: Korrelation interner mit externen zytologischen Befunden

cobas® 4800-Kohorten

0
0
5
9
14

Pap llID Pap IV kein Ergebnis

0 0
0 1
9 1
14 7
23 9

Zytologie intern

Zytologie extern Pap Il Paplll

Gesamt
0

1

16

32

49

Bei den 9 Probandinnen, von denen intern nicht nochmals ein zytologischer Abstrich

abgenommen wurde, wurde fiir die weitere Auswertung das Ergebnis der externen Zytologie

verwendet.

In der cobas® 4800-HR-HPV-positiven Population (n=47) zeigten 43 Probandinnen (91,5%) ein

Pap IlID+-Ergebnis, wohingegen in der HPV-negativen Population (n= 2) 100% ein Pap IlID+-

Ergebnis aufwiesen. Der hochste Prozentsatz (11%) unauffalliger Zytologien ist in der Gruppe

der HPV-18-positiven zu finden, der hdchste Prozentsatz auffalliger Zytologien in der Kohorte

der ,HPV-other“-positiven. Abbildung 16 zeigt die Verteilung der Zytologiebefunde in den

jeweiligen HPV-Kohorten.
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Abbildung 16: Prévalenz zytologischer Ergebnisse in den cobas® 4800-Kohorten
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Pravalenz histologischer Befunde

Ergab die histopathologische Begutachtung der Probenexzisionen den Befund mehrerer

Dysplasie Schweregrade, so wurde zur weiteren Auswertung der hochgradigste verwendet.

Praoperative Histologie

Gesamtpopulation

47 der kolposkopisch gewonnen Probeexzisionen (96%) ergaben das histologische Bild einer
Dysplasie, wovon 2 (4%) das einer milden, 3 (6%) das einer moderaten und 42 (86%) das einer

schweren Dysplasie zeigten. 2 Biopsien (4%) erwiesen sich als unauffallig.
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Abbildung 17: Prdvalenz préioperativer histologischer Ergebnisse

cobas 4800®-Kohorten

In der cobas® 4800-HR-HPV-positiven Population (n=47) lieR sich in 45 Exzidaten (95,7%) eine
CIN und hiervon in 39 Exzidaten (85,1%) eine CIN 3+-Ldsion nachweisen.

Der hochsten Anteil an CIN 3+-Lasionen lieR sich in der HPV-16-positiven Kohorte (n= 37) mit
33 Proben (89,2%) nachweisen. Die pathologische Begutachtung der Exzidate der HPV-18-
positiven Probandinnen (n= 9) ergab ein dhnliches Ergebnis, so lieB sich in 8 Fillen (88,9%)
eine CIN 3+-Lasion nachweisen. Im Gegensatz hierzu liel8 sich bei positivem Nachweis der

anderen HPV-Typen lediglich in 14 Fallen (77,8%) ein CIN 3+-Befund dokumentieren.
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Abbildung 18: Prévalenz prdoperativer histologischer Ergebnisse in den cobas®4800-Kohorten

Postoperative Histologie

Gesamtpopulation

In der Gesamtpopulation ergaben alle Konisate in der histopathologischen Begutachtung den
Nachweis einer Dysplasie. In 42 Fallen (85,2%) lag der Befund einer CIN 3+-Lasion vor, hiervon
in 39 Fallen (79,6%) der einer CIN 3-Ldsion und in 3 Fallen (6,1%) der eines mikroinvasiven
Karzinoms. In 5 postoperativen Histologien konnte eine CIN 1 (10,2%) und in 2 eine CIN 2

(4,1%) nachgewiesen werden.
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Abbildung 19: Prévalenz postoperativer histologischer Ergebnisse
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cobas® 4800-Kohorten

In der cobas® 4800-HR-HPV-positiven Population (n= 47) ergab sich in 40 Konisaten (85,1%)
der Nachweis einer CIN 3+-Lasion, hierunter in 37 (78,7%) der einer CIN 3-Ldsion und in 3
(8,1%) der eines mikroinvasiven Karzinoms. Im Gegensatz hierzu lieR sich in der HPV-negativen
Population (n= 2) in 100% ein CIN 3+-Befund nachweisen. Den hochsten Anteil an CIN 3+-
Befunden lasst sich in der Gruppe der ,HPV-other“- (n= 18) sowie der HPV-18-positiven (n=9)
nachweisen. In diesen Populationen betragt der Anteil 88,9%. In der Gruppe der HPV-16-

positiven (n=37) ist der Anteil mit 86,5% minimal geringer.
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0
HR-HPV (n=47) HPV-16 (n=37) HPV- 18 (n=9) HPV-other (n=18) HPV negatlv n=2)

CIN1 mCIN2 mCIN3 mKarzinom

Abbildung 20: Prévalenz postoperativer histologischer Ergebnisse in den cobas®4800-Kohorten

Korrelation prdoperativer mit postoperativen histologischen Ergebnissen

Im Vergleich von prd- und postoperativer Histologie lieB sich in 4 Fallen (9,5%) die
prdaoperative Diagnose einer CIN 3-Lasion postoperativ nicht bestatigen. Fiir Probandinnen mit
dem praoperativen Nachweis einer CIN 3-Lasion betrug das relative Risiko filir einen
postoperativen CIN 3 Nachweis 1,59.

In 35 Féllen (71,2%) zeigten sich in der pra- und postoperativen Histologie das gleiche Ergebnis
(siehe Tabelle 5). Mit einem Kappa-Wert von 0,08 lieR sich eine geringe Ubereinstimmung
zwischen Probeexzision und Konisat erkennen. Mit einem p-Wert von 0,13 konnte jedoch
zwischen der pra- und postoperativen Histologie lediglich ein schwacher Zusammenhang

belegt werden.
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Praoperative Histologie

Postoperative Negativ CIN1 CIN 2 CIN 3 Gesamt
Histologie

Negativ 0 0 0 0
CIN1 1 0 1 3 5
CIN 2 0 1 0 1 2
CIN3 1 1 2 35 39
Karzinom O 0 0 3 3
Gesamt 2 2 3 42 49

Tabelle 5: Korrelation préoperativer mit postoperativen histologischen Befunden

120%

100%
postoperative Histologie
80% B Karzinom
60% mCIN3
mCIN 2
40%
mCIN1
20%
0 negativ
O% (o] 0 0 (]

negativ CIN1 CIN 2 CIN3
praoperative Histologie

Abbildung 21: Korrelation préoperativer mit postoperativen histologischen Befunden

HPV-Diagnostik

Auswertung des cobas® 4800-Tests

Gesamtpopulation

In der Gesamtpopulation liel8 sich in 47 Fallen (95,9%) eine HPV-Infektion mit HR-HP-Viren
nachweisen. Bei nur 2 Patientinnen (4,1%) gab es keinen Hinweis auf eine HPV-Infektion. In
der weiteren Differenzierung konnte bei 37 Probandinnen (75,5%) eine Infektion mit HPV-16
nachgewiesen werden. Eine Infektion mit HPV-18 kam deutlich seltener vor, namlich bei nur
9 Probandinnen (18,4%). In 18 Fallen (36,7%) gab es einen positiven Nachweis der restlichen

HR-HPV Typen.
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Abbildung 22: Auswertung der cobas® 4800-Testergebnisse

Altersverteilung

Ein positiver HR-HPV Nachweis war in der Altersgruppe der 31- bis 40-Jahrigen mit 46,8% am
haufigsten zu verzeichnen. Dicht gefolgt lieBen sich in der Altersgruppe der 21- bis 30-Jahrigen
in 40,4% der Falle HR-HPV-Typen nachweisen. Hingegen war ein positiver HR-HPV Nachweis
unter den dlteren Patientinnen deutlich seltener. Das durchschnittliche Alter der HR-HPV-
positiven Population (n=47) betrug 35,2 Jahre (SA + 9,6).

Ahnlich verhielt sich die Altersverteilung in der weiteren HPV-Differenzierung (siehe
Abbildungen 23-26). Sowohl in der Gruppe der HPV-16- als auch ,HPV-other“-positiven
Gruppe war die Altersgruppe der 31- bis 40-Jdhrigen am haufigsten vertreten (48,6%
beziehungsweise 55,6%). Der Altersdurchschnitt betrug unter den HPV-16-positiven
Probandinnen 34 Jahre (SA + 8,9), unter den ,HPV-other“-positiven Patientinnen 35,9 Jahre
(SA+ 10,5). Etwas jlnger zeigte sich die Population der HPV-18-positiven. Hier betrug das Alter
durchschnittlich 31 Jahre (SA + 3,6). Die beiden HR-HPV-negativen Probandinnen waren 42

Jahre alt.
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Abbildung 23: Altersverteilung in der HR-HPV-positiven Population
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Abbildung 24: Altersverteilung in der HPV-16-positiven Population
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Abbildung 25: Altersverteilung in der HPV-18-positiven Population
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Abbildung 26: Altersverteilung in der ,,HPV-other“-positiven Population



Auswertung des Prevo-Check®-Tests

Qualitative Auswertung

Der Prevo-Check®-Test ergibt ab einer DRH1®-Antikorperkonzentration von 1000 ng/ml ein
positives Ergebnis. So konnte in 16 Fallen (32,7%) ein positives und in 33 Féllen (67,3%) ein
negatives Ergebnis verzeichnet werden. Das durchschnittliche Alter der Prevo-Check®-
positiven Probandinnen betrug 35,2 Jahre (SA+ 11,4), das der Prevo-Check®-negativen
Patientinnen 35,7 Jahre (SA+ 9,0). Der hochste Anteil mit einem positiven Prevo-Check®-
Testergebnis lieR sich mit 44,4% in der Alterskohorte der unter 30-Jahrigen verzeichnen. In
der Altersgruppe der 31- bis 40-Jahrigen befand sich mit 21,7% der geringste Anteil an Prevo-

Check®-positiven Probandinnen.

Prevo-Check®-Test positiv B Prevo-Check®-Test negativ

100%
80%
60%
40%
8 2 1
5

20%
0%
21-30 (n=18) 31-40(n=23) 41-50 (n=5) >51 (n=3)
Alter

Abbildung 27: Altersverteilung in der Prevo-Check®-positiven Population

Quantitative Auswertung

Die gquantitative Auswertung des Prevo-Check®-Tests ergab DRH1®-
Antikérperkonzentrationen zwischen 0 ng/ml und 47095 ng/ml mit einem Mittelwert von
2897 ng/ml (SA+ 9446,8 ng/ml) und einem Medianwert von 774 ng/ml. Aufgrund einer stark
linkssteilen Verteilung kann nicht von einer Normalverteilung ausgegangen werden (siehe

Abbildung 28). Dies wird ebenfalls durch den Shapiro-Test bestatigt (p < 0,001).
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Abbildung 28: Verteilung der DRHll‘\@rj:(l:;7;;;(:;;i;z:::;:r’:;ion in der Studienpopulation

Stratifikation nach postoperativer Histologie

Bei einer Stratifikation der mittleren DRH1®-Antikorperkonzentration nach Befund der
postoperativen Histologie, lieR sich in der Gruppe der CIN 3+-Negativen eine mittlere
Konzentration von 681,3 ng/ml [95% K| 209,1; 1153,5] und in der Gruppe der CIN 3+-Positiven
eine von 2187,2 ng/ml [95% KI -58,9; 4433,2] nachweisen (siehe Tabelle 6). Der mit Hilfe des
Mann-Whitney-Tests errechnete p-Wert von 0,304 wies allerdings auf keinen signifikanten
Unterschied zwischen beiden Gruppen hin.

mittlere DRH1®-Antikérperkonzentration  95% KIi

[ng/ml]

T Y 6813 209,1; 1153,5
CIN 3+ (n=7) 2187,2 -58,9; 4433,2

Tabelle 6: Stratifikation der mittleren DRH1®-Antikérperkonzentration nach CIN 3+-positiv/ negativ in der
postoperativen Histologie
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Abbildung 29: Stratifikation der DRH1®-Mittelwerte nach CIN 3+-positiv/-negativ in der postoperativen
Histologie als Boxplotdarstellung mit Anzeige des oberen und unteren Quartils, Median, Mittelwert sowie
oberem und unterem Whisker ohne Ausreifser
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Die niedrigste mittlere DRH1®-Antikérperkonzentration lieR sich unter den Probandinnen mit
postoperativ histologisch nachgewiesener CIN 1 mit 646,4 ng/ml [95% KI -110,8; 1403,64]
dokumentieren. Im Gegensatz hierzu erwies sich die mittlere DRH1®-Antikorperkonzentration
in der CIN 3-positiven Kohorte mit 2292,1 ng/ml [95% Kl -131,3; 4715,5] am hochsten (siehe
Tabelle 7). Ein signifikanter Unterschied zwischen den Konzentrationen konnte allerdings nicht

belegt werden (p=0,244).

95% KI

mittlere DRH1®-Antik6érperkonzentration
[ng/ml]

CIN1(n=5) 646,4 -110,8; 1403,6
CIN2 (n=2) 768,5 -1347,1; 2884,1

CIN 3 (n=39) 2292,1 -131,2; 4715,5

Tabelle 7: Stratifikation der mittleren DRH1®-Antikérperkonzentration nach Ergebnis der postoperativen
Histologie
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Abbildung 30: Stratifikation der DRH1®-Mittelwerte nach Ergebnis der postoperativen Histologie als
Boxplotdarstellung mit Anzeige des oberen und unteren Quartils, Median, Mittelwert sowie oberem und
unterem Whisker ohne Ausreifser

Stratifikation nach cobas® 4800-Testergebnis

Bei Vergleich der mittleren DRH1®-Antikérperkonzentrationen zwischen der cobas® 4800-HR-
HPV-positiven (1975,1 ng/ml [95%KI 0; 3978,6]) und cobas® 4800-HR-HPV-negativen (1901,5
ng/ml [95% KI 0; 17689,0]) Kohorte lieR sich lediglich ein marginaler Unterschied verzeichnen
(siehe Tabelle 8). Ein p-Wert von 0,289 ergab keinen Hinweis auf einen signifikanten
Unterschied der beiden Konzentrationen.

Im Gegensatz hierzu wies die Population der cobas® 4800-HPV-16-Positiven (2303,0 ng/ml

[95% KI 0; 4861,2]) eine wesentlich héhere mittlere DHR1®-Antikérperkonzentration auf als
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die Probandinnen mit einem HPV-16-negativen Testergebnis (951,5 ng/ml [95% K| 368,7;
1534,3]). Ein signifikanter Unterschied konnte allerdings auch zwischen diesen beiden

Gruppen nicht belegt werden (p = 0,546).

95% Ki

mittlere DRH1®-Antikérperkonzentration
[ng/ml]

8 [V TSGR ER: VI 1975,1 0; 3978,6
HR-HPV negativ (n=2) EokRs 0; 17689,0

HPV-16 positiv (n=37) ko= 0; 4861,2

HPV-16 negativ (n= 12) EE)E) 368,7; 1534,3

Tabelle 8: Stratifikation der mittleren DRH1®-Antikérperkonzentration nach cobas® 4800-Testergebnis
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Abbildung 31: Stratifikation der DRH1®-Mittelwerte nach HR-HPV Testergebnis als Boxplotdarstellung mit
Anzeige des oberen und unteren Quartils, Median, Mittelwert sowie oberem und unterem Whisker ohne

Ausreifser
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Abbildung 32: Stratifikation der DRH1®-Mittelwerte nach HPV-16-Testergebnis als Boxplotdarstellung mit
Anzeige des oberen und unteren Quartils, Median, Mittelwert sowie oberem und unterem Whisker ohne
Ausreifser
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Stratifikation nach cobas® 4800 Testergebnis und postoperativer Histologie

Es wurden ebenfalls die mittleren DRH1®-Antikorperkonzentrationen zwischen zwei CIN 3+-
positiven Kohorten verglichen: der mit einem zusétzlich positiven HPV-16 Nachweis im cobas®
4800-Test und der mit einem negativen HPV-16 Nachweis. In der erst genannten Kohorte
zeigte sich eine mittlere DRH1®-Antikorperkonzentration von 2525,3 ng/ml [95%KI 0; 5497,5],
wohingegen diese in der zweiten Kohorte 1105,3 ng/ml [95%KI 440,7; 1769,9] betrug (siehe
Tabelle 9). Ein signifikanter Unterschied der DRH1®-Konzentrationen zwischen den beiden

Kohorten lief§ sich allerdings nicht belegen (p=0.813).

mittlere DRH1®-Antikérperkonzentration 95% Kl

[ng/ml]

(n=32)
1105,3 440,7; 1769,9
(n=10)

Tabelle 9: Stratifikation der mittleren DRH1®-Antikérperkonzentration nach CIN3+ und HPV-16 Testergebnis
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Abbildung 33: Stratifikation der DRH1®-Mittelwerte nach CIN3+ und HPV-16 Testergebnis als Boxplotdarstellung
mit Anzeige des oberen und unteren Quartils, Median, Mittelwert sowie oberem und unterem Whisker ohne
Ausreifser

Stratifikation nach Alter

In den Altersgruppen der unter beziehungsweise Uber 30-Jahrigen lieBen sich ebenfalls
unterschiedliche mittlere DRH1®-Konzentrationen nachweisen. In der Kohorte der unter 30-
Jahrigen betrug diese 681,3 ng/ml [95%KI 209,1; 1153,5], in der der tiber 30-Jdhrigen 2187,2
ng/ml [95%KI -58,9; 4433,2] (siehe Tabelle 10). Ein signifikanter Unterschied bestand
allerdings nicht (p=0.202).
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Alter mittlere DRH1®-Antikérperkonzentration 95% Kl

[Jahre] [ng/ml]

PEI I 6813 209,1; 1153,5
S LN 2187,2 -58,9; 4433,2

Tabelle 10: Stratifikation der mittleren DRH1®-Antikérperkonzentration nach Alter
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Abbildung 34: Stratifikation der DRH1®-Mittelwerte nach Alter als Boxplotdarstellung mit Anzeige des oberen
und unteren Quartils, Median, Mittelwert sowie oberem und unterem Whisker ohne AusreifSer

Analyse verschiedener DRH1®-Antikdrperkonzentration-cut-off-Werte

Mit Hilfe des Youden-Index konnte fiir eine optimale Sensitivitat beziehungsweise Spezifitat
ein DRH1®-Antikorper-cut-off-Wert von 640 ng/ml berechnet werden. Eine maximale
Spezifitat flir den postoperativen Nachweis einer CIN3+-Lasion wurde mit einem cut-off-Wert
von 2031 ng/ml erreicht.

Mit einem cut-off-Wert von 1000 ng/ml konnten 35,7% aller CIN 3+-Lasionen erkannt werden,
mit einem cut-off-Wert von 640 ng/ml 64,2%. 100% aller CIN 3+-Lasionen wurden mit einem
cut-off von 0 ng/ml nachgewiesen.

Unter den 18 Patientinnen mit DRH1®-Antikorpertitern von ber 1000 ng/ml hatten 94%
postoperativ einen CIN 3+-Befund. Der Anteil mit postoperativem CIN 3+-Nachweis sank auf
92% bei Probandinnen mit Titern im Bereich von 640 ng/ml bis 1000 ng/ml und auf 76% bei
Patientinnen mit DRH1®-Antikérperkonzentrationen von unter 640 ng/ml (siehe Abbildung

35).
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Abbildung 35: Anteil an CIN3+-positiven/negativen Ergebnissen in Abhédngigkeit von DRH1 ®-
Antikérperkonzentration

Vergleich der Ergebnisse des Prevo-Check®-Tests mit Ergebnissen des cobas® 4800-Tests

Bei Vergleich der Ergebnisse des cobas® 4800-Tests mit denen des Prevo-Check®-Tests gab es
bei der Verwendung eines cut-off-Wertes von 0 ng/ml die gréRten Ubereinstimmungen (siehe
Tabelle 13). So zeigte sich in der HR-HPV-Gruppe eine Ubereinstimmung von 97,9% (Kappa -
0,028) und in der HPV-16 Gruppe eine von 100% (Kappa 0,121). Mit einem cut-off-Wert von
640 ng/ml zeigte sich in der HR-HPV-Gruppe eine Ubereinstimmung von 55,3% (Kappa -0,081)
und in der HPV-16 Gruppe eine von 59,5% (Kappa 0,075) (siehe Tabelle 12). Die niedrigste
Ubereinstimmung lieR sich bei der Verwendung eines cut-off-Wertes von 1000 ng/ml
nachweisen. So ergab sich in der HR-HPV-Gruppe eine Ubereinstimmung von 31,9% (Kappa -
0,021) und in der HPV-16-Gruppe eine von 48,1% (Kappa 0,064) (siehe Tabelle 11).

Mit der Berechnung der p-Werte konnte kein Zusammenhang zwischen den Ergebnissen des

Prevo-Check®-Tests und denen des cobas® 4800-Tests belegt werden (siehe Tabelle 14).

Prevo-Check®: DRH1®-Antikérperkonzentration [ng/ml]

>1000 (positiv) <1000 (negativ) Gesamt

cobas®4800 HR-HPV positiv 15 32 a7
HR-HPV negativ 1 1 2
HPV-16 positiv 13 14 27
HPV-16 negativ 3 9 12
Gesamt 16 33 49

Tabelle 11: Korrelation der Testergebnisse des cobas® 4800-Tests mit denen des Prevo-Check®-Tests bei einem
cut-off-Wert von 1000 ng/ml|
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Prevo-Check®: DRH1®-Antikérperkonzentration [ng/ml]

> 640 (positiv) < 640 (negativ) Gesamt

cobas®4800 HR-HPV positiv 26 21 a7
HR-HPV negativ 2 0 2
HPV-16 positiv 22 15 37
HPV-16 negativ 6 6 12
Gesamt 28 21 49

Tabelle 12: Korrelation der Testergebnisse des cobas® 4800-Tests mit denen des Prevo-Check®-Tests bei einem
cut-off-Wert von 640 ng/ml

Prevo-Check®: DRH1®-Antikérperkonzentration [ng/ml]

> 0 (positiv) Gesamt

0 (negativ)

cobas®4800 HR-HPV positiv 46 1 47
HR-HPV negativ 2 0 2
HPV-16 positiv 37 0 37
HPV-16 negativ 11 1 12
Gesamt 48 1 49

Tabelle 13: Korrelation der Testergebnisse des cobas® 4800-Tests mit denen des Prevo-Check®-Tests bei einem
cut-off-Wert von 0 ng/ml

DRH1°®- cobas® 4800- Kappa-Wert
Antikorperkonzentration Testergebnis

HR-HPV-positiv. - 0,021 1

HPV-16-positiv 0,064 0,726
HR-HPV-positiv - 0,081 0,5
HPV-16-positiv. 0,075 0,739
HR-HPV-positiv - 0,028 1
HPV-16-positiv. 0,121 0,245

Tabelle 14: Korrelation der Ergebnisse des Prevo-Check®-Tests mit denen des cobas® 4800-Tests

Evaluierung der Validitatsparameter

Prevo-Check®-Test

Bei der Berechnung der Validitatsparameter des Prevo-Check®-Tests wurden verschiedene
DRH1®-Antikdrperkonzentrationen verwendet. Zum einen erfolgte die Auswertung mit dem
qualitativen Ergebnis des Schnelltests (= 1000 ng/ml), zum anderen wurden die DRH1®-
Antikoérperkonzentrationen von 0 ng/ml und 640 ng/ml verwendet. Endpunkt der Auswertung

war das postoperative histopathologische Korrelat einer CIN 3+-Lasion.
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Sowohl die hochste Spezifitat als auch die hochste Sensitivitat fir den Nachweis einer CIN 3+-
Lasion lieB sich bei der Verwendung von 0 ng/ml als cut-off-Wert erreichen, allerdings mit dem
schlechtesten NPV-Wert von 14,3% (siehe Tabelle 15). Bei der Verwendung des vom Hersteller
empfohlenen cut-off-Wertes von 1000 ng/ml lag die Sensitivitat bei 35,7% und die Spezifitat
bei 85,7%. Anhand der p-Werte liel sich allerdings zwischen einem positiven Ergebnis des
Prevo-Check®-Tests und einer postoperativen CIN3+-Lasion kein signifikanter Zusammenhang

erkennen.

DRH1®- Sensitivitdt  Spezifitat PPV NPV p-Wert Falsch- Falsch-
Konzentration [95%-Kl] [95%-KI] [95%-KI] [95%-KI] negative  positive

[ng/ml]
0/>0 87,5 100 100 14,3

[74,6; 95,2] [2,5; 100] [91,6; 100] [0,4; 57,9]

</>640 61,9 71,4 92,9 23,8 0,122 16 2
[45,6;76,4] [29; 96,3] [77,4; 98] [8,2; 47,2]
</> 1000 35,7 85,7 93,8 18,2 0,402 27 1

[21.6; 52] [42.1;99.6] [71.7;98.9] [7; 35.5]

Tabelle 15: Validitédtsparameter des Prevo-Check®-Tests mit verschiedenen DRH1®-cut-off-Werten

Die Analyse der ROC-Kurve ergab mit einem AUC-Wert von 0,62 [95% K1 0.397; 0.848] lediglich
einen schwachen Zusammenhang zwischen der Serologie und dem postoperativen Nachweis

einer CIN 3+-Lasion (siehe Abbildung 36).
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Abbildung 36: ROC-Kurve fiir den mittels Prevo-Check®-Test durchgefiihrten serologischen Nachweis einer
CIN3+-Lésion
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cobas® 4800-Test

Die Validitatsparameter des cobas® 4800-Tests wurden sowohl fiir alle HR-HPV-Typen
berechnet, als auch fir die drei Untergruppen: HPV-18 positiv, HPV-16 positiv und ,HPV-
other” positiv. In der statistischen Analyse der Gitekriterien wurde ebenfalls die postoperativ
nachgewiesene CIN 3+-Lasion als Endpunkt gewahlt.

Die hochste Sensitivitat mit 95,2% zeigte der cobas® 4800-Test fiir alle HR-HPV-Typen,
allerdings bei einer Spezifitdt und einem NPV von 0% (siehe Tabelle 16). Im Gegensatz hierzu
zeigte die Genotypisierung des HPV-18-Typs mit 21,4% die geringste Sensitivitat, jedoch mit
100% die hochste Spezifitdit. Der HPV-16 Nachweis zeigte im Vergleich eine mittlere
Sensitivitat (76,2%), bei jedoch geringer Spezifitdt (28,6%). Die Analyse der p-Werte ergab
keinen signifikanten Zusammenhang zwischen einem positiven cobas® 4800-Testergebnis und

dem postoperativen Nachweis einer CIN3+-Lasion.

95,2 0 85,1 0 1 2 7
[83,8;99,4]  [0; 41] [72,3;92,6]  [0;84,2]

76,2 28,6 86,5 16,7 1 10 5
[60,5;87,9]  [3,7;71] [72; 94,1] [2,1; 48,4]

21,4 100 100 17,5 0,322 33 0

[10,3;36,8]  [59;100]  [70,1;100]  [7,3;32,8]
38,1 71,4 88,9 16,1 1 26 2
[23,6;54,4] [29;96,3] [67,2;96,9] [5,5;33,7]

Tabelle 16: Validitdtsparameter des cobas® 4800-Tests

Zytologie

Zur Berechnung der Gutekriterien wurden die intern erhobenen zytologischen Ergebnisse
verwendet. Bei den 9 Probandinnen ohne intern erhobenen Pap-Abstrich wurde das Ergebnis
der extern durchgefiihrten Exfoliativzytologie verwendet.

Die Validitatsparameter wurden in zwei verschiedenen Ansdtzen berechnet. Im ersten Ansatz
wurden nur die Zytologien mit einem Pap IlID+-Befund untersucht, im zweiten nur die mit
einem Pap IV-Befund. Bei der Auswertung wurde wiederum die postoperative CIN 3+-Lasion

als Endpunkt verwendet.
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Sowohl bei der Verwendung des Pap IlID+ als auch des Pap IV ldsst sich eine hohe Sensitivitat
(95,2% beziehungsweise 90,5%) erreichen (siehe Tabelle 17). Eine hohere Spezifitat ist bei der
Analyse mit den Pap IV-Befunden moglich. Hierbei ldsst sich auch ein signifikanter
Zusammenhang zwischen einem zytologischen Pap IV-Befund und dem Nachweis einer CIN

3+-Lasion belegen.

95,2 28,6 88,9 50 0,092 2 5
(83,8;99,4]  [3,7; 71] [76,5;95,2]  [6,8;93,2]

90.5 57.1 92.7 50 <0.001 4 3
[77,4;97.3]  [18,4;90.1] [80,6;97.5]  [15,7;84.3]

Tabelle 17: Validitédtsparameter der Zytologie

Korrelation DRH1®-Antikorperkonzentration mit Alter, Anamnese

Zur  statistischen  Auswertung, ob eine Korrelation zwischen der DRH1®-
Antikdrperkonzentration und dem Alter der Probandinnen besteht, wurde aufgrund der nicht
normalverteilten Titer der nichtparametrische Spearman-Korrelationskoeffizient verwendet.
Bei einem p-Wert von 0,72 bestand allerdings kein signifikanter Zusammenhang, sodass die
Bestimmung von Korrelationskoeffizienten nicht sinnvoll war. Durch Verwendung des Mann-
Whitney-Tests konnte zwischen der DRH1®-Antikérperkonzentration und einem
pathologischen zervikalen Befund in der Anamnese mit einem p-Wert von 0,565 ebenfalls kein

signifikanter Zusammenhang nachgewiesen werden.

Probenart

Zur Durchfiihrung des Prevo-Check®-Tests lagen in 21 Fallen (42,9%) EDTA-Proben vor, in 4
Fallen (8,2%) Serumproben und in 24 Fallen (49%) Plasmaproben.

Fir die Berechnung welche Probenart fiir die Verwendung des Prevo-Check®-Tests am besten
geeignet ist, wurden die Gutekriterien fiir verschiedene cut-off-Werte fir jede Probenart
berechnet. Als primdrer Endpunkt wurde hierfiir die CIN 3+-Lasion in der postoperativen
Histologie gewadhlt. Die errechneten Validitatsparameter sind in den Tabellen 18-20
zusammengefasst. Die errechneten p-Werte zeigten zwischen der Probenart und dem

Nachweis einer CIN 3+-Ldsion keinen signifikanten Zusammenhang.
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Cut-off DRH1®-Konzentration: 1000 ng/ml

Sensitivitat Spezifitat PPV NPV Falsch- Falsch-

[95%-KI] [95%-KI] [95%-KI] [95%-KI] negative positive
EDTA 31,6 100 100 13,3 1 13 0

[12,6; 56,6] [15,8; 100]  [61; 100] [1,7; 40,5]

0 100 --- 25 --- 3 0

[0;70, 8] [2,5; 100] [0,6; 80,6]

45 75 90 21,4 0,615 11 0

[23,1; 68,5] [19,4;99,4] [59,6;98,2] [4,7;50,8]

Tabelle 18: Probenart-spezifische Validitit des Prevo-Check®-Tests bei einem DRH1®-cut-off-Wert von
1000 ng/ml

Cut-off DRH1®-Konzentration: 640 ng/ml

Sensitivitat Spezifitat PPV NPV p-Wert  Falsch- Falsch-

[95%-KI] [95%-KI] [95%-KI] [95%-KI] negative positive

EDTA 57,9 50 91,7 11,1 1 8 1
- [33,5; 79,7] [1,3;98,7] [64,6; 98,5] [0,3; 48,2]

33,3 100 100 33,3 1 2 0
“ [0,8; 90,6] [2,5; 100] [20,7; 100] [0,8; 90,6]

70 75 9,3 33,3 0,130 6 1
[45,7; 88,1] [19,4;99,4] [70,2;98,8] [7,5;70,1]

Tabelle 19: Probenart-spezifische Validitit des Prevo-Check®-Tests bei einem DRH1®-cut-off-Wert von
640 ng/ml

Cut-off DRH1®-Konzentration: 0 ng/ml

Sensitivitat Spezifitat PPV NPV p-Wert Falsch- Falsch-

[95%-KI] [95%-KI] [95%-KI] [95%-KI] negative positive

EDTA 100 0 90,5 === === 0 2
- [82,4; 100] [0; 84,2] [71,1; 97,3]

100 0 75 === === 0 1
“ [29,2; 100] [0; 97,5] [30,1; 95,4]

100 25 87 100 0,167 0 3
[83,2; 100] [0,6; 80,6] [67,9; 95,5] [2,5; 100]
Tabelle 20: Probenart-spezifische Validitdt des Prevo-Check®-Tests bei einem DRH1®-cut-off-Wert von 0 ng/ml
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Hamolyse

24 der 49 Proben (49%) waren hamolysiert, unter den EDTA-Proben 20 der 21 (95,2%) und
unter den Serum Proben alle 4 (100%).

Flr die Berechnung, ob eine Hamolyse Einfluss auf die Qualitdt des Prevo-Check®-Tests hat,
wurden die Gutekriterien fir verschiedene cut-off-Werte je nach Vorliegen einer Himolyse
errechnet. Als primdrer Endpunkt wurde hierfur die CIN 3+-Ldsion in der postoperativen
Histologie gewahlt. Bei p-Werten >0.05 konnte allerdings kein signifikanter Zusammenhang

zwischen einer Himolyse und einer CIN 3+ Lasion belegt werden (siehe Tabellen 21-23).

Cut-off DRH1®-Konzentration: 1000 ng/ml

PPV
[95%-KI]

NPV
[95%-KI]

Falsch-
positive

Falsch-
negative

Sensitivitat Spezifitat
[95%-KI] [95%-KI]

Hamolyse 47,6 75 90,9 21,4
[25,7; 70,2] [19,4;99,4] [62,3;98,4] [4,7;50,8]

Hamolyse 23,8 100 100 15,8 1 16 0
[8,2; 47,2] [29,2; 100] [56,6; 100]  [3,4; 39,6]

Tabelle 21: Validitédtsparameter des Prevo-Check®-Tests je nach Hdmolyse bei einem DRH1 ®-cut-off-Wert von
1000 ng/ml

p-Wert

Cut-off DRH1®-Konzentration: 640 ng/ml

Falsch-
positive

Falsch-
negative

Sensitivitat Spezifitat PPV NPV
[95%-KI] [95%-KI] [95%-KI] [95%-KI]

Hamolyse 71,4 75 93,8 33,3
[47,8; 88,7] [19,4;99,4] [71,7;98,9] [7,5;70,1]

Hamolyse 52.4 66.7 91.7 16.7 1 10 1
[29,8; 74,3] [9,4; 99,2] [64,6;98,5]  [2,1;48,4]

Tabelle 22: Validitédtsparameter des Prevo-Check®-Tests je nach Hdmolyse bei einem DRH1 ®-cut-off-Wert von
640 ng/ml

p-Wert

Cut-off DRH1®-Konzentration: 0 ng/ml

Sensitivitat Spezifitat PPV NPV p-Wert Falsch- Falsch-
[95%-KI] [95%-KI] [95%-KI] [95%-KI] negative positive

Hamolyse 100 25 87,5
[83,9; 100] [0,6; 80,6] [69; 95,7] [2,5; 100]

Hamolyse 100 0 87,5 --- --- 0 3
[83,9; 100] [0; 70,8] [69; 95,7]

Tabelle 23: Validitédtsparameter des Prevo-Check®-Tests je nach Hdmolyse bei einem DRH1 ®-cut-off-Wert von 0
ng/ml
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4. Diskussion

Anforderung an HPV-Testverfahren

Ein Validationsprotokoll eines internationalen Konsortiums mit Kriterien, welche von HPV-
Testverfahren zum Einsatz in der Sekundarpravention des Zervixkarzinoms erfillt werden
mussen, wurde von Meijer et. al publiziert [128]. Dariiber hinaus wurden Empfehlungen
entwickelt, in welchen Studien diese Nachweisverfahren evaluiert werden konnen. Als
Bewertungsstandard wird der HC2-Test verwendet, da dieser sowohl von der FDA zugelassen
und kommerziell verflgbar ist, als auch in zahlreichen kontrollierten Studien als valide
bestatigt werden konnte [129, 130].

In der Auswertung von Gutekriterien wird von Meijer et. al in Anlehnung an die Bethesda-
Klassifikation die CIN2+-Lasion als Endpunkt empfohlen. Die Bethesda-Klassifikation
unterscheidet lediglich zwischen niedriggradigen und hochgradigen Dysplasien und nimmt
somit keine Differenzierung zwischen CIN 2- und CIN 3-Ldsionen vor. In der Richtlinie der
ASCCP (,,American Society for Colposcopy and Cervical Pathology”) wird hingegen die CIN 3+-
Lasion als Endpunkt empfohlen [131]. Die CIN 2-Lasion stellt eine heterogene Gruppe
prainvasiver Lasionen dar, welche sowohl ein Risiko zur weiteren Progression tragen, als auch
lediglich das histomorphologische Korrelat einer transienten HPV-Infektion darstellen kénnen.
Daher empfehlen europdaische Richtlinien die Differenzierung zwischen der CIN 2 und der CIN
3 [132]. Deshalb wurde in dieser Studie ebenfalls die CIN 3+-Lasion als Endpunkt verwendet.
Die zentrale Anforderung an HPV-Testverfahren ist die erfolgreiche Unterscheidung zwischen
einer transienten und einer persistierenden Infektion und dem damit verbundenen erhéhten
Risiko der Entwicklung eines Zervixkarzinoms. In der klinischen Effektivitat der
Nachweisverfahren erfordert dies eine Balance zwischen Sensitivitat und Spezifitat. Meijer et.
al fordern fiir den Nachweis von CIN2+-Ldsionen eine Sensitivitdt von mindestens 90% sowie
eine Spezifitdt von mindestens 98% [128]. Die ASCCP hingegen empfiehlt fiir die Detektion
von CIN 3+-Ladsionen eine Sensitivitdt von 92% und eine Spezifitdt von 85% [131]. Eine weitere
Anforderung an ein HPV-Testverfahren ist der mogliche Nachweis von mindestens 13 mit
Gebarmutterhalskrebs verbundenen HR-HPV Typen (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 66). Als weiteres Qualitatskriterium wird zudem in beiden Richtlinien die hohe
interlaboratorische Reproduzierbarkeit genannt. Im Vergleich zu den Ergebnissen des HC2-
Tests sollte mindestens eine moderate bis gute Ubereinstimmung (Kappa 0,7) gewéhrleistet

sein. In der deutschen S3-Leitlinie zur Pravention des Zervixkarzinoms wird zudem ein hoher
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NPV (=99%) sowie PPV (>10%) empfohlen [38]. Wenn Testverfahren im primaren Screening
eingesetzt werden, sollten sie nur eine sehr geringe Rate falsch negativer Befunde haben.
Da alle HPV-Nachweisverfahren quantitative Testmethoden sind, ist dariiber hinaus ein

geeigneter cut-off-Wert zu ermitteln, ab dem ein Ergebnis als positiv gewertet wird.

Auswertung der Ergebnisse

In der vorliegenden Studie konnte mit dem qualitativen Ergebnis des Prevo-Check®-Tests
(DRH1®-Antik6érperkonzentration = 1000 ng/ml) mit 85,7% zwar die von der ASCCP geforderte
Spezifitat, allerdings mit 35,7% nicht die geforderte Sensitivitat erreicht werden. Auch der NPV
erwies sich mit 18,2% als deutlich zu gering und der PPV war mit 93,8% gleichermalen knapp
zu niedrig. Mit dem fur den Test eingestellten cut-off-Wert von 1000 ng/ml ergab sich mit 27
ebenfalls die hochste Anzahl an falsch negativen Ergebnissen.

Eine haufige Problematik bei diagnostischen in vitro-Testverfahren ist die Festlegung einer
optimalen cut-off-Grenze, oberhalb derer das Testergebnis als positiv gewertet wird. Zur
weiteren Evaluierung erfolgten daher weitere Analysen mit unterschiedlichen cut-off-Werten
des DRH1®-Titers.

Bei einem cut-off-Wert von 0 ng/ml konnte die héchste, allerdings gleichermaBen nicht
ausreichende Sensitivitat (85,7%) bei exzellenter Spezifitat (100%) erreicht werden, jedoch mit
einem ebenfalls zu niedrigem NPV-Wert (14,3%). Die mittels Youden-Index ermittelte cut-off-
DRH1®-Antikérperkonzentration von 640 ng/ml zeigte zwar den besten NPV-Wert (23,8%),
allerdings ebenfalls eine zu geringe Sensitivitat (61,9%) und Spezifitat (71,4%). Mit einem cut-
off-Wert von 640 ng/ml konnten ebenfalls 64,2% aller CIN 3+-Lasionen erkannt werden,
wohingegen mit einem cut-off- Wert von 1000 ng/ml lediglich 35,7% der CIN 3+-Lasionen
nachgewiesen werden konnten.

Bei einem Vergleich der Prevo-Check®-Testergebnisse bei verschiedenen cut-off-Werte mit
den Ergebnissen des cobas® 4800-Tests konnte die erforderliche Ubereinstimmung mit einem
Kappa-Wert von 0,7 nicht erzielt werden. Die héchste Ubereinstimmung zeigte sich bei der
Verwendung des cut-off-Wertes von 0 ng/ml mit der cobas® 4800-HPV-16-positiven Kohorte
mit einem Kappa-Wert von 0,1.

In einer Analyse der verschiedenen DRH1®-Titer zeigen niedrigere cut-off Werte eine bessere

klinische Effektivitit sowie eine groRere Ubereinstimmung mit den Testergebnissen des
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cobas® 4800-Tests. Dies lasst vermuten, dass zum Nachweis von CIN 3+-Ldsionen ein
niedrigerer DRH1®-Titer als cut-off-Wert verwendet werden sollte.

Die mittels Fisher-Test errechneten p-Werte ergaben Hinweis darauf, dass zwischen den
Ergebnissen des Prevo-Check®-Tests und dem Nachweis einer CIN 3+-Ldsion in der
postoperativen Histologie kein signifikanter Zusammenhang besteht.

Da mit dem Prevo-Check®-Test gleichermaRen lediglich der Nachweis von HPV-16 spezifischen
Antikdrpern moglich ist und nicht der Nachweis aller 13 HR-HPV-Typen, entspricht der Test in
diesem Punkt ebenfalls nicht den in den Richtlinien geforderten Qualitatskriterien.
Zusammenfassend konnte mit dieser Studie somit eine Eignung des Prevo-Check®-Tests als

primdres Screening-Instrument nicht belegt werden.

In einer Stratifikation der mittleren DRH1®-Antikérperkonzentration je nach Ergebnis der
postoperativen Histologie sowie nach Ergebnis des cobas® 4800-Tests liel sich ein, wenn auch
nicht signifikanter, aber deutlicher Trend erkennen.

So stieg die mittlere DRH1®-Antikdérperkonzentration mit zunehmendem CIN-Schweregrad an.
Auch bei Unterteilung in eine ,< CIN 3+“- und CIN 3+-Kohorte zeigte sich in der CIN 3+-
positiven Gruppe eine deutlich hoéhere mittlere DRH1®-Antikdrperkonzentration. Des
Weiteren erwies sich der mittlere DRH1®-Titer der cobas® 4800-HPV-16-positiven
Probandinnen als deutlich héher als der der HPV-16-negativen. So konnte in ersterer Kohorte
eine mittlere HPV-16-L1-Antikérperkonzentration von 2303 ng/ml [95% KI 0; 4861,2]
berechnet werden. In der cobas® 4800-HPV-16 negativen Kohorte betrug diese lediglich 951,5
ng/ml [95% K| 368,7; 1543,3]. Ein signifikanter Unterschied bestand allerdings nicht.

Anders verhielt es sich bei der Stratifikation der Studienpopulation nach cobas® 4800-HR-HPV-
Testergebnis. In beiden Gruppen lieB sich eine fast identische mittlere DRH1®-
Antikérperkonzentration dokumentieren. Dies kann darauf zurlickgefiihrt werden, dass mit
dem cobas® 4800-HR-HPV Nachweis nicht ausschlieRlich HPV-16, sondern auch 13 andere HR-

HPV-Typen nachgewiesen werden.

In den Auswertungen, ob die Art der Probe oder eine Hamolyse der Proben einen Einfluss auf
die Testergebnisse haben, lieR sich kein signifikanter Zusammenhang feststellen.
Bei der Anwendung einer cut-off-DRH1®-Antikérperkonzentrationen von 1000 ng/ml

erwiesen sich die nicht hamolysierten Plasmaproben zur Durchfihrung des Prevo-Check®-
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Tests als tendenziell am zuverladssigsten. Eine exzellente Sensitivitdt (100%) bei null falsch-
negativen Ergebnissen lieR sich bei allen drei Probenarten mit der Verwendung des cut-off-
Wertes von 0 ng/ml erzielen. Bei einem angewandten cut-off-Wert von 640 ng/ml zeigte sich
der Prevo-Check®-Test mit der Plasmaprobe am effektivsten. Des Weiteren erwiesen sich die
nicht hamolysierten Proben gegeniliber den hamolysierten Proben bei allen cut-off-werten als
sensitiver und, auBer bei der Verwendung des cut-off-Wertes von 1000 ng/ml, als ebenfalls
spezifischer. Tendenziell sollten daher zur Durchfiihrung des Prevo-Check®-Tests nicht

hamolysierte Plasmaproben verwendet werden.

Nebst des Prevo-Check®-Tests wiesen in vorliegender Studie allerdings sowohl der cobas®
4800-Test als auch die Zytologie deutliche Mangel in der klinischen Leistung als Screening-
Verfahren auf. Mit der Verwendung des cobas® 4800-Tests konnte mit dem Nachweis aller 14
HR-HPV-Typen zwar eine Sensitivitat von 95,2% erreicht werden, allerdings bei einer Spezifitat
und einem NPV-Wert von 0%. Auch mit der weiteren Genotypisierung lieRen sich die von den
Richtlinien geforderten Validitatsparameter nicht erreichen. Ein signifikanter Zusammenhang
zwischen den Ergebnissen des cobas®-Tests und einem postoperativen CIN3+-Befund liel§ sich
nicht belegen.

Der zytologische Abstrich wies in der klinischen Leistung ebenfalls deutliche Schwachen auf.
So konnte zwar eine maximale Sensitivitdt von 95,2% erreicht werden, allerdings bei einer
Spezifitat von lediglich 28,6% und einem NPV von 50%. Allein beim Nachweis eines Pap IV-
Abstrichs konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem zytologischen Abstrich und
einer CIN 3+-Lasion nachgewiesen werden. Die erhobenen Daten belegten zudem ein weiteres
Problem zytologischer Abstriche: Intern und extern durchgefiihrte Abstriche stimmten
lediglich in 42,5% der Falle Gberein und zeigten anhand eines Kappa-Wertes von nur -0,02 eine
schlechte Konkordanz. Dies ist ein Hinweis auf die bereits in der Einleitung beschriebene
Problematik der in hohem MaR subjektiven und fehleranfalligen Interpretation von Pap-
Abstrichen.

Anhand des erhobenen Datensatzes konnte somit ebenfalls keine Eignung des cobas® 4800-

Tests oder der Zytologie als valides Screening-Verfahren belegt werden.
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Analyse der Methodik

Fir das mangelhafte Abschneiden aller drei Screeningverfahren lassen sich mehrere Griinde
auffihren.

Zum einen mindert die fehlende negative Kontrollgruppe sowie die niedrige Anzahl an
Probandinnen die Aussagekraft der Ergebnisse. Meijer et. al empfehlen zur Evaluation eines
neuen HPV-Nachweisverfahrens die Testung von 60 HPV-positiven und 800 HPV-negativen
Probandinnen, um dadurch eine Teststarke von 80% zu erreichen. Fiir eine Teststarke von 99%
ist die Testung von 2500 Proben notwendig [128]. In der vorliegenden Studie umfasste das
Patientinnenkollektiv lediglich 49 Probandinnen mit nur zwei cobas® 4800-HPV-negativen
Ergebnissen und erreichte somit bei weitem nicht die erforderliche Teststarke. Aufgrund des
kleinen Stichprobenumfanges kann zudem die fehlende Signifikanz der erhobenen Daten

erklart werden.

Des Weiteren wurde als Referenz fiir die Prevo-Check®-Testergebnisse nicht der geforderte
HC2-Test, sondern der cobas® 4800-Test verwendet. Der cobas ® 4800-Test erfiillt jedoch alle
Kriterien des Meijer-Validationsprotokolls [133]. In weiteren Studien konnte zudem bewiesen
werden, dass dieser Test als klinisch valider Screeningtest einsetzbar ist [134-136].
Nichtsdestotrotz ist der cobas® 4800-Test im Gegensatz zum HC2-Test erst seit einigen Jahren
auf dem Markt. Obwohl der cobas® 4800 Test als diagnostischer Test etabliert ist, muss seine
Validitat als Screening-Instrument noch bewiesen werden. Darliber hinaus wurde bisher noch
nicht untersucht, ob beispielsweise vaginaler Ausfluss oder die Benutzung von Tampons
gegebenenfalls Einfluss auf die klinische Effektivitat des cobas® 4800-Tests haben [137]. Somit
sind die beiden Testverfahren nicht sicher als gleichwertig einzustufen. Anhand der
gewonnenen Daten konnte eine ausreichende klinische Leistung des cobas® 4800-Tests in
vorliegender Studie nicht belegt werden. Daher ist es fraglich, ob dieser als valides MaR zur

Analyse der Effektivitdt des Prevo-Check®-Test herangezogen werden sollte.

Ein weiterer Grund flr die nicht signifikanten Ergebnisse konnte die Auswahl der
Patientinnenkohorte sein. Da den eingeschlossenen Probandinnen laut Ethikantrag kein
zusatzliches Blut abgenommen werden durfte, und somit zur Testung lediglich das
routinemaRig zur Operationsvorbereitung abgenommene Blut verwendet werden konnte,

bestand folglich bei allen Patientinnen bereits eine Indikation zur Konisation. Es handelte sich
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demzufolge um ein deutlich stratifiziertes Probandinnenkollektiv. Um valide Ergebnisse zu
erzielen, ist es allerdings notwendig, eine populations-reprasentative Screening-Kohorte zu
untersuchen. In der vorliegenden Studie ist dies nicht der Fall, da erst bei histopathologischem
Nachweis einer CIN 3-Ldsion oder Persistenz einer CIN 2-Lasion die Indikation zu Konisation
gestellt wird und somit eine Vorselektion der Probandinnen stattfand. Dementsprechend ist
in der vorliegenden Studienpopulation in der praoperativen Histologie eine CIN 3-Pravalenz
von 86% und in der postoperativen Histologie von 85,2% zu beobachten. Aufgrund der hohen
Assoziation einer CIN 3-Lasion mit einer HPV-Infektion entspricht die nachgewiesene HPV-
Pravalenz von 95,9% ebenfalls bei weitem nicht der Pravalenz in der Normalbevélkerung. Das
Testen von HPV in einer Population mit einer hohen HPV-Pravalenz fihrt folglich zu einer
niedrigen Spezifitdat [138]. Des Weiteren sind sowohl der positive als auch der negative
pradiktive Wert in hohem MaBe von der HPV-Prdavalenz des getesteten

Probandinnenkollektivs abhangig [139].

Als weiterer Storfaktor kann das Altersspektrum der Kohorte identifiziert werden. Eine HPV-
Infektion in der Altersgruppe der unter 30-Jahrigen ist meist transient und nach ein bis zwei
Jahren selbstlimitierend [37]. Folglich sollten Frauen unter 30 Jahren aufgrund mangelnder
Aussagekraft nicht auf HPV gescreent werden und HPV-Testverfahren aufgrund niedriger
Spezifitat nicht an einer Studienpopulation unter 30 Jahren getestet werden [128, 140]. Um
eine noch hohere Spezifitat zu erreichen, sollte ein HPV-Testverfahren am besten erst an
Frauen Uber 35 Jahren durchgefiihrt werden [69].

Das durchschnittliche Alter der untersuchten Probandinnen betrug allerdings 35,5 Jahre mit
einem Anteil von 18,4% an unter 30-Jahrigen und 53% an unter 35-Jahrigen. Dariiber hinaus
lieB sich mit 44% der héchste Anteil an Prevo-Check®-positiven Probandinnen in der Kohorte
der unter 30-Jahrigen verzeichnen. Ob in dieser Gruppe mit dem Prevo-Check®-Test eine
transiente oder persistierende und somit karzinogene Infektion nachgewiesen wurde, ist

somit nicht zu eruieren.

In einer anderen Studie konnte mit der Durchfiihrung eines anderen serologischen Assays

nachgewiesen werden, dass L1-Antikorperkonzentrationen ebenfalls unabhdngig von

zervikalen dysplastischen Veranderungen mit dem Alter zunehmen [141].
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Dies lieB sich auch in der vorliegenden Studie in einem Vergleich der mittleren DRH1®-
Antikdrperkonzentration der beiden Altersgruppen der unter, beziehungsweise Uber 30-
Jahrigen erkennen. So lield sich mit zunehmendem Alter eine deutliche Zunahme der mittleren
DRH1®-Antikérperkonzentration von 681,3 ng/ml in der Alterskohorte der unter 30-Jahrigen

zu 2187,2 ng/ml in der Alterskohorte der tGber 30-Jahrigen verzeichnen.

Als weiteres Problem der Studie ist zu nennen, dass eine HPV-Impfung kein
Ausschlusskriterium darstellte.

Zur Primarprophylaxe des Zervixkarzinoms wird seit dem Jahr 2007 vom Robert-Koch-Institut
die Impfung gegen die HR-HPV-Typen 16 und 18 empfohlen [142]. In Deutschland stehen
hierzu zwei Totimpfstoffe zur Verfligung: Der bivalente Impfstoff Cervarix® zum Schutz vor
den beiden HR-HPV-Typen 16 und 18 und der nonavalente Impfstoff Gardasil® 9, welcher
dariiber hinaus Schutz vor den HR-HPV Typen 31, 33, 45, 52 und 58 und den beiden LR-HPV-
Typen 6 und 11 bietet [139]. Empfohlen wird die HPV-Impfung mit zwei Dosen in
finfmonatigem Abstand sowohl fiir Mddchen als auch fiir Jungen im Alter von neun bis 14
Jahren. Die Impfserie sollte vor dem ersten Geschlechtskontakt abgeschlossen sein [142].

Die zugelassenen Impfstoffe basieren auf rekombinant hergestellten ,Virus-like Particles”
(VLP) [143]. Hierbei handelt es sich um nicht infektiose Partikel, bestehend aus L1-
Kapsidproteinen, welche sich spontan zu Proteinkapseln ohne viralen genomischen Inhalt
aneinanderlagern. HPV-L1-VLPs sind mit nativen HP-Viren sowohl morphologisch als auch
antigenisch nahezu identisch, sodass vom Immunsystem neutralisierende Antikdrper gebildet
werden [144, 145].

In Studien konnten in Seren geimpfter Probandinnen im Vergleich zu ungeimpften
Probandinnen, die sich natiirlich mit HPV-16 infiziert hatten, bis zu 133-fach hohere HPV-L1-
Antikorpertiter nachgewiesen werden [146, 147]. In einer weiteren Studie wurde mittels
guantitativer Auswertung des Prevo-Check® Tests die DRH1®-Antikorperkonzentrationen von
Probandinnen vor und nach HPV-Impfung gemessen. Hierbei konnte ein bis zu 100-facher
Anstieg, von durchschnittlich 364 ng/ml auf durchschnittlich 37500 ng/ml, nachgewiesen
werden. Der hochste Anstieg konnte bei einer Patientin von 0 ng/ml vor Vakzination auf

237500 ng/ml nach Vakzination verzeichnet werden [148].

71



So sollte bei Seropositivitat nicht ausschlieBlich auf tumorbedingte Antikorper geschlossen
werden, sondern auch Antikdrper nach sowohl natirlicher Infektion als auch HPV-Impfung in
Betracht gezogen werden. Diese Mdglichkeit wurde in vorliegender Studie nicht miterfasst.
So wurde weder der HPV-Impfstatus bericksichtigt, noch wurden HPV-geimpfte
Probandinnen aufgrund falsch positiver DRH1®-Antikérperkonzentrationen aus der Studie
ausgeschlossen.

Bei Seropositivitat wurde systematisch von einer HPV-Infektion und nicht von einer HPV-
Impfung ausgegangen. In dem vorliegenden Patientinnenkollektiv lasst sich allerdings durch
die starke Linksverteilung der Ergebnisse der quantitativen Prevo-Check®-Testauswertung
vermuten, dass hohe DRH1®-Antikérperkonzentration wie beispielsweise von 47095 ng/ml
eher auf eine Immunantwort nach einer HPV-Impfung als auf eine natirliche HPV-Infektion

zurlickzufiihren sind, was zu verfalschten Ergebnissen der Auswertung gefiihrt haben kénnte.

Analyse des Prevo-Check®-Tests

Nicht nur die angewandte Methodik, sondern auch der Prevo-Check®-Test selbst muss kritisch
betrachtet werden.

Mit dem Prevo-Check®-Test gelingt zwar durch den HPV-16 Nachweis der Nachweis des
haufigsten HR-HPV-Typs, jedoch betragt weltweit die HPV-16-Prdavalenz im Zervixkarzinom
selbst lediglich 55,1% und in hochgradigen zervikalen Dysplasien nur 45,1% [149]. Daher
sollten, wie von der ASCCP gefordert, HPV-Testverfahren den Nachweis der fiir 95% der
Zervixkarzinome und deren Vorstufen verantwortlichen 13 HR-HPV-Typen ermdéglichen, um
somit als valide Screeningtests in der Prdavention von Gebdrmutterhalskrebs eingesetzt

werden zu kénnen [131].

Zudem gilt es beim Einsatz des Prevo-Check®-Tests die Heterogenitat der HPV-16-Pravalenz in
verschiedenen Populationen zu bedenken [150]. So variiert die HPV-16-Pravalenz im
Zervixkarzinom zwischen 49% in Afrika und 58,8% in Europa sowie in hochgradigen Dysplasien
zwischen 27,1% in Afrika und 47,4% in Europa [149]. Folglich sollte bei der Verwendung des
Prevo-Check®-Tests mit in Betracht gezogen werden, dass dieser eine regional

unterschiedliche Sensitivitat und Spezifitdt haben kann.
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Ein weiteres Problem des Prevo-Check®-Tests ist der unspezifische globale Nachweis einer
HPV-16-Infektion. Im Gegensatz zu den zum Zervixkarzinom-Screening verwendeten HPV-
Testverfahren weist er als Bluttest keine lokale HPV-Infektion nach, sondern lediglich die
unspezifische Immunantwort auf eine HPV-Infektion unabhangig von der Lokalisation dieser.
Wie bereits beschrieben, ist die persistierende Infektion mit HPV nicht nur mit der Entwicklung
von Gebarmutterhalskrebs assoziiert, sondern auch mit anderen Tumorentititen wie
Karzinomen des Aerodigestivtrakts und des Anogenitalbereichs (siehe Abbildung 37). So ist in
oropharyngealen Karzinomen eine HPV-Pravalenz von 90,2%, in Mundhdhlenkarzinomen eine
von 80% und in Analkarzinomen eine von bis zu 100% nachweisbar. Bei den genannten
Tumorentitaten ist, dhnlich wie beim Zervixkarzinom, HPV-16 der am haufigsten nachweisbare
HPV-Typ, beim Analkarzinom in bis zu 71,4% der Falle [149].

Insbesondere die Friiherkennung von Karzinomen im Kopf- und Halsbereich stellt aufgrund
der moglichen multifokalen Lokalisationen von Tumoren und deren schlechter Einsehbarkeit
eine Herausforderung dar [85]. Daher stellt ein serologischer Test wie der Prevo-Check®-Test
zum Screening fir diese Tumorlokalisationen eine gute Alternative dar. Im Gegensatz dazu
existieren in der Pravention des Zervixkarzinoms bereits etablierte Verfahren, die sowohl
suspekte Zellen als auch HPV-Infektionen am Ort der moglichen Tumorentstehung gezielt
erfassen kénnen. Damit ist unabhadngig von den vorliegenden Daten die Eignung des Prevo-
Check®-Tests als Screening-Instrument in der Sekundarprdavention des Zervixkarzinoms

infrage zu stellen.
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Abbildung 37: altersstandardisierte Inzidenz und Mortalitdt HPV-assoziierter Tumorentitdten, (a) weltweit und
(b) Deutschland, Jahr 2018 [151]

SchlieBlich muss die strittige Bedeutung sowohl des L1-Kapsidproteins als Marker in der
Diagnose zervikaler Neoplasien, als auch die des Anti-L1-Antikdrpers als Biomarker

transformierender Infektionen diskutiert werden.

Bezliglich des L1-Kapsidproteins ist der aktuelle Stand des Wissens, dass L1 lediglich am Ende
des viralen Zyklus von oberflachlichen, terminal differenzierten und somit nicht entarteten
Epithelzellen produziert und freigesetzt wird. Da mit zunehmendem Schweregrad prainvasiver
Lasionen zunehmend die Fahigkeit von Epithelzellen zur terminalen Differenzierung verloren
geht, nimmt die Virusvermehrung und damit die L1-Expression von CIN 1-Ldsionen zu CIN 3-
Lasionen stark ab. Aus CIN 3-Lasionen sowie aus Zervixkarzinomen werden somit keine

infektiosen Viren mehr freigesetzt [148, 152].

Dariber hinaus konnte in verschiedenen Studien durch immunhistochemische Farbung des
L1-Kapsidproteins in Zervixbiopsien eine Assoziation der L1-Expression mit einer Regression
von pradysplastischen Lasionen nachgewiesen werden [153—157]. So konnte in einer Studie
in 100% der untersuchten Zervixkarzinombiopsien und in 96,7% der HPV-negativen
Zervixbiopsien kein L1 nachgewiesen werden [29]. Somit wurde der immunzytochemische

Nachweis von L1 bisher als Marker eines niedrigen Progressionsrisikos verstanden [12].
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Unter diesen Annahmen fihrten Galgano et. al eine Studie zur Validierung des L1-
Kapsidproteins als Biomarker in der Diagnostik zervikaler Neoplasien durch. Obwohl aufgrund
der oben genannten Mechanismen der Nachweis von L1 mit einer produktiven viralen
Infektion positiv korrelieren sollte, erwies sich der positive immunhistochemische Nachweis
von L1 weder als spezifisch noch als sensitiv genug fiir den Nachweis von CIN 2+-Lasionen. Das

L1-Kapsidprotein erwies sich somit als Biomarker fiir CIN 2+-Lasionen ungeeignet [29].

Diese Ergebnisse wurden jedoch in zwei anderen Studien infrage gestellt. So konnten Schmitt
et. al in 43% der von ihnen untersuchten Zervixkarzinomproben L1-mRNA nachweisen [158].
Auch Weiland et. al konnten den immunhistochemischen Nachweis von L1 in Tumorzellen in

Biopsien von Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und Halsbereichs liefern [148].

Bezliglich der serologischen Immunantwort auf das L1-Kapsidprotein zeigten Studien, dass die
L1-Antikérperreaktion sowohl mit dem Alter als auch mit der Anzahl an Sexualpartnern positiv
assoziiert ist. L1-spezifische Antikérper sind daher Marker einer lebenslangen HPV-Exposition
und konnen somit eher als Zeichen einer kumulativen statt einer aktiven oder gar
transformierenden Infektion verstanden werden [141, 159-161].

Des Weiteren ist bei manchen Frauen eine ausbleibende Serokonversion trotz HPV-Infektion
zu beobachten [160, 162]. So konnte in Studien erwiesen werden, dass lediglich ca. 50% der
Frauen erst 18 Monate nach einem positiven HPV-DNA-Test L1-spezifische Antikdrper bilden
[141]. Bei dem gleichzeitigen Vorliegen einer hochgradigen zervikalen Lasion konnten in nur
75% der Probandinnen Ll-spezifische Antikdrper nachgewiesen werden [163]. In
Probandinnen mit einem histologisch gesicherten Zervixkarzinom und positiven HPV-DNA
Nachweis konnte in einer weiteren Studie lediglich in 48% der untersuchten Patientinnen eine

Seropositivitat nachgewiesen werden [162].

Jeong et. al erforschten die serologische Immunantwort auf HPV-16-L1-VLP und HPV-18-L1-
VLP in Frauen mit hochgradigen zervikalen Neoplasien [164]. Sie konnten eine signifikant
positive Korrelation zwischen Seropositivitat und steigendem CIN-Schweregrad nachweisen.
So wiesen Probandinnen mit anti-L1-VLP-Antikdérpern ein 9-fach hdéheres Risiko fiir eine

hochgradige pradinvasive Lasion sowie ein 17-fach hoheres Risiko fiir ein Zervixkarzinom auf.
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Diese Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese eines Zusammenhangs zwischen prdinvasiven
Lasionen und dem Vorhandensein von L1-Antikdrpern.

In vorliegender Studie konnte analog hierzu ebenfalls eine, wenn auch nicht signifikante,
Zunahme der mittleren DRH1®-Antikdrperkonzentration mit steigendem CIN-Schweregrad
verzeichnet werden. Allerdings konnte kontrar hierzu eine deutliche Abnahme der mittleren
DRH1®-Antikdrperkonzentration in der Kohorte mit histologischem Nachweis eines
mikroinvasiven Karzinoms dokumentiert werden. Dies wiirde wiederum die Annahme einer

Zunahme der DRH1®-Antikdrper im Rahmen einer transformierenden Infektion widerlegen.

Angesichts der widersprichlichen Ergebnisse der diskutierten Studien muss noch geklart
werden, ob Ll-spezifische Antikdrper als Biomarker fiir transformierende Infektionen
geeignet sind, und ob somit der Prevo-Check®-Test durch den Nachweis von anti-L1-

Antikdrpern als Zeichen einer onkogenen zervikalen HPV-Infektion zum Einsatz kommen kann.

Wissenschaftliche Einordnung

Eine ausgiebige Literaturrecherche in PubMed, Medline und Embase ergab keine
vergleichbaren Studien zur Erforschung der Effektivitdt des Prevo-Check®-Tests als Screening-
Instrument zur Friherkennung des Zervixkarzinoms. In drei Studien wurde die Effektivitat des

Prevo-Check®-Tests allerdings flr andere Indikationen getestet.

Weiland et. al testeten die klinische Leistung des Prevo-Check®-Tests in verschiedenen
Studienkohorten [148]. So wurden in dieser multizentrischen Studie Serumproben von
insgesamt 1486 Patientinnen gewonnen und auf HPV-16-L1 spezifische Antikorper getestet:

301 Patientinnen mit Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und Halsbereichs (,,Head and Neck
Squamous Cell Carcinoma“, HNSCC), 12 HIV-positive Patientinnen mit Analkarzinomen, 80

HIV-positive, 29 mit Gardasil®9-Geimpfte sowie 1064 gesunde Kontrollprobandinnen.

In der Studie konnte eine Sensitivitat von 95% fir HNSCC und von 90% fir HIV-positive
Analkarzinom nachgewiesen werden. Die diagnostische Spezifitat betrug bei Mannern tber
30 Jahren 99,46%, bei Frauen tber 30 Jahren 99,29%. Mit einer AUC von 0,96 konnte eine
hohe Sensitivitat und Spezifitat in der Friherkennung HPV-16 assoziierter Neoplasien

nachgewiesen werden. In der Nachbetreuung der HNSCC-Patientinnen konnte zudem
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wiahrend der krankheitsfreien Uberlebenszeit ein Abfall der DRH1®-Antikérperkonzentration
von 30% bis 100% verzeichnet werden. Ein Anstieg der HPV-16-L1-spezifischen Antikdrper von
2750 ng/ml auf 12000 ng/ml in der Nachsorge nach erfolgter Therapie zeigte ein Rezidiv an.
Aus diesen Daten ldsst sich schlussfolgern, dass der Prevo-Check®-Test mit dem Nachweis von
DRH1®-Antikdrpern nicht nur als Screening-Test in der sekundaren Pravention von HNSCC und
HIV-positiven Analkarzinomen geeignet ist, sondern auch als Marker in der Nachsorge nach
erfolgter Therapie sowie als Friihmarker eines Rezidivs bei Patientinnen mit HNSCC und HIV-
positiven Analkarzinomen.

Die beschriebenen Ergebnisse von Weiland et. al mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie
zu vergleichen, ist aufgrund der unterschiedlichen Erkrankungen der zugrunde liegenden
Patientinnenkollektive nicht moglich. Ob die gréBere Anzahl der Probandinnen sowie die
negative Kontrollgruppe allein Grund fiir die bessere klinische Leistung des Prevo-Check®-
Tests bei Weiland et. al verantwortlich ist, oder ob der Prevo-Check®-Test lediglich im
Screening von HNSCC und Analkarzinomen effektiv ist, lasst sich nicht ermitteln.

Ein weiterer Unterschied zwischen der vorliegenden Studie und der Studie von Weiland et. al
ist das Alter der ProbandInnen. Die zur Berechnung der diagnostischen Spezifitdat von Weiland
et. al eingeschlossenen Patientinnen waren mindestens 30 Jahre alt und erfillten somit das
von Meijer et. al geforderte Mindestalter zur Validierung von HPV-Testmethoden. Im
Gegensatz hierzu konnte in der Altersgruppe der bis 19-Jahrigen eine Spezifitdt von lediglich
73% und in der Altersgruppe der 20- bis 29-Jahrigen eine von 79,5% von Weiland et. al

nachgewiesen werden [148].

In einer weiteren Studie erforschten Ecke et. al den Zusammenhang zwischen mittels Prevo-
Check®-Test ermittelter HPV-16-L1-Antikérperkonzentration und analer Zytologie bei HIV-
positiven ProbandInnen (,,People Living With HIV“—PLWH) [165]. In dieser Fall-Kontroll-Studie
wurden 63 PLWH eingeschlossen, die zum routinemaRigen Analkarzinom-Screening vorstellig
wurden. Es wurden sowohl anale zytologische Abstriche als auch Serumproben gewonnen,
um letztere mittels Prevo-Check®-Test quantitativ und qualitativ auszuwerten.

Die gewonnenen Daten konnten einen signifikant positiven Zusammenhang zwischen DRH1°-
Antikorpertitern und Schweregrad analer Zytologien nachweisen. Die quantitative Analyse
ergab HPV-16-L1-Antikérperkonzentrationen zwischen 50 und 2900 ng/ml. Mit einem cut-off-

Wert von 1000 ng/ml konnte fir den Nachweis pathologischer analer Zytologien eine
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Spezifitat von 97,2% und ein PPV von 88% nachgewiesen werden. Mittels Youden-Index lieR

sich ein optimaler cut-off-Wert von 200 ng/ml berechnen.

Eine weitere Studie zur Erforschung der Effektivitdt des Prevo-Check®-Tests wurde von Blatt
et. al durchgefiihrt [166]. In dieser prospektiven Studie wurden 107 Patientlnnen mit
histologisch gesichertem oralen Plattenepithelkarzinom (,,Oral Squamous Cell Carcinoma“,
OSCC) eingeschlossen. Von allen Probandinnen wurden vor der chirurgischen Tumorexzision
Serumproben entnommen, um diese mittels Prevo-Check®-Test qualitativ auszuwerten.
Gewonnene Tumorexzidate wurden immunhistochemisch auf HPV-16 getestet. In der Studie
konnte eine Sensitivitdat und Spezifitat von jeweils 100% sowie ein NPV und PPV von 100%

nachgewiesen werden.

Die sowohl von Ecke et. al als auch von Blatt et. al gewonnen Daten sind, wie bereits erldutert,
nicht mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie vergleichbar, da in beiden Studien der
Prevo-Check®-Test nicht an Probandinnen mit pathologischer Zervikalzytologie getestet
wurde. Ein besseres Abschneiden des Prevo-Check®-Tests in oben genannten Studien ist
moglicherweise auf ein groBeres Patientinnenkollektiv mit negativer Kontrollgruppe
zuriickzufiihren. Ein weiterer Grund kénnte die niedrigere HPV-16-Pravalenz in den beiden
Studienpopulationen darstellen. So lie8 sich in der Studie von Blatt et. al eine HPV-16-
Pravalenz von 6,5% nachweisen, in der Studie von Ecke et. al eine von 12,7%. Zudem wurde in
der Studie von Ecke et. al als Endpunkt lediglich der zytologische Befund einer hochgradigen

analen Lasion gewahlt und nicht der histologische und somit aussagekraftigere Nachweis.

Ausblick in die Zukunft

In vorliegender Arbeit konnte die erhebliche Bedeutung von Zervixkarzinom
Friherkennungsprogrammen vor allem in Entwicklungsldandern und die mit der
Implementierung verbundenen Herausforderungen, herausgearbeitet werden. Dem GroRteil
der LMIC ist es aufgrund fehlender finanzieller und personeller Ressourcen oder einer
mangelnden Laborinfrastruktur nicht moglich, ein zytologiebasiertes Screening entweder zu
initiieren oder aufrechtzuerhalten. Um eine Reduktion der Morbiditdt und Mortalitat des
Zervixkarzinoms in Entwicklungslandern zu erreichen, missen Screening-Verfahren unter

diesen speziellen Herausforderungen gewisse Anforderungen erfillen.
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Die generelle Uberlegenheit einer HPV-Testung zur Detektion priinvasiver Lisionen konnte
bereits erortert werden. Zudem schneidet der HPV-Test in Bezug auf Kosteneffektivitat in
LMIC aufgrund der Notwendigkeit von weniger Screening-Runden am besten ab [167, 168]. Es
bleibt allerdings zu bedenken, dass selbst HPV-Testverfahren, wie beispielsweise der HC2-
Test, aufgrund der bendétigten Geratschaften, teuer sind. Eine Anforderung an ein Screening-
Instrument flir LMIC ist die einfache Durchflihrbarkeit, sodass kein spezifisch geschultes
Personal benétigt wird [97]. Aufgrund der Stigmatisierung gynakologischer Untersuchungen
sind Testverfahren, die ohne diese auskommen, mit einer hdheren Akzeptanz und
nachfolgend gesteigerten Teilnahmeraten verbunden [97]. So sind vor allem Screening-
Methoden mit der Moglichkeit einer Selbsttestung von Vorteil, da sie kosteneffektiver und mit
einer besseren Akzeptanz in der Bevolkerung verbunden sind [169-172]. Aufgrund fehlender
Kapazitat und Ressourcen fiir haufiges Testen sollten Testverfahren zum einen eine hohe
Sensitivitdt aufweisen und zum anderen schnell auswertbar sein, um somit eine Behandlung
am selben Tag zu erlauben [3, 124, 173].

Ein moglichst sensitiver, schnell auswertbarer, kostengiinstiger HPV-Selbsttest, welcher
minimaler Einweisung bedarf, ware somit der ideale Test fiir ein Zervixkarzinom-Screening in

Entwicklungslandern [170, 174].

Diese Anforderungen erflillt der Prevo-Check®-Test und wiirde daher einen idealen Screening-
Test in der Pravention des Zervixkarzinoms in LMIC darstellen. In der vorliegenden Studie lieR
sich allerdings keine ausreichende klinische Effektivitdit des Prevo-Check®-Tests zur
Verwendung in der Sekunddrpravention nachweisen. Verschiedene Grinde fir das

mangelhafte Abschneiden konnten bereits erértert werden.

So sollte in weiterfihrenden Arbeiten die klinische Effektivitat des Prevo-Check®-Tests vor
allem im Kontext von LMIC weiter erforscht werden. Hierbei sollte ein grofReres
Patientinnenkollektiv mit einem Mindestalter von 30 Jahren inklusive einer HPV-negativen
Kontrollgruppe untersucht und eine HPV-Impfung als Ausschlusskriterium gewahlt werden.
Dariiber hinaus sollte in diesen Studien eine erneute Evaluierung eines geeigneten DRH1®-
cut-off-Wertes erfolgen, ab dem der Prevo-Check®-Test in LMIC als positiv gewertet wird.
Aufgrund der speziellen Anforderungen sollte der Test moglichst sensitiv sein, sodass ein

niedrigerer cut-off Wert untersucht werden sollte.
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In einer aktuell laufenden Kohortenstudie in Tansania sollen unter ,,Women Living With HIV“
(WLWH) neue Screening- und Behandlungsmethoden in der Pravention des Zervixkarzinoms
erforscht werden [138]. Unter anderem soll die klinische Effektivitat des Prevo-Check®-Tests
an diesem Hochrisikokollektiv getestet werden. Die gewonnen Daten stehen allerdings zum

jetzigen Zeitpunkt noch aus.

Wenn sich der Prevo-Check®-Test in diesen Studien als Screening-Test zur
Sekunddrprdavention des Zervixkarzinoms ebenfalls als ungeeignet erweist, wadre zu
untersuchen, ob der Prevo-Check®-Test in anderen Anwendungsbereichen eingesetzt werden
kann.

So kénnte ergrindet werden, ob der Prevo-Check®-Test zur weiteren Risikostratifizierung
sowohl bei positivem Screening, als auch beispielsweise bei positivem HPV-Test, aber
negativer Zytologie eingesetzt werden kdnnte. Ein weiterer moglicher Anwendungsbereich
stellt die Nachsorge nach erfolgter Konisation dar. Probandinnen tragen langfristig, trotz RO-
Resektion, ein bis zu flinffach erhohtes Risiko flr die Entwicklung eines Zervixkarzinoms und
in bis zu 10% der Falle tritt ein Rezidiv einer CIN 2+ Lasion auf [50, 175]. So kdnnte ein
Wiederanstieg des DRH1®-Titers als Zeichen eines Rezidivs und ein ausreichender Abfall des
DRH1®-Titers als Therapieerfolg verstanden werden.

Diese Fragestellungen waren in zukinftigen Studien zu bearbeiten.
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5. Zusammenfassung und Relevanz der Analyse

Das Zervixkarzinom zahlt weltweit zu den haufigsten bdsartigen Tumorerkrankungen der Frau.
Hiervon besonders betroffen sind Entwicklungslander, in denen das Zervixkarzinom 85% aller
Tumorneuerkrankungen ausmacht [176]. In den 1990er-Jahren konnte durch umfangreiche
Studien der Zusammenhang zwischen einer persistierenden Infektion mit humanen
Papillomaviren (HPV) und der Entwicklung von Gebarmutterhalskrebs belegt werden [14, 18].
HPV infiziert lokal Epithelien der Haut und Schleimhdute und kann durch die Produktion der
beiden Onkoproteine E6 und E7 zur malignen Transformation von Epithelzellen und ultimativ
zur Entstehung eines Karzinoms fiihren [76]. Untern den bisher lGber 200 nachgewiesenen
HPV-Arten werden jene 13 Typen mit einem erhéhten onkogenen Potenzial zu den ,High-Risk“
(HR)-HPV-Typen gezahlt [56, 74]. Hierunter verursachen HPV-16 und HPV-18 insgesamt 70%
aller Zervixkarzinome weltweit [177]. Die haufigste pathologische Form des Zervixkarzinoms
entwickelt sich stufenweise aus neoplastischen Veranderungen des Plattenepithels, genannt
zervikale intraepitheliale Neoplasien (CIN). Diese werden anhand ihres Schweregrades in CIN
1 (milde Dysplasie), CIN 2 (moderate Dysplasie) und CIN 3 (schwere Dysplasie) eingeteilt [12].
Zur Friherkennung des Zervixkarzinoms steht der zytologische Abstrich zur Verfligung, dessen
Einflhrung zu einem deutlichen Riickgang der Inzidenz des Zervixkarzinoms gefiihrt hat [94].
Bei dieser Screening-Methode werden Exfoliativzellen von der Portiooberflache
beziehungsweise aus dem Zervikalkanal entnommen und nach Farbung zytomorphologisch
beurteilt [38]. Die Auswertung erfolgt anhand der Minchner Ill Nomenklatur, welche das
Risiko zugrunde liegender Dysplasien stratifiziert [43]. Der zytologische Abstrich stellt mit
einer Sensitivitdat von 50% bis 60% und einer Spezifitdt von 98% allerdings ein fehleranfalliges
Verfahren dar [37]. Im Gegensatz hierzu konnte in zahlreichen Studien die deutliche
Uberlegenheit des HPV-Tests mit einer Sensitivitdt von 96,1% bei lediglich minimal geringerer
Spezifitat von 96,3% belegt werden [101]. Aufgrund der hohen Morbiditat und Mortalitat des
Zervixkarzinoms sowie der unzureichenden Effektivitdt des zytologiebasierten Screenings
besteht ein Bedarf an einer verbesserten Diagnostik.

Der Prevo-Check®-Test (Abviris Deutschland GmbH, Ammersbek Deutschland) weist als
Schnelltest hoch-spezifisch im Blut zirkulierende Antikdrper nach, welche gegen ein HPV-16-
L1-spezifisches Epitop gerichtet sind (DRH1®). Im Rahmen der vorgelegten Querschnittstudie
sollte der Einsatz des Prevo-Check®-Tests zur Unterstltzung des Screenings auf zervikale, HPV-

assoziierte Krebsarten untersucht werden.
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Hierbei wurde an einem Studienkollektiv von 49 Probandinnen mit Indikation zur operativen
Sanierung einer zervikalen Ldsion die Effektivitait des Prevo-Check®-Tests als primares
Screening-Instrument untersucht. Hierzu wurden zur Operationsvorbereitung routinemafig
abgenommene Blutproben mittels Prevo-Check®-Test qualitativ und quantitativ analysiert
und die Testergebnisse mit dem Endpunkt einer CIN 3+-Lasion (CIN 3 und Karzinom) in der
postoperativen Histologie verknipft. Praoperativ erhielten zudem alle Probandinnen eine
standardisierte Diagnostik inklusive eines zytologischen Abstrichs, eines HPV-Tests sowie
einer Entnahme histologischer Proben. Als HPV-Test wurde der cobas® 4800-Test verwendet,
welcher auf dem Nachweis der DNA von 14 HR-HPV Typen beruht und bereits als valider HPV-
Test etabliert ist [133, 136].

Die von einem internationalen Konsortium festgelegten Validitatskriterien an HPV-
Testverfahren konnte der Prevo-Check®-Test in vorliegender Studie nicht erfiillen [128]. Auch
mit der Analyse verschiedener DRH1®-Antikorperkonzentrationen, ab derer ein Testergebnis
als positiv gewertet wird, konnte keine ausreichende klinische Leistung fiir den Nachweis von
CIN3+-Ldsionen erreicht werden. Doch auch die Zytologie und der cobas® 4800-Test schnitten
in vorliegender Studie als Screening-Methoden unzureichend ab.

Zusammenfassend konnte bei einer zu geringen Sensitivitat und Spezifitat, einem zu niedrigen
NPV und PPV, sowie einer nicht ausreichenden Ubereinstimmung der gewonnenen Ergebnisse
mit den Ergebnissen des cobas® 4800-Tests, eine Eignung des Prevo-Check®-Tests zum
primdren Zervixkarzinom-Screening nicht belegt werden.

In den vom Zervixkarzinom besonders betroffenen Entwicklungslandern gestaltet sich die
Implementierung eines Zervixkarzinom-Screenings aufgrund fehlender finanzieller und
personeller Ressourcen als besonders schwierig [3]. Um eine Reduktion der Mortalitdt und
Morbiditat zu erreichen, miissen dort eingesetzte Screening-Tests andere Anforderungen als
in Industrienationen, wie beispielsweise eine schnelle Auswertbarkeit oder Kosteneffektivitat,
erflllen [118]. Der Prevo-Check®-Test erreicht, wie in vorliegender Studie gezeigt, nicht die
far ein Industrieland geforderten Validitatskriterien eines Screening-Tests. Da er jedoch die
LMIC-spezifischen Anforderungen erfillt, sollte seine klinische Effektivitdt unter den

besonderen Bedingungen eines LMIC in weiteren Studien untersucht werden.
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