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Zusammenfassung

Bedeutung der Hybrid Capture Methode fur die Diagnostik und Therapie von
Vor- und Friihstadien des Zervixkarzinoms

Rehmsmeier, Cord

Humane Papillomaviren (HPV) sind die am haufigsten auf sexuellem Weg (bertragenen Viren. Ein
vorausgegangener Kontakt mit HPV ist eine notwendige Bedingung fiir die Entstehung des Zervix-

karzinoms. DNA von HPV wird in bis zu 99.7% aller Zervixkarzinome nachgewiesen.

Der Hybrid Capture Test ist ein signalamplifizierendes Hybridisierungsassay zum qualitativen Nach-
weis von HPV-DNA. Der Stellenwert der Methode wurde an einem Risikokollektiv von 664 Patien-
tinnen der Universitatsfrauenklinik Miinster gepriift. Aus diesem Kollektiv wurden Befunde zu HPV-

Préavalenz, Zytologie, Histologie und Immunhistochemie in die Untersuchung eingebracht.

Der Hybrid Capture Test Il (HCT II) ist der alteren Methode HCT | mit einer diagnostischen Sensiti-
vitdt von Uber 90% in der Erkennung zervikaler Dysplasien eindeutig Uberlegen. In der Triage von
Patientinnen mit unklaren zytologischen Befunden erweist sich HCT Il als klinisch wegweisende
Methode. Fur die PAP-Gruppen llk und 11 (ASCUS) werden Sensitivitat und Negativer Pradiktiver
Wert (NPV) fiir die Erkennung héhergradiger Dysplasien mit 99.3% bzw. 99.7% berechnet. SchlieR3-
lich kénnen fiir den HCT Il eine Sensitivitat von 94.7% und ein NPV von 94.2% in der Erkennung
héhergradiger Dysplasien (HGSIL) und Karzinome berechnet werden. Fiir die Zytologie werden Sen-
sitivitdt und NPV mit 86.5% bzw. 87.8% berechnet. Die Daten weisen darauf hin, dass mit einer
gleichzeitigen Anwendung von HPV-Test und Zytologie die Ergebnisse der Krebsfriherkennung
verbessert werden konnten.

Die Immunhistochemie ist mit einer Sensitivitat von 35.6% und einem NPV von 32.1% als HPV-
Nachweisverfahren ungeeignet. Die quantitative Bestimmung von HPV-DNA im Hybrid Capture Test

als ,,Relative Light Units“ (Virusload) eignet sich nicht als Progressionsmarker zervikaler L&sionen.

Die retrospektiv erhobenen Daten deuten auf den groRen potentiellen Nutzen der Hybrid Capture
Methode in der Krebsfriiherkennung. Fir eine endgultige und abschlieende Stellungnahme zur Integ-
ration des HPV-Tests in die bisherige zytologische Krebsvorsorge missen jedoch die Ergebnisse der

noch offenen prospektiven Studien zum primaren HPV-Screening abgewartet werden.
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1 Einleitung
1.1 Humane Papillomaviren und Zervixkarzinom

1.1.1 Historie

Die ersten Berichte ber eine mdgliche Bedeutung von Humanen Papillomaviren bei
der Entstehung des Zervixkarzinoms erschienen in den Jahren 1974 und 1976 durch zur
Hausen et al. (120;121;128). Sie bezogen sich zu diesem Zeitpunkt auf die Beobach-
tung einer Koinzidenz von Genitalwarzen und Gebarmutterhalskrebs oder auf die selte-
ne maligne Konversion von Genitalwarzen (Condylomata acuminata) und waren letzt-
lich theoretische Uberlegungen. 1976 zeigten Meisels et al. durch morphologische Un-
tersuchungen, dass Infektionen des Gebarmutterhalses mit HPV regelmalig auftreten
und h&ufig mit den histologischen Kriterien einer milden Dysplasie assoziiert sind
(69;70). Zu Beginn der achtziger Jahre gelang zur Hausen et al. der direkte Nachweis
neuer HPV-Typen aus Zervixkarzinom-Biopsien (18;35). Die regelméliige Présenz von
Humanen Papillomaviren, insbesondere HPV 16 und 18, in Zervixkarzinomen fiihrte zu
einem gesteigerten Interesse an dieser Virusgruppe und zu einer raschen Expansion des
Forschungsgebietes. Im Jahre 1985 konnten Schwarz et al. nachweisen, dass HPV-DNA
wéhrend der zervikalen Karzinogenese regelméfRig in die Wirtszell-DNA eingebaut
wird, wobei h&ufig spezifische Deletionen im Virusgenom auftreten, die vor allem die
sog. E2- und L2-Region betreffen. Der wichtigste Befund war, dass zwei Gene des
HPV-Genoms, die sog. E6- und E7-Gene, in allen HPV-positiven Zellen aktiviert sind,
was eine zentrale Rolle dieser Gene fir die Krebsentstehung nahelegte (97).

In den achtziger Jahren wurden weitere Eigenschaften der Humanen Papillomaviren,
jetzt als ,,High-Risk-Typen* bezeichnet, ermittelt: Humane Papillomaviren kénnen ein
breites Spektrum verschiedener menschlicher Zellarten in der Gewebekultur immortali-
sieren, wahrend nicht-infizierte Zellen nach mehreren Gewebekulturpassagen absterben
(68). Werden diese immortalisierten Zellen nach mehrjéhriger Kultivierung in immun-

inkompetente Tiere (Nacktmaus) heterotransplantiert, kdnnen diese Zellen spontan ma-



lignes Wachstum entwickeln. Diese Beobachtung belegte das Potential der Hochrisiko-
typen von HPV, als solitdre Karzinogene wirksam zu werden (124;126).

Weitere neue Aspekte ergaben sich, als Howley und Harlow zeigten, dass die HPV-
Onkoproteine E6 und E7 — dhnlich wie die Onkoproteine anderer DNA-Tumorviren -
spezifische zellulare Proteine binden und funktionell veréndern (37;112). Das EG6-
Protein bindet das zelluldre p53-Protein, das neben der DNA-Reparatur und Induktion
von Apoptose auch die Transkription einer Reihe von weiteren Genen reguliert. Die E6-
Bindung fuhrt zu einer funktionellen Inaktivierung und raschen Degradation von p53.
E7 bindet dagegen das zelluldre pRb-Protein, das zundchst als Tumorsuppressor be-
schrieben wurde und eine zentrale Rolle in der Regulation der DNA-Replikation der
Zelle spielt. Die E7-Bindung verursacht eine verstarkte Phosphorylierung. Dadurch
wird dieses Protein aus seiner Bindung mit dem Transkriptionsfaktor E2F gedréngt, den
es zuvor in inaktivem Zustand halt. Die Aktivierung von E2F scheint ein entscheidender

Faktor fur die Stimulierung des Zellwachstums durch diese Virusinfektion zu sein.

In den letzten zehn Jahren wurde in epidemiologischen und molekularbiologischen Stu-
dien eindeutig gezeigt, dass die Infektion mit Humanen Papillomaviren eine notwendige
Ursache fir die Entstehung eines Zervixkarzinoms ist (14;15;76;91;110;122;125). 1995
kam daher eine Konsensus-Konferenz der International Agency for Research on Cancer
(IARC) in Lyon zu dem SchluR: ,,HPV 16 and HPV 18 are carcinogenic to humans* (1).

Insgesamt hat sich die Gruppe der Humanen Papillomaviren in den vergangenen Jahren
zur komplexesten Entitat humanpathogener Erreger entwickelt. Die auferordentliche
Heterogenitat dieser Virusgruppe war in der Vergangenheit nicht voraussehbar. Gegen-
wartig sind Uber 80 verschiedene Genotypen von HPV kloniert und sequenziert. Die
Unterschiede zwischen einzelnen HPV-Genotypen betragen mindestens 10% in der
Nukleotidsequenz der am besten konservierten Genregion, die fur das Strukturprotein
L1 kodiert. Des Weiteren legen Analysen mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
unter Verwendung sog. degenerierter Primer und anschliefender Sequenzanalyse des
Amplifikats nahe, dass mindestens 50-70 weitere Genotypen existieren, ohne dass die

Ursache dieser Typenvielfalt bekannt ist (127).



1.1.2 Molekularbiologie von HPV

Abb.1: Elektronenmikroskopische Aufnahme von HPV (5)

Humane Papillomaviren enthalten eine doppelstrangige, zirkulare DNA mit einer Lange
von etwa 8.000 Basenpaaren (bp). Das Genom von HPV wird dabei in drei Abschnitte
unterteilt: Die ,,upstream regulatory region* (URR) enthalt rund 400 bp und besteht aus
einer Folge von Bindungsstellen flr Transkriptions-Aktivatoren und -Suppressoren. Die
URR reguliert die Transkription der viralen Gene und kontrolliert die Produktion der
HPV-Proteine. Die ,early region* enthalt die genetische Information der viralen On-
koproteine E1, E2, E4, E5, E6 und E7. Die Onkoproteine E6 und E7 haben dabei eine
herausragende Bedeutung fir die Virus-Replikation und maligne Transformation der

Wirtszelle. Das E1-Protein von HPV verfiigt uber ATPase- und Helicase-Eigenschaften,



wéahrend E2 an die URR bindet und die DNA-Transkription aktiviert oder supprimiert.
Die Bindung von E4 an das Zytoskelett bewirkt wahrscheinlich den Kollaps des Zyto-
keratin-Netzwerkes der Wirtszelle. Dieser Vorgang verursacht die charakteristischen
histomorphologischen Verédnderungen HPV-infizierter Zellen (Koilozyten) und beglins-
tigt die Freisetzung von Viruspartikeln aus den Wirtszellen. Das E5-Protein verstarkt
schliellich die EGF-vermittelte Signaltbertragung in der Zelle (81;125). Die ,,late regi-
on* enthalt die HPV-Gene L1 und L2. Diese werden im Verlauf der Virusreplikation

erst spéat transkribiert und kodieren fur die HPV-Kapsidproteine.
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Abb.2: Das zirkulédre Genom von HPV 16 (5)

Der Nachweis von mRNA-Transkripten der Onkoproteine E6 und E7 aus Zellen mani-
fester Zervixkarzinome zeigt, dass die Expression dieser Gene bei der malignen Trans-
formation der Wirtszelle eine zentrale Rolle einnimmt und zur Immortalisierung huma-
ner Keratinozyten beitrdgt. Untersuchungen mittels In-situ-Hybridisierung zeigen zu-
dem, dass die Expression von E6 und E7 mit steigendem Schweregrad einer zervikalen
Dysplasie (CIN I-111) zunimmt (36).

Das HPV-Onkoprotein E6 beeinflult den Zellzyklus der Wirtszelle durch eine direkte
Wechselwirkung mit p53. P53 ist ein Tumorsuppressor und bewirkt den programmier-
ten Zelltod (Apoptose) sowie einen Zellzyklusarrest in der spiten G1-Phase. Den Arrest



der Mitose in der G1-Phase kann die Zelle zur Reparatur von DNA-Schaden nutzen. Die
Bindung von EG6 fihrt zur Proteolyse von p53 (81). E6-Proteine aus HR-HPV-Typen
besitzen dabei eine hohere Affinitat zu p53 als E6-Proteine von LR-HPV-Typen. Die
Inaktivierung von p53 durch E6-Bindung beeintréchtigt die Kontrolle des Zellzyklus
und begunstigt die Akkumulation genetischer Mutationen. Im Vergleich zu anderen
Tumoren, bei denen in der Kanzerogenese haufig Mutationen von p53 auftreten, wird in

Zervixkarzinomen das p53 eher durch Proteinbindung inaktiviert.

Das HPV-Onkoprotein E7 bindet den Tumorsuppressor Rb (Retinoblastoma-Protein)
und dessen verwandte Proteine p107 und p130 (81;125). Diese Proteine nehmen eben-
falls eine zentrale Rolle im Zellzyklus ein, da sie die DNA-Replikation der Zelle in der
S-Phase und die daran beteiligten Proteine regulieren. Bei einer Bindung von E7 an
pRb, p107 oder p130 werden diese Kontrollfunktionen beeintrachtigt, es kommt zur
unkontrollierten Transkription von Zellzyklus-abhangigen Genen. Das E7-Protein von
HPV 6 hat dabei eine geringere Affinitat zu pRb als das E7 von HPV 16 und HPV 18.
AuBerdem wirken E6 und E7 auf den Zellzyklus, indem sie die Bildung von zyklusre-
gulierenden Kinasekomplexen beeinflussen.

Insgesamt wird die Aktivierung der Promotor-Regionen von E6 und E7 durch virusspe-
zifische Proteine (E2), zelluldre Transkriptionsfaktoren (YY1, AP-1, SP1) und Kerati-
nozyten-spezifische Faktoren (TEF-1, TIF) reguliert (108). Die Bindung dieser Faktoren
erfolgt dabei an Akzeptorsequenzen innerhalb der URR. Jede Schadigung der komple-
xen Regulationsmechanismen durch HPV-Integration oder Deletion von URR-Regionen
kann eine unkontrollierte Expression von Onkogenen und die weitere maligne Trans-
formation der Zelle zur Folge haben.

Geringgradige zervikale Dysplasien enthalten HPV-DNA zumeist in zirkuldrer, episo-
maler Form, beim manifesten Zervixkarzinom ist die DNA in etwa 70% der Félle in das
Wirtsgenom integriert (29). HPV-DNA integriert sich dabei immer in der Genregion der
E1/E2-Leseraster, was mit einem Funktionsverlust dieser Proteine einhergehen kann.
Durch die unkontrollierte Aktivierung zellularer Gene und Deregulation viraler Onko-
gene fihrt die Integration von HPV-DNA in das Wirtsgenom zu einer komplexen zellu-

laren Regulationsstérung und zur malignen Transformation der Wirtszelle.



Molekularbiologische Untersuchungen zeigen weiterhin, dass héhergradige Dysplasien
(CIN H-11) mit HR-HPV-Typen assoziiert sind und immer einen monoklonalen Ur-
sprung haben. Leichtgradige Dysplasien (CIN 1) sind indessen in 30% der Falle po-
lyklonalen Ursprungs und korrelieren mit einer Infektion durch LR-HPV-Typen (82).

1.2 Zervixkarzinom - Entstehung und Epidemiologie

1.2.1 Vor- und Fruhstadien des Zervixkarzinoms

Am Gebarmutterhals finden sich charakteristische und abgrenzbare Epithelabschnitte:
auflen das originare mehrschichtige nicht verhornende Plattenepithel und innen die vom
muzinds differenzierten Zylinderepithel ausgekleidete Zervix. Die Zervixschleimhaut
kann oberflachlich von Plattenepithel bedeckt sein (11). Die Transformationszone des
Zervixepithels, also die Grenze zwischen Platten- und Zylinderepithel, ist dabei Pradi-
lektionsort der zervikalen Karzinogenese. Histologisch finden sich hier eine vermehrte
Mitoseaktivitat sowie Zellreifungs- und Differenzierungsvorgange, die diesen Epithe-
labschnitt vulnerabel und empféanglich fir Infektionen und andere exogene Einfliisse
machen. Der grofite Anteil der Vor- und Frihstadien des Zervixkarzinoms ist im Be-
reich der Transformationszone lokalisiert. Von besonderer Bedeutung ist dabei die al-
tersabhangige Lokalisation der Transformationszone: Bei jungen Frauen ist die Grenze
von Plattenepithel und Zylinderepithel physiologischerweise an der Zervixoberflache
lokalisiert (Ektopie), wéhrend sich diese Grenze bei &lteren (peri- oder postmenopausa-
len) Frauen nach endozervikal verlagert. Demgemal entstehen bei jungen Frauen die
Frih- und Vorstadien eines Zervixkarzinoms eher an der Zervixoberflache, bei alteren
Frauen sind diese endozervikal zu erwarten.

Dysplasien der Zervix werden definiert durch zelluldre und nukleédre Atypien, Verande-
rungen der Zellstruktur sowie Stérungen der Epithelausreifung und des Gewebeaufbaus.
1973 wurde von Richart der Begriff der zervikalen intraepithelialen Neoplasie (cervical
intraepithelial neoplasia - CIN) fiir dysplastische Verédnderungen der Zervix gepragt
(89). Bei der leichten Dysplasie (CIN I) zeigt das basale Drittel des Epithels eine gestei-
gerte Proliferation atypischer Zellen, die oberen zwei Drittel sind ausdifferenziert. Sind



zwei Drittel des Epithels durch atypische Zellen ersetzt, liegt eine méRige Dysplasie
(CIN 1I) vor. Histologisch ist bei CIN I-11 mithin noch eine angedeutete Epithelausrei-
fung vorhanden, bei der schweren Dysplasie und dem Carcinoma in situ der Zervix
(CIN 111) besteht dagegen ein vollstandiger Schichtungsverlust des Epithels. Mitosevor-
géange finden sich dann nicht nur im Bereich der Basalzellschicht, sondern in allen Epi-
thelschichten, wobei eine Stromainvasion noch nicht nachweisbar ist.

Morphologische Kriterien einer zervikalen HPV-Infektion sind der Nachweis von Koi-
lozyten, Kondylomen, Dyskeratozyten und einer Bi- oder Multinukleation der Plattene-
pithelien (major changes) sowie KernvergroRerung, nukledre Hyperchromasie, Parake-
ratose, Akanthose und ein makroskopisch nachweisbarer Glykogenmangel des Epithels
(minor changes). Der Koilozyt wurde 1956 erstmals von Koss und Durfee beschrieben
(58) und ist durch eine perinukledre Zytoplasmaaufhellung und Halo-Bildung charakte-
risiert. Diese Morphologie entsteht durch einen Kollaps des zytoplasmatischen Zytoke-
ratin-Netzes im Plattenepithel, verursacht durch das E4-Protein von HPV (34). Der Kol-
laps des Zytokeratins erlaubt die Freisetzung von Viruspartikeln und ist Zeichen einer
produktiven Infektion. Dabei besteht eine inverse Korrelation zwischen morphologisch
nachweisbaren HPV-bedingten Veranderungen und dem Schweregrad der CIN-Lé&sion:
Je fortgeschrittener die CIN ist, desto seltener werden die genannten major changes be-
obachtet (44;50).

Zu den Frihstadien des Zervixkarzinoms gehoren die friihe Stromainvasion und das
sog. Mikrokarzinom, bei denen das maligne Geschehen die Epithelgrenze bereits (ber-
schritten hat und in das subepitheliale Gewebe eingedrungen ist. Histologisch finden
sich zumeist atypische Plattenepithelauslaufer im aufgelockerten subepithelialen Stro-
ma. Typisch ist eine entzindliche Infiltration in der Umgebung der friihinvasiven Her-
de.

Insgesamt erfolgt die Stadieneinteilung fur das Zervixkarzinom nach der FIGO- und der
TNM-Klassifikation (28;114) (s. Anhang I).

Histologisch ist das manifeste Zervixkarzinom in den meisten Fallen ein Plattenepithel-
karzinom. Eine Untersuchung an Gber 8.500 invasiven Zervixkarzinomen ergab in 77%
der Falle ein Plattenepithelkarzinom, 11% wurden als Adenokarzinom und 2.5% als
adenosquamases Karzinom identifiziert, die Ubrigen entfielen auf andere Zelltypen oder

unspezifizierte epitheliale Tumoren (96).



Die Zytogenetik manifester Zervixkarzinome zeigt in tiber 95% der Félle chromosomale
Aberrationen (103). Bei Untersuchungen an Zervixkarzinomen und praneoplastischen
Lasionen wurden dabei haufig Aberrationen an den Chromosomen 1 (9;98;115), 3
(22;56;119) und 11 (42) beobachtet. Atkin et al. beschrieben zudem Verénderungen der
Chromosomen 4, 5, 6, 13, 17, 18 und 21 (10), wobei in frihen Stadien der Karzinogene-
se der Verlust der Region 5p15 bedeutsam ist, bei maligner Progression zeigen sich
haufig Veranderungen der Region 3p13-21. Durch die Untersuchung dieser Bruchpunk-
te konnen Gene identifiziert werden, die an der Tumorentstehung beteiligt sind. Zudem
deuten Allel-Verluste (LOH) der Chromosomen 9q, 10q und 17p (53), 4q, 5p, 11p und
18p (73) und 1p, 1q, 29, 3q, 59, 6p, 69, 99, 10q, 11p, 11q, 17p und 17q (104) auf eine

Bedeutung dieser chromosomalen Loci in der zervikalen Karzinogenese.

1.2.2 Epidemiologie des Zervixkarzinoms

Gebarmutterhalskrebs steht weltweit an zweiter Stelle der tumorassoziierten Todesursa-
chen bei Frauen, annahernd 350.000 Frauen sterben jahrlich an dieser Erkrankung. In
Deutschland hat die Mortalitat des Zervixkarzinoms in den letzten Jahrzehnten durch
neue Behandlungsmethoden und das 1971 eingefiihrte Gesetzliche Krebsfriiherken-
nungsprogramm (GKFP) abgenommen (8). Im Vergleich zu anderen europdischen L&n-
dern ist die Mortalitatsrate in Deutschland jedoch hoch. Mit einer standardisierten Mor-
talitatsrate von 4.4 auf 100.000 Patientinnen lag Deutschland 1993 unter den Landern
mit der hochsten Mortalitatsrate in Westeuropa (2;39). Zwei Prozent der Todesfélle
durch Tumorerkrankungen sind bei Frauen in Deutschland durch das Zervixkarzinom
bedingt. Die Mortalitatsrate des Zervixkarzinoms liegt in Deutschland hoher als in
Nachbarlandern wie den Niederlanden, Frankreich oder Italien.

Die Inzidenz des Zervixkarzinoms in Deutschland betrug 1997 zwischen 12.0 von
100.000 (altersstandardisiert mit der ,,BRD-Standardbevélkerung®) im Saarland (4) und
13.6 von 100.000 (altersstandardisiert mit der Europabevolkerung) in Ostdeutschland
(6). Deutschland, Norwegen und Danemark verzeichnen dabei die hdchsten Inzidenzra-
ten in Europa. Die Inzidenzraten flr Frauen im Alter von 35 bis 64 Jahren lagen 1997
im Saarland bei 18.2 von 100.000 und in Ostdeutschland bei 21.2 von 100.000. Die
Zahl der Neuerkrankungen liegt fur das invasive Zervixkarzinom bei etwa 7.000 pro



Jahr (2;8;39). Damit hat das Zervixkarzinom einen Anteil von 4 Prozent an allen Krebs-
erkrankungen der Frau. Verglichen mit anderen Malignomen ist das mittlere Erkran-
kungsalter fur das Zervixkarzinom mit 54 Jahren relativ niedrig (8). Die Inzidenz von
Vor- und Frihstadien des Zervixkarzinoms liegt im Vergleich zum manifesten Zervix-
karzinom um das 100fache hoher. In Deutschland betrégt die Inzidenz schwergradiger
Dysplasien des Gebarmutterhalses etwa 1 Prozent (ca. 300.000 Frauen pro Jahr) (92).

Trends der Inzidenz fiir ausgewéahlte Registerregionen und
Deutschland insgesamt sowie Mortalitat Deutschland insgesamt
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Abb.3: Inzidenz und Mortalitat des Zervixkarzinoms in Deutschland (8)

Abbildung 3 zeigt den Verlauf von Inzidenz und Mortalitat des Zervixkarzinoms seit
der Einflhrung des Gesetzlichen Krebsvorsorgeprogramms bis zum Jahr 1998. In
Deutschland existiert kein landesweites Krebsregister, so dass die Zahl der Neuerkran-
kungen nur geschatzt werden kann. Das Saarland verflgt Gber das einzige kontinuierli-
che Krebsregister in Deutschland. Dort wurde nach Einfiihrung der Vorsorge im Jahr
1971 uber 10 Jahre eine deutliche Senkung und nachfolgend eine Stagnation der Inzi-
denz registriert. Das epidemiologische Krebsregister fur den Regierungsbezirk Munster

besteht erst seit 10 Jahren, die Registrierung in Hamburg endet 1979.



Neben der Inzidenz werden auch fir die Mortalitdt des Zervixkarzinoms seit Jahren
gleichbleibende Zahlen verzeichnet. Die Hauptursache dieser Beobachtung ist der grof3e
Anteil von Frauen, die nicht am Vorsorgeprogramm teilnehmen (60). Jede Frau ab dem
20. Lebensjahr kann seit 1982 eine j&hrliche zytologische Friherkennungsuntersuchung
wahrnehmen. Tatséchlich lag der Anteil der teilnehmenden Frauen im Jahr 1997 zwi-
schen 36 und 51 Prozent (3;55). Insbesondere &ltere Frauen und Frauen aus niedrigeren
sozialen Schichten, die nicht an der Vorsorge teilnehmen, tragen ein hohes Erkran-
kungsrisiko (33;55).

Von der Etablierung neuer Methoden zur Erhéhung der Sensitivitat der Krebsvorsorge
profitieren ausschlielflich Patientinnen, die bereits am Zervixkarzinom-Screening teil-
nehmen. Die Senkung der Inzidenz- und Mortalitdtszahlen wird dadurch keine durch-
greifende Veranderung erfahren, sondern erfordert die ausgedehnte Rekrutierung von
Frauen, die bislang nicht an der Vorsorge teilnehmen (60).

1.2.3 Naturlicher Verlauf der HPV-Infektion

Humane Papillomaviren sind die am haufigsten auf sexuellem Wege Ubertragenen Viren
(19). Junge Frauen zeigen eine hohe genitale HPV-Prévalenz, die mit zunehmendem
Alter abnimmt (12;20;46;99;113). Die mediane Dauer einer neuerworbenen HPV-
Infektion betrégt acht Monate (95% KI: 7-10 Monate), 80% der Infektionen bilden sich
spontan zuriick (49). 20% der Infektionen persistieren und weniger als 5% der infizier-
ten Frauen entwickeln ein Zervixkarzinom (123). Insbesondere persistierende Infektio-
nen mit Hoch-Risiko-HPV-Typen korrelieren, vor allem bei dlteren Frauen, mit der
Entwicklung  schwergradiger  Dysplasien und  invasiver  Zervixkarzinome
(48;49;59;78;111;118).

1.3 HPV-Nachweisverfahren

Unter den verschiedenen Verfahren zum Nachweis Humaner Papillomaviren einschliel3-
lich Immunhistochemie, Serologie, Southern-Blot- und Dot-Blot-Hybridisierung sowie

In-situ-Hybridisierung eignen sich zur Zeit nur zwei Methoden fur den Einsatz in der
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Routinediagnostik: der Hybrid Capture Test und die Polymerase-Kettenreaktion (PCR).
Mit diesen Methoden wird die DNA von HPV nachgewiesen. Die Integration von DNA

in das Wirtsgenom und die Intensitéat der E6 / E7-Expression werden nicht erfasst (72).

1.3.1 Hybrid Capture Test

Der Hybrid Capture Test ist ein signalamplifizierendes Hybridisierungsassay zum quali-
tativen Nachweis der DNA Humaner Papillomaviren und zentraler Gegenstand der vor-
liegenden Untersuchung. Die genaue Funktionsweise dieses Assays soll daher nachfol-
gend im Kapitel ,,Material und Methoden* erldutert werden (s. Seite 19). Mit einer
,Low-Risk"-Sonde und einer ,High-Risk*“-Sonde kann der Hybrid Capture Test zwei
Risikogruppen von HPV nachweisen und unterscheiden. Insgesamt werden 18 genitale
HPV-Typen von der neuen Version des Assays (Hybrid Capture 1) erfasst. Eine Identi-
fizierung einzelner Virustypen innerhalb der beiden Risikogruppen ist nicht mdglich.

1.3.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Der Nachweis von HPV-DNA mit der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) besitzt eine
hohe Sensitivitat und wurde in einer groRen Zahl klinischer und epidemiologischer Stu-
dien eingesetzt. Mit Konsensus-Primern werden konservierte Sequenzen des viralen
Genoms amplifiziert und anschlieBend durch typenspezifische ldentifikation nachge-
wiesen. Diese Konsensus-Primer-Systeme ermdglichen die Amplifikation eines weiten
Spektrums von HPV-Genotypen. Das effektivste Konsensus-System befindet sich dabei
innerhalb der konservierten Regionen des HPV-Genoms, dem L1 ,,open reading frame*
(ORF). Insgesamt werden degenerierte und nicht-degenerierte Konsensus-Primer-Typen

unterschieden.
e Degenerierte Primer sind weniger typenspezifisch und stellen ein Gemisch von

Primern dar, deren Sequenzen sich an bestimmten Positionen unterscheiden. Sie

kdnnen eine groRe Zahl an HPV-Genotypen amplifizieren.
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e Nicht-degenerierte Primer bestehen aus einer definierten Nukleotid-Sequenz, die
HPV-typenspezifisch ist. Es treten daher wenige Nicht-Ubereinstimmungen bei
der DNA-Amplifikation der verschiedenen HPV-Typen auf.

Insbesondere zwei Systeme werden fir die HPV-Detektion mittels PCR eingesetzt:

e Die MY09/MY11-Primer, zuerst beschrieben von Manos et al. (67).

e Die General Primer GP5/GP6, zuerst beschrieben von Snijders et al.
(100;109) und modifiziert als GP5+/GP6+ von Jacobs et al. (51). Beide Pri-
mer amplifizieren eine unterschiedliche Region aus dem L1 ORF von HPV.

Die L1-Konsensus-Primer (MY09/MY11) amplifizieren eine 448-454 Basenpaare lange
Region des L1 ORF. Die Primer wurden degeneriert, um die Sequenzvariationen der
verschiedenen HPV-Typen zu erfassen. Fur den Nachweis des PCR-Produktes durch
Southern-Hybridisierung wird ein Gemisch von L1-Fragmenten aus HPV 16, 18, 51 und
56 als generische Probe verwendet, HPV-typenspezifische Proben werden von 23 HPV-
Typen und drei unklassifizierten HPV-Typen benutzt. Die Proben werden mit Biotin
markiert und die Hybridisierung durch Chemilumineszenz durchgefiihrt, das Testergeb-

nis kann an Mikrotiterplatten abgelesen werden.

Bei der General Primer-PCR wurde anfanglich der Primer GP5/GP6 mit einer L&nge
von 20 Nukleotiden eingesetzt. Diese Nukleotide waren homolog zu der korrespondie-
renden L1 ORF Region der HPV-Typen 6, 11, 16, 18, 31 und 33. Die Zielsequenz um-
fasste eine Region von etwa 140-150 Basenpaaren der verschiedenen HPV-Genome und
erlaubte den Nachweis von mindestens 26 verschiedenen HPV-Typen. Klinische Pro-
ben, die nach Untersuchung mit dem General Primer HPV-positiv sind, kdnnen noch-
mals mit typenspezifischen Primern amplifiziert werden (HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33).
Diese Methode wurde modifiziert, indem hochkonservierte Sequenzen in der Nahe des
3"-Endes der GP5- und GP6-Primer mit eingeschlossen wurden (drei Nukleotide fur
GP5 und finf Nukleotide fir GP6). Durch die Benutzung dieser verlangerten Primer
(GP5+/GP6+) konnen je nach vorliegendem HPV-Typ zwischen 10 und 200 HPV-

Kopien nachgewiesen werden.

12



Zwei Gemische von typenspezifischen Oligonukleotid-Proben werden fur die Untersu-
chung des GP5+/GP6+ PCR-Produktes verwendet, eines fur den Nachweis von 14 HR-
HPV-Typen und eines fir den Nachweis von sechs LR-HPV-Typen.

Im direkten Vergleich liefern die genannten HPV-Nachweismethoden anndhernd identi-
sche Sensitivitaten fur den Nachweis von HPV-DNA. Peyton et al. konnten bei der Ge-
geniberstellung von Hybrid Capture 11 und MY09/MY11-PCR in ber 90% der unter-
suchten Félle eine Ubereinstimmung in der Detektion von HR-HPV-DNA ermitteln
(84), ebenso zeigen GP5+/GP6+ und MYQ09/MY11 sehr gut vergleichbare Ergebnisse
(86).

1.4 Fragestellung und Inhalt der Arbeit

Das Thema der vorliegenden Arbeit ist die Entstehung von Gebarmutterhalskrebs durch
eine Infektion mit Humanen Papillomaviren. Im Mittelpunkt der Untersuchung steht der
Hybrid Capture Test zum Nachweis von HPV-DNA. Die klinische Anwendung und der
Stellenwert der Methode wurde an Patientinnen der Universitatsfrauenklinik Miinster
geprift. Im Kapitel ,,Material und Methoden* werden der Hybrid Capture Test und das
Kollektiv der Patientinnen beschrieben. Das Kapitel ,,Ergebnisse* liefert insbesondere
Daten zur Validitat der Hybrid Capture Methode. AnschlieRend werden die wichtigsten
aus dem Kollektiv erhobenen Daten mit den Ergebnissen anderer Autoren verglichen
und diskutiert. Die Bedeutung des Hybrid Capture Test flr die Pravention, Diagnostik
und Therapie des Zervixkarzinoms wird dabei besonders herausgestellt.
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2 Material und Methoden

2.1 Aufbau der Untersuchung und Patientenkollektiv

Zur Untersuchung der Fragestellung, welche Bedeutung der Nachweis von HPV-DNA
mit der Hybrid Capture Methode fiir die Erkennung und Behandlung von Vor- und
Frihstadien des Zervixkarzinoms hat, wurden Daten von insgesamt 664 Patientinnen
der Universitatsfrauenklinik Minster analysiert.

Aus diesem Patientenkollektiv wurden folgende Befunde (Zielgréen) in die Untersu-

chung eingebracht:

e Zytologie
e HPV- Infektion
e Histologie

e Immunhistochemie

Die Befunde zu Zytologie und HPV-Testung (Hybrid Capture) waren zum Zeitpunkt
der Untersuchung bereits im Zytologischen Labor der Universitatsfrauenklinik Miinster
dokumentiert. Die Befunde zu Histologie und Immunhistochemie konnten aus der Da-
tenbank des Instituts fir Pathologie der Universitat MUnster erfat werden. Die Art der
Untersuchung ist demnach als retrospektiv zu bezeichnen.

Der Zeitraum der Datenerfassung erstreckt sich von Marz 1997 bis Juli 1999, wobei
insgesamt 664 Frauen im Alter von 18 bis 85 Jahren (Durchschnittsalter: 37,6 Jahre) in
die Untersuchung Eingang fanden.

Alle erhobenen Befunde zu den angefiihrten Patientinnen wurden ausschlielilich in ver-
schiedenen Sprechstunden der Universitatsfrauenklinik Minster ermittelt:

e Allgemeine Gynékologische Sprechstunde
e Dysplasie-Sprechstunde
e Endokrinologische Sprechstunde

e Schwangerschaftssprechstunde und Risiko-Schwangerschaftssprechstunde
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e Sterilitatssprechstunde

GemaR den besonderen Problemstellungen, die in diesen Sprechstunden behandelt wer-
den, ergeben die hier untersuchten Frauen ein spezielles Kollektiv, welches nicht mit

dem allgemeinen Vorsorgekollektiv verglichen werden kann.

Die einzelnen Sprechstunden werden in der Regel erst dann aufgesucht, wenn (auswar-

tig) auffallige oder unklare Befunde ermittelt wurden:

e Diagnose einer auffalligen Zytologie der Cervix uteri (Gruppe Il nach Papani-
colaou und héher)

o eventuell (wiederholter) Nachweis einer HPV-Infektion im unteren Genitalbe-
reich

e Diagnose einer auffélligen Klinik im unteren Genitalbereich (Vulva, Vagina o-
der Cervix uteri)

o auffallige kolposkopische Untersuchung

e Diagnose einer hohergradigen Zytologie der Cervix uteri im Verlauf einer
Schwangerschaft

Des Weiteren werden die einzelnen Sprechstunden von Patientinnen aufgesucht, die
sich aufgrund bestimmter Krankheitsbilder in der Betreuung und Nachsorge der Univer-

sitatsfrauenklinik befinden:

e Patientinnen nach Behandlung maligner gynékologischer Tumoren (Operation,
Chemotherapie, Bestrahlung)

e Patientinnen mit schweren Infektionskrankheiten und Immunsuppression (HIV
und AIDS, Z.n. Organtransplantation)

e Patientinnen mit einer Risikoschwangerschaft durch das Auftreten einer zervika-
len intraepithelialen Neoplasie

e Patientinnen in der Nachsorge von operativen Behandlungen einer zervikalen

intraepithelialen Neoplasie durch Konisation
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2.2 Auswahlkriterien

Im Mittelpunkt der Datenerfassung stand die Erkrankung des Gebarmutterhalses im
Sinne einer zervikalen intraepithelialen Neoplasie und die mdgliche Assoziation dersel-

ben mit einem Befall durch Humane Papillomaviren.

Erstrangiges EinschluBkriterium fir die Aufnahme einer Patientin in die Untersuchung
war das Vorliegen eines HPV-Befundes aus Untersuchungsmaterial von Portio uteri
und/ oder Zervikalkanal.

Als Verfahren zur Testung auf Humane Papillomaviren diente der sogenannte Hybrid-
Capture HPVV-DNA-Test. Von diesem Test existieren eine &ltere und eine neue Version,
bezeichnet als Hybrid Capture Test I und Il. Die neue Testversion wird an der Universi-
tatsfrauenklinik Minster seit Mai 1998 verwendet, die &ltere Testversion wurde vom
Marz 1997 bis Juni 1998 eingesetzt.

Aus der Gesamtzahl der 664 untersuchten Falle verteilen sich 220 Patientinnen auf den
Hybrid Capture Test | und 444 Patientinnen auf den Hybrid Capture Test II.

Zweites EinschluBkriterium war das Vorliegen eines zytologischen Abstriches von Por-
tio uteri und/ oder Zervikalkanal, dessen Ergebnis in sinnvollem zeitlichen Zusammen-
hang mit dem Befund des HPV-Tests stehen mufite. In der Regel erfolgte die Material-
entnahme bei der Patientin fir beide Methoden innerhalb derselben gynékologischen

oder kolposkopischen Untersuchung.

Bei entsprechender Indikation wurde in diagnostischer oder therapeutischer Absicht
Gewebe von Portio uteri und/ oder Zervikalkanal entnommen. Die Befunde dieser histo-
logischen Praparate wurden in die Datenanalyse aufgenommen.

An einem Teil der histologischen Praparate waren immunhistochemische Féarbungen
angefertigt worden, deren Ergebnisse ebenfalls in die Untersuchung einbezogen wur-
den.

Nicht in die Untersuchung aufgenommen wurden Daten, fiir deren Bestimmung Materi-

al von Vulva, Vagina oder Fornix vaginae entnommen wurde.
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2.3 Methoden

2.3.1 Hybrid Capture Test Il

Der dieser Untersuchung zugrundeliegende HPV-DNA-Test basiert auf der Hybrid Cap-
ture Methode, die von der Firma Digene Diagnostics (Digene Corporation, 1201 Clop-
per Road, Gaithersburg, MD 20878, USA) entwickelt wurde.

Es handelt sich dabei um ein signalamplifizierendes Hybridisierungsassay zum qualita-
tiven Nachweis der DNA Humaner Papillomaviren.

Das Assay kann dabei zwei HPV-Gruppen nachweisen und unterscheiden: Mittels einer
»low- risk“-Sonde die HPV-Typen 6/ 11/ 42/ 43/ 44 und mittels einer ,,high-risk“-Sonde
die HPV-Typen 16/ 18/ 31/ 33/ 35/ 39/ 45/ 51/ 52/ 56/ 58/ 59/ 68.

Insgesamt werden 18 HPV-Typen mit diesem Testverfahren erfasst — eine Identifizie-

rung einzelner Virustypen innerhalb der beiden Gruppen ist nicht méglich.

Materialgewinnung

Zur Gewinnung des Probenmaterials wird wahrend der gynékologischen oder kol-
poskopischen Untersuchung ein spezielles, konusférmig zulaufendes Burstchen ver-
wendet, der sog. Digene Cervical Sampler.

Nach Reinigung des dufReren Muttermundes wird diese Burste etwa 1-1,5 cm in den
Muttermund eingefiihrt, bis die grofiten Borsten die Ektozervix beriihren. Danach wird
die Birste dreimal entgegen dem Uhrzeigersinn gedreht und wieder aus dem Zervikal-
kanal entfernt. In einem Rohrchen mit Transportmedium kann die Birste schlieRlich zur

weiteren Verarbeitung versandt werden.

Testablauf (s. Anhang I1)

Im Zytologischen Labor der Universitatsfrauenklinik Munster steht die komplette Aus-
stattung fir die Durchfiihrung der Hybrid Capture Methode zur Verfugung.
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Im ersten Schritt des Testprotokolls erfolgt die Denaturierung der von Portio uteri und
Zervikalkanal abgestrichenen Zellen mittels verdinnter NaOH-Ldsung.

Die aus den Zellen freigesetzte DNA wird dann mit spezifischen HPV-RNA-Sonden
hybridisiert. Hierbei enthalt die HPV-Sonde A die Gruppe der ,low-risk“-Viren (HPV
6/ 11/ 42/ 43/ 44), die HPV-Sonde B die Gruppe der ,,high-risk*-Viren (HPV 16/ 18/
31/ 33/ 35/ 39/ 45/ 51/ 52/ 56/ 58/ 59/ 68). In diesem zweiten Schritt entstehen mithin
DNA / RNA-Hybride, wenn die untersuchten Zellen HPV-DNA-Zielsequenzen enthal-
ten.

Die néchste Phase beinhaltet den Capture-Schritt des Hybrid-Capture-Protokolls, denn
jetzt werden die hergestellten DNA / RNA-Hybride an der Oberflache einer Mikroti-
terplatte gebunden. Jede Vertiefung dieser Mikrotiterplatte enthélt an ihrer Innenseite
anti-RNA / DNA-Antikorper, auf denen die Hybride immobilisiert werden.

Im AnschluR an den Capture-Schritt werden Antikorper in die Mikrotitervertiefungen
eingebracht, die mit Alkalischer Phosphatase (AP) konjugiert sind und ebenso wie die
stationaren Antikorper spezifisch fir DNA / RNA-Hybride sind.

Zuletzt erfolgt die eigentliche Nachweisreaktion mittels Chemolumineszenz. Ein spe-
zielles Reagenz dient als Substrat der Alkalischen Phosphatase, bei der folgenden en-
zymatischen Reaktion wird Licht emittiert.

Eine Amplifikation des Lichtsignals wird dadurch erreicht, dal3 jeder Antikorper der
fltissigen Phase mit mehreren Molekiilen AP konjugiert ist und viele Antikorper an je-
des immobilisierte Hybrid binden.

Die Lichtemission wird in einem Luminometer gemessen und in ,,Relative Light Units*
(RLU) angegeben. Das Ausmal} der gemessenen Lichtemission zeigt an, ob das Materi-
al des Zellabstriches HPVV-DNA-Sequenzen enthielt.
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Qualitatskontrolle (\alidierung)

Bei jedem Assay werden neben den Patientenproben jeweils drei Positivkontrollen und

drei Negativkontrollen getestet.

Die Positivkontrolle flr die Sonde A enthélt 1,0 pg/ml HPV 11-DNA, die Positivkon-
trolle flr die Sonde B enthalt 1,0 pg/ml HPV 16-DNA, jeweils in Transportmedium mit
Trager-DNA. 1,0 pg/ml HPV-DNA entspricht etwa 5000 HPV-Genomen/ml.

Die Negativkontrollen enthalten hingegen nur Trager-DNA in Probentransportmedium.

Die Werte der Kontrollansatze durfen einen Variationskoeffizienten (%CV) von
25% nicht Uberschreiten. Liegt der Variationskoeffizient >25%, wird derjenige
Kontrollwert verworfen, der am weitesten vom Durchschnittswert entfernt ist.
Mit den verbleibenden zwei Kontrollwerten wird der %CV erneut berechnet.
Liegt die Differenz zwischen den beiden Einzelwerten und dem Durchschnitts-
wert unter 25%, kann der Test fortgesetzt werden. Uberschreitet die Differenz
den Koeffizienten, wird der Testansatz ungultig.

Der Durchschnittswert der Negativkontrollen darf 250 RLU nicht tberschreiten.
Liegt der Wert dartiber, wird der Testansatz ungultig.

Die Durchschnittswerte der Positivkontrollen (PCx) und der Negativkontrollen
(NCXx) liefern den PCx/ NCx-Quotienten.

Der Testansatz ist dann giiltig, wenn der PCx/ NCx-Quotient > 2,0 ist:

Testvalidierung/ Akzeptable Bereiche

PCA/NCA>2,0
PCB/NCB > 2,0

Berechnung des Grenzwertes

Ist der Testansatz gultig, kann der Grenzwert zur Ermittlung der positiven Patientenpro-

ben berechnet werden. Beispielrechnung fiir die HR-HPV-Sonde B:

19



NC RLU Werte

PCB RLU Werte

97 312

101 335

91 307
Durchschnittswert 96 318
% CV 49 4,7
PCBx/ NCx NA 3,31

Der positive Cut off fir Sonde B (PCBXx) ist hier 318, samtliche RLU-Werte der Patien-

tenproben werden zu diesem Grenzwert ins Verhéltnis gesetzt.

Interpretation der Ergebnisse

Patientenproben mit einem RLU/ PCAx-Quotienten > 1,0 fiir die HPV-Sonde A
sind ,,positiv“ fur einen oder mehrere der HPV-Typen 6/ 11/ 42/ 43 oder 44.
Patientenproben mit einem RLU/ PCBx-Quotienten > 1,0 flr die HPV- Sonde B

werden als ,,positiv* fir einen oder mehrere der HPV-Typen 16/ 18/ 31/ 33/ 35/

38/ 45/ 51/ 52/ 56/ 58/ 59 oder 68 gewertet.

Patientenproben mit einem RLU/ PCx-Quotienten <1,0 werden als ,,negativ*

oder ,,nicht nachweisbar* fur die 18 getesteten HPV-Typen interpretiert. Entwe-
der sind keine HPV-DNA-Sequenzen vorhanden oder die HPV-DNA-Menge

liegt unterhalb der Nachweisgrenze des Tests.

Wenn der RLU/ PCx-Quotient einer Probe nahe an 1,0 liegt und eine HPV-

Infektion vermutet wird, sollten alternative Testverfahren oder eine Probenwie-

derholung durchgefiihrt werden.
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2.3.2 Hybrid Capture Test |

Der Hybrid Capture Test | der Fa. Digene Diagnostics arbeitet nach den gleichen Test-
prinzipien wie der Hybrid Capture Test Il (s. Abschnitt 2.3.1).
Die Vorgéngerversion | zeigt zwei wesentliche Unterschiede in der Detektion von DNA

Humaner Papillomaviren:

1. Die analytische Sensitivitat des Tests ist um das Zehnfache geringer als beim
Hybrid Capture Test 1l. Die Nachweisgrenze von HPV-DNA liegt bei 10,0 pg
DNA/mI, das entspricht etwa 50.000 HPV-Genomen/ml.

Beim Hybrid Capture Test Il liegt diese Grenze bei 1,0 pg DNA/mI, die Nach-

weisgrenze sinkt im Testansatz auf etwa 5.000 HPV-Genome/ml.

2. Die ,high-risk“-Sonde B des Hybrid Capture Test | erkennt 9 verschiedene Vi-
rustypen, HPV 39/ 58/ 59/ 68 sind im Gegensatz zu Hybrid Capture Il nicht ent-
halten.

Hybrid Capture | erfallt demnach insgesamt 14 HPV-Typen, wobei die “low-
risk”-Typen identisch mit Hybrid Capture 1l sind.

2.3.3 Zytologie nach Papanicolaou

Das Material der zytologischen Abstriche von Portio uteri und Zervikalkanal wurde
unmittelbar nach der Entnahme in feuchtem Zustand fixiert. Die weitere Verarbeitung
und endgultige Bewertung des Abstrichmaterials erfolgte im Zytologischen Labor der
Universitatsfrauenklinik Minster.

Fur die Farbung der Préaparate kam die laboriibliche Methode nach Papanicolaou (siehe
Anhang Il1) zur Anwendung.

Als Grundlage zur mikroskopischen Bewertung der hergestellten zytologischen Prapa-
rate diente die in Deutschland etablierte Miinchener Nomenklatur Il fir gynékologische
Zytodiagnostik (siehe Anhang 1V).
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In der vorliegenden Arbeit findet zusétzlich die PAP-Gruppe 11k Verwendung, die in
der offiziellen Nomenklatur nicht aufgefihrt ist. Der zytologische Befund PAP 11k stellt
einen Abstrich unklarer Dignitéat dar. Aufgrund entzindlicher oder degenerativer Ver-

anderungen ist die eindeutige Bewertung und Einordnung des Zellbildes nicht mdglich.

2.3.4 Histologie

Bei 286 Patientinnen wurde im Rahmen kolposkopischer Untersuchungen oder operati-
ver Eingriffe Gewebsmaterial von Portio uteri und Zervikalkanal gewonnen.

Ergebnisse von 194 Histologien konnten dabei in die Datenanalyse des Hybrid Capture
Test 11, Ergebnisse von 92 Histologien in die Datenanalyse des Hybrid Capture Test |
einbezogen werden.

Als Entnahmemethoden kamen dabei Probeexzision (PE), Konisation (K), Endocervika-
le Curretage (ECC), Zervixabrasio (Cabr), Curretage (Cur) und Hysterektomie (HE) zur
Anwendung. In den Abschnitten 3.1.5 und 3.2.5 des Ergebnisteils werden die in Klam-

mern gesetzten Abkirzungen fiir diese Prozeduren verwendet.

Die Herstellung, Aufarbeitung und Bewertung der histologischen Praparate erfolgte im

Institut fur Pathologie der Universitatsklinik Minster.

e Fixierung des Materials tiber 24 Stunden in gepuffertem Formalin
e Zuschneiden des Materials und Einbettung in Paraffin
e Anfertigung von 2um dunnen Schnitten aus den Paraffinblocken

e Farbung der Préparate in Hamatoxylin-Eosin (HE-Férbung)

Die mikroskopische Bewertung der Préparate (Dysplasiegrad) erfolgte je nach histo-
pathologischem Befund anhand der Histologischen Klassifikation fur zervikale intra-

epitheliale Neoplasien / Tumoren des weiblichen Genitaltraktes (WHO 1994).

CIN | Leichte Dysplasie
CIN 1 Mittelgradige Dysplasie
CIN 111 Schwere Dysplasie und Carcinoma in situ (CIS)

22




Samtliche Nachweise von mikroinvasiven Karzinomen (mivCa, TNM- Stadium T1al/
T1a2), Plattenepithelkarzinomen (PE-Ca) sowie Adenokarzinomen (Ad-Ca) wurden

ebenfalls in die Datenanalyse aufgenommen.

2.3.5 Immunhistochemie

In die Datenanalyse zum Hybrid Capture Test 11 (Mai 1998 bis Juli 1999) konnten ins-
gesamt 194 histologische Befunde eingebracht werden. An 79 dieser 194 histologischen
Préparate wurden zusétzlich immunhistochemische Farbungen zum HPV-Nachweis
durchgefhrt.

Nach Autoklavenvorbehandlung diente hierbei die APAAP-Methode (Alkalische
Phosphatase-Anti-Alkalische = Phosphatase-Methode) zur Detektion von HPV-
Hullproteinen (Antikorper gegen das L1-Kapsidprotein, Fa. DAKO Diagnostika / Ham-
burg).
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2.4 Angaben zur Datenerfassung und Statistik

2.4.1 Deskriptive Statistik

Die Erfassung und Ordnung der erhobenen Daten sowie die Darstellung in Tabellen und
Diagrammen wurde mit dem Tabellenkalkulationsprogramm ,,Excel (Microsoft)
durchgefihrt.

Fur die statistische Analyse und Auswertung der Daten wurden im Ergebnisteil wesent-
liche Zusammenhénge in Kontingenztafeln (Vierfeldertafeln) dargestellt sowie wichtige

Kenngréien und Malzahlen berechnet:

e absolute und relative Haufigkeitsverteilungen
e Altersverteilungen
o Statistische Malizahlen (Sensitivitat, Spezifitat, Positiver Pradiktiver Wert, Ne-

gativer Pradiktiver Wert) und deren Konfidenzintervalle
2.4.2 Testverfahren (Induktive Statistik)

In den Abschnitten 3.1.3 und 3.2.3 des Ergebnisteils kommt als statistisches Verfahren
der ,,Test gegen den Trend“ zur Anwendung (aus: Pfanzagl J., Allgemeine Methoden-
lehre der Statistik 11, Sammlung Géschen, Band 747 / 747a, Berlin 1978).

Zur Berechnung von Signifikanzniveaus werden in der vorliegenden Untersuchung der

Chi-Quadrat-Test nach Pearson sowie der Exakte Test nach Fisher angewandt.
Die Berechnung von Statistischen MaRzahlen, Signifikanzen und Konfidenzintervallen

erfolgte mit dem Statistikprogramm SPSS (SPSS Inc. Headquarters, 233 S. Wacker
Drive, 11th floor, Chicago, Illinois 60606).

24



3 Ergebnisse
3.1 Hybrid Capture Test 11

Der nachfolgende Abschnitt 3.1 beschreibt die an insgesamt 444 Patientinnen im Zeit-
raum von Mai 1998 bis Juli 1999 erhobenen Befunde. Wahrend dieses Zeitraumes kam
im  Zytologischen Labor der Universitatsfrauenklinik Mdanster als HPV-

Nachweisverfahren die Hybrid Capture I1-Methode zur Anwendung.
3.1.1 Haufigkeiten der PAP- Abstriche

Tab. 3-1 und Abb. 3-1 zeigen die Haufigkeitsverteilungen der Abstriche nach Papanico-
laou in dem o.a. Kollektiv von 444 Patientinnen. Die Materialentnahme fiir PAP-
Abstrich und konsekutive HPV-Testung erfolgte im Rahmen derselben gynékologi-
schen Untersuchung.

Mit einer relativen Haufigkeit von 43,7% ist der Anteil der PAP-Gruppe Il (Klassifika-
tion der zytologischen Befunde nach der Munchener Nomenklatur I, s. Anhang V) am
groften.

Der Anteil unklarer zytologischer Befunde (PAP-Gruppen Ik und I1) betrdgt 19,8%.
Abstriche mit Zellen einer schweren Dysplasie oder Zellen eines malignen Tumors ha-
ben bei den untersuchten Patientinnen einen Anteil von 13,3% (PAP IVA, IVB, V).

PAP- Gruppe Anzahl Relative Haufigkeit (%0)
0 2 05
I 9 2

1 194 43,7
Ik 69 15,5
i 19 4,3
"D 92 20,7
VA 44 9,9
IVB 2 0,5
V 13 2,9
444 100

Tab. 3-1: Absolute und relative Haufigkeiten der PAP- Gruppen
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PAP-Abstriche / Relative Haufigkeiten
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Abb. 3-1: Darstellung der relativen Haufigkeiten

3.1.2 HR-HPV positive Befunde (“high-risk”-Sonde B)

Tab. 3-2 und Abb. 3-2 beschreiben die mit der HCT II-Methode im genannten Patien-
tenkollektiv erhobenen H&ufigkeitsverteilungen von HR-HPV-positiven Befunden in
Korrelation zu den unter 3.1.1 angefiihrten PAP-Befunden.

182 von 444 untersuchten Patientinnen haben dabei einen Nachweis von HR-HPV. Das

entspricht einem Anteil von 41% (Prévalenz bei negativer Zytologie: 12%).

PAP- Gruppe Anzahl PAP rel. Hfkt. (%) Sonde B positiv. Sonde B positiv rel. Hfkt. (%)

0 2 0,5 2 100
I 9 2 1 11
1 194 43,7 31 16
Ik 69 15,5 20 29
i 19 4,3 9 47
11D 92 20,7 66 72
VA 44 9,9 41 93
VB 2 0,5 2 100
\Y 13 2,9 10 77
444 100 182

Tab. 3-2: Absolute und relative Haufigkeiten fur die “high-risk”’-Sonde B

26



Aus der grafischen Darstellung in Abb. 3-2 ist ersichtlich, dass die relative Haufigkeit
des HR-HPV-Nachweises ber die einzelnen PAP-Gruppen zunimmt.

Bei zytologischem Nachweis von Zellen einer schweren Dysplasie (PAP IVA und 1VB)
lai3t sich in 93 bzw. 100% der Félle HR-HPV-DNA mittels HCT Il nachweisen.

Beim zytologischen Nachweis von Karzinomzellen (PAP V) sinkt der Anteil von HR-
HPV-DNA in den vorliegenden Daten auf 77%.

Bei den unklaren zytologischen Diagnosen PAP Ilk und Il kann in 29 bzw. 47% der
HC Il-Testungen HR-HPV-DNA nachgewiesen werden.

Relative Haufigkeiten: PAP / Sonde B positiv

100

80 - _
c 60
(0]
2 M
g 40

20 - H

0 -ll =i |

| I Il k N | mDp | IVA | IVB | V

mPAP rel. Hfkt. (%) | 2 | 43,7 | 155 | 43 | 207 | 99 | 05 | 29
OB+ rel. Hfkt. (%) 11 | 16 | 29 | 47 | 72 | 93 | 100 | 77

Abb. 3-2: Darstellung der relativen Haufigkeiten fir PAP-Gruppen und Sonde B
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3.1.3 ,,Test gegen den Trend*

Zur statistischen Analyse der in Abschnitt 3.1.2 dargestellten Beziehung zwischen Zyto-
logie (PAP-Gruppe) und HC II-Test (Nachweis von HR-HPV) wurde der ,, Test gegen
den Trend“ eingesetzt.

Die Nullhypothese bei diesem Test ist das Fehlen eines Trends (einer Beziehung) zwi-
schen PAP-Gruppe und HR-HPV-Positivitat.

Die ermittelte PrifgroRe T ist hierbei deutlich positiv und betragt 12,1.

Damit besteht ein hochsignifikanter Zusammenhang (p<0,001, Quantile der Normalver-
teilung) zwischen Dysplasiegrad (PAP-Gruppe) und Nachweis von HR-HPV mittels
HCT II.

PAP- Gruppe i (Nr.der Gruppe) B+ (nil) B-(ni2) Anzahl (ni) i*nil i*ni i2*ni
| 1 1 8 9 1 9 9

1 2 31 163 194 62 388 776

Ik 3 20 49 69 60 207 621

i 4 9 10 19 36 76 304

1D 5 66 26 92 330 460 2300

VA 6 41 3 44 246 264 1584
IVB 7 2 0 2 14 14 98

V 8 10 3 13 80 104 832

180 262 442 829 1522 6524

Tab. 3-3: Test gegen den Trend

r. r.
anil—nmeig
T = I=1 I=1 (Grundformel fur PrifgroRe T)

Jﬂggg(nzriiznig—(zr;nigﬂ)
I= =

T= 444*829-180*1522 — 94116 — 94116 =121

- 180262(442+6524-(1522)2  {1069"567124 77862
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3.1.4 Altersverteilungen zum Hybrid-Capture-Test Il (HR-HPV-

positive Befunde)

Bei 182 von insgesamt 444 Patientinnen konnte mit der HCT II-Methode ein positiver
Nachweis fir HR-HPV gefiihrt werden, das entspricht einem Anteil von 41%.

Tab. 3-4 und Abb. 3-3 zeigen die Verteilung der HR-HPV-positiven Befunde auf ver-
schiedene Altersgruppen des untersuchten Patientenkollektivs.

In der Altersgruppe der Frauen von 30-34 Jahren findet sich die grofite Anzahl HR-
HPV-positiver Befunde mit einem relativen Anteil von 31% (n= 57).

Ab dem 65. Lebensjahr findet sich in den vorliegenden Daten ein einzelner HR-HPV-

positiver Befund in der Gruppe der 80-84jahrigen Frauen.

Altersgruppe (Jahren) HCT Il (HR-HPV-positiv) HCT 11 (Patienten gesamt)
15-19 1 7
20-24 16 32
25-29 40 80
30-34 57 105
35-39 37 86
40- 44 13 51
45-49 7 27
50-54 1 9
55 -59 5 15
60 - 64 4 14
65 - 69 0 3
70-74 0 4
75-79 0 6
80 -84 1 3
85-89 0 2
Summe 182 444

Tab. 3-4: Absolute Haufigkeiten HR-HPV-positiver Befunde in verschiedenen Alters-
gruppen
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HCT II: Altersverteilung fir HR-HPV positiv (n=182)

60

40

Anzahl

20

0 T T T T T T T T

4 @ I(Lv /(Lq l{bv I{bg 4 vv 4 @ /%v I@Q Ibv 4 bq l/\v I/\q l%v I%q
WD DR PR PSP AP
Alter (Jahre)

Abb. 3-3: Grafische Darstellung der Altersverteilung

Tab. 3-5 und Abb. 3-4 zeigen eine Aufteilung aller Patientinnen in zwei Altersgruppen
(</= 30 Jahre bzw. > 30 Jahre) sowie die absoluten und relativen Haufigkeiten der zu-
gehdrigen HR-HPV-Befunde.

34% der Frauen aus dem Gesamtkollektiv (n= 444) sind jlnger als 30 Jahre, unter ihnen
findet sich in 49% der Félle eine Infektion mit HR-HPV.

66% der Frauen aus dem Gesamtkollektiv sind &lter als 30 Jahre, unter ihnen findet sich
in 37% der Falle eine Positivitat fir HR-HPV.

Altersverteilung </= 30 Jahre (n= 153/ 444) > 30 Jahre (n= 291/ 444)
Patientinnen 153 291
HR- HPV positiv 75 107
relative Haufigkeiten (%) </= 30 Jahre (n= 153/ 444) > 30 Jahre (n= 291/ 444)
Patientinnen 34 66
HR- HPV positiv 49 37

Tab. 3-5: Relative Haufigkeiten fir Alter und HR- HPV- Positivitat
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HCT II: Relative Haufigkeiten fur Alter und HR-HPV positiv
100
80
§ 60 49
o 37
I 40
20
0 _
</= 30 Jahre (n= 153/ 444) | > 30 Jahre (n= 291/ 444)
E Patientinnen 34 66
OHR- HPV positiv 49 37

Abb. 3-4: Relative Haufigkeiten fir Alter und HR-HPV-Positivitat

Zur statistischen Analyse der Beziehung von Alter der Patientin und Positivitat fur HR-
HPV wurde eine Kontingenztafel angelegt (Tab. 3-6).

Der Chi-Quadrat-Test nach Pearson zeigt, dass im vorliegenden Patientenkollektiv jun-
ge Frauen im Alter unter 30 Jahren signifikant hdufiger mit HR-HPV infiziert sind als
Frauen im Alter Gber 30 Jahren (p=0.013, Tab. 3-7).

HCT 11 </=30 Jahre > 30 Jahre Randsummen
HR- HPV positiv (Sonde B) 75 107 182
HR- HPV negativ (Sonde B) 78 184 262
Randsummen 153 291 444

Tab. 3-6: Vierfeldertafel zu Altersverteilung und Sonde B positiv

Wert | df | Asymptotische |Exakte Signifi-| Exakte Signifikanz
Signifikanz kanz (1-seitig)
(2-seitig) (2-seitig)
Chi-Quadrat nach Pearson 6,221 | 1 ,013
Kontinuitatskorrektur 5725| 1 ,017
Likelihood-Quotient 6,185| 1 ,013
Exakter Test nach Fisher ,015 ,008
Zusammenhang linear-mit-linear | 6,207 | 1 ,013
Anzahl der giiltigen Félle 444

Tab. 3-7: Chi-Quadrat-Tests zu Altersverteilung und Sonde B positiv
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3.1.5 Auswertung der Histologien

Die im Abschnitt 3.1.5 angefuhrten Daten beinhalten sdmtliche histologischen Ergeb-
nisse, die im Untersuchungszeitraum von Mai 1998 bis Juli 1999 fir das genannte Kol-
lektiv von 444 Patientinnen erhoben wurden. In tabellarischer Form wird jeweils eine
Synopsis von Zytologie, HPV-Test und Histologie gezeigt, insgesamt kdnnen Daten zu
194 histologischen Préparaten in die Analyse eingebracht werden. Die Anordnung der
Tabellen erfolgt anhand der zugrunde liegenden PAP-Gruppen, besondere Sachverhalte

sind grafisch dargestellt.

3.1.5.1 Tabellen

PAP 0 (n=2)

Histologie (n=2)

Sonde B pos (n=2) Methode  Histo negativ  CIN I CIN Il CIN Il mivCa PE-Ca AdCa
K (n=2) 1 1

Sonde B neg (h=0) Methode  Histo negativ. CIN I CIN 11 CIN Il mivCa PE-Ca AdCa

Tab. 3-8: PAP-Gruppe 0

PAP | (n=9)

Histologie (n=1)

Sonde B pos (n=0) Methode  Histo negativ CIN 1 CIN Il CIN Il mivCa PE-Ca AdCa

Sonde B neg (n=1) Methode  Histo negativ. CIN I CIN 11 CIN Il mivCa PE-Ca AdCa

HE 1

Tab. 3-9: PAP-Gruppe |
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Bei 49 von 194 Patientinnen mit der zytologischen Diagnose PAP Il wurde Material zur
histologischen Aufarbeitung gewonnen.

Der zugrunde liegende HR-HPV-Test war in 13 Fallen positiv, histologisch fanden sich
drei schwere Dysplasien (CIN I11) und eine leichte Dysplasie (CIN 1).

In den dbrigen 36 Fallen war der HR-HPV-Nachweis negativ, histologisch fanden sich
2 leichte Dysplasien (CIN I).

PAP I (n=194)

Histologie (n=49)

Sonde B pos (n=13) Methode  Histo negativ. CIN 1 CIN Il CIN Il mivCa PE-Ca AdCa

K (n=4) 2 2
PE (n=7) 5 1 1
ECC (n=1) 1
HE (n=1) 1

Sonde B neg (n=36) Methode  Histo negativ. CIN 1 CIN Il CIN Il mivCa PE-Ca AdCa

K (n=3) 3
PE (n=18) 16 2

ECC (n=12) 12

HE (n=3) 3

Tab. 3-10: PAP-Gruppe Il

PAP Il und Sonde B positiv

10

Anzahl

negativ CIN | CIN Il CIN I
Histologie (n=13)

Abb. 3-5: Darstellung zur PAP-Gruppe |1
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Fur die zytologische Diagnosegruppe PAP llk konnten 19 histologische Befunde aus-
gewertet werden. Der HR-HPV-Test war in 8 Fallen positiv, histologisch fanden sich

eine mittelschwere Dysplasie (CIN I1) und eine schwere Dysplasie (CIN I11I).

PAP 11k (n=69)

Histologie (n=19)

Sonde B pos (n=8) Methode  Histo negativ. CIN I CIN Il CIN Il mivCa PE-Ca AdCa

K (n=2) 2
PE (n=6) 4 1 1

Sonde B neg (n=11) Methode  Histo negativ. CIN 1 CIN 11 CIN 11l mivCa PE-Ca AdCa

K (n=1) 1
PE (n=7) 7
ECC (n=2) 2
HE (n=1) 1

Tab. 3-11: PAP-Gruppe Il k

PAP Il k und Sonde B positiv

Anzahl 31
2,

r 5.0

0 : :
negativ CIN | CIN Il CIN 11l

Histologie (n=8)

Abb. 3-6: Darstellung zur PAP-Gruppe Il k
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Fur die zytologische Befundgruppe PAP 11l konnten 16 histologische Befunde ausge-
wertet werden. Der HR-HPV-Test war in 9 Fallen positiv, histologisch fanden sich vier

schwere Dysplasien (CIN 111) und eine mittelschwere Dysplasie (CIN I1).

PAP 111 (n=19)

Histologie (n=16)

Sonde B pos (n=9) Methode  Histo negativ. CIN I CIN Il CIN Il mivCa PE-Ca AdCa

K (n=5) 2 3
PE (n=4) 2 1 1

Sonde B neg (n=7) Methode  Histo negativ. CIN I CIN 11 CIN Ill mivCa PE-Ca AdCa

K (n=1) 1
PE (n=4) 4
Cabr (n=1) 1
HE (n=1) 1

Tab. 3-12: PAP-Gruppe Il

PAP Ill und Sonde B positiv
4,
3,
Anzahl 21
1,
0
negativ CIN| CIN I CIN I
Histologie (n=9)

Abb. 3-7: Darstellung zur PAP-Gruppe 111
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Fur die zytologische Gruppe PAP 111D wurden 55 Histologien ausgewertet. In 43 Fallen
war der HR-HPV-Nachweis positiv, es fanden sich dabei 12 schwere Dysplasien (CIN
[11), 6 mittelschwere Dysplasien (CIN 11) und 8 leichte Dysplasien (CIN ).

Bei den HR-HPV-negativen Befunden konnte eine mittelschwere Dysplasie (CIN 1I)

ermittelt werden.

PAP 111D (n=92)

Histologie (n=55)

Sonde B pos (n=43) Methode  Histo negativ. CIN I CIN 11 CIN Il mivCa PE-Ca AdCa

K (n=23) 6 3 5 9
PE (n=20) 11 5 1 3

Sonde B neg (n=12) Methode  Histo negativ CIN I CIN Il CIN Il mivCa PE-Ca AdCa

K (n=4) 3 1
PE (n=5) 5
ECC (n=3) 3

Tab. 3-13: PAP-Gruppe 111D

PAP 1lIID und Sonde B positiv

207

15+

Anzahl 10+

negativ CIN | CIN Il CIN Il
Histologie (n=43)

Abb. 3-8: Darstellung zur PAP-Gruppe I11D
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Der PAP-Gruppe IVA konnten 41 Histologien zugeordnet werden. In 38 Féllen war der
HR-HPV-Nachweis positiv, histologisch zeigten sich dabei zwei mikroinvasive Karzi-
nome (mivCa), 26 schwere Dysplasien (CIN I1l) und fiinf mittelschwere Dysplasien
(CIN 11).

Bei den HR-HPV-negativen Befunden konnten ein mikroinvasives Karzinom, eine CIN

11 und eine CIN Il ermittelt werden.

PAP IVA (n=44)

Histologie (n=41)

Sonde B pos (h=38) Methode  Histo negativ. CIN I CIN 11 CIN Ill mivCa PE-Ca AdCa

K (n=27) 4 21 2
PE (n=10) 4 1 5
Cur (n=1) 1

Sonde B neg (h=3) Methode  Histo negativ. CIN I CIN 11 CIN Il mivCa PE-Ca AdCa

K (n=3) 1 1 1

Tab. 3-14: PAP-Gruppe IVA

PAP IVA und Sonde B positiv

30+

25+

20

Anzahl 151

10

s €3 iy

0 T T
negativ CIN | CIN I CIN 1 mivCa

Histologie (n=38)

Abb. 3-9: Darstellung zur PAP-Gruppe IVA
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Fur die PAP-Gruppe 1VB wurden zwei Histologien befundet, der HR-HPV-Nachweis

war in beiden Féllen positiv, es fanden sich eine CIN 111 und eine CIN 11,

PAP IVB (n=2)

Histologie (n=2)

Sonde B pos (n=2) Methode  Histo negativ. CIN I CIN 11 CIN Ill mivCa PE-Ca AdCa

K (n=1) 1
PE (n=1) 1

Sonde B neg (h=0) Methode  Histo negativ. CIN I CIN 11 CIN Il mivCa PE-Ca AdCa

Tab. 3-15: PAP-Gruppe IV B

Zu 13 Abstrichen der PAP-Gruppe V wurden neun histologische Befunde ausgewertet.
In acht Fallen war der HR-HPV-Nachweis positiv, es fanden sich 3 Plattenepithelkarzi-
nome (PE- Ca) und vier schwere Dysplasien (CIN I11). Die tibrigen 4 Histologien waren

auswartig untersucht worden, es fanden sich 3 Plattenepithelkarzinome der Zervix.

PAP V (n=13)

Histologie (n=9)

Sonde B pos (n=8) Methode  Histo negativ. CIN I CIN Il CIN Il mivCa PE-Ca AdCa

K (n=1) 1
HE (n=4) 2 2
PE (n=3) 1 1 1

Sonde B neg (n=1) Methode  Histo negativ. CIN I CIN 11 CIN Il mivCa PE-Ca AdCa

PE (n=1) 1

Tab. 3-16: PAP-Gruppe V
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PAP V und Sonde B positiv

Anzahl 2

) '

negativ CIN | CIN I CIN 1l PE- Ca
Histologie (n=9)

Abb. 3-10: Darstellung zur PAP-Gruppe V

3.1.5.2 Statistische Analyse zum Hybrid Capture Test 11 (1)

Zur statistischen Analyse der in Abschnitt 3.1.5 erhobenen Daten wurden zunéchst die
histologischen Ergebnisse samtlicher Dysplasiegrade (CIN I-111) und Karzinome mit
den Befunden der HR-HPV-Testungen (HCT II) in einer Kontingenztafel (Tab. 3-17)
korreliert.

Ergebnis Sonde B/ Histologie positiv
Histologie (CIN I-111/ mivCa/ PE-Ca) Histologie negativ Summe
HR-HPV positiv 81 42 123
HR-HPV negativ 6 65 71
Summe 87 107 194

Tab. 3-17: Vierfeldertafel zum HCT II
Der Chi-Quadrat-Test nach Pearson zeigt hierbei einen hochsignifikanten Zusammen-

hang zwischen positivem Testergebnis fur HR-HPV und dem Vorliegen eines patholo-
gischen Histologiebefundes (p<0.001, Tab.3-18).
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Wert df Asymptotische Exakte Exakte
Signifikanz  |Signifikanz|Signifikanz
(2-seitig) (2-seitig) | (1-seitig)
Chi-Quadrat nach Pearson 59,970 1 ,000
Kontinuitatskorrektur 57,671 1 ,000
Likelihood-Quotient 67,814 1 ,000
Exakter Test nach Fisher ,000 ,000
Zusammenhang linear-mit-linear 59,660 1 ,000
Anzahl der giltigen Félle 194

Tab. 3-18: Statistische Auswertung mit Chi- Quadrat- Test

Fur den Hybrid Capture Test Il konnten die nachfolgend aufgefiihrten statistischen
Mafzahlen mit den in Tab. 3-19 angegebenen Konfidenzintervallen berechnet werden.

HCT 11 Wert 95% KI unten 95% KI oben
Sensitivitat 0,93103 0,85591 0,97427
Spezifitat 0,60748 0,50836 0,70048
Positiver Pradiktiver Wert 0,65854 0,56762 0,74162
Negativer Pradiktiver Wert 0,91549 0,82508 0,96835

Tab. 3-19: Statistische Mal3zahlen und Konfidenzintervalle (HCT I1)

3.1.5.3 Statistische Analyse zum Hybrid Capture Test 11 (2)

Zur statistischen Analyse der in Abschnitt 3.1.5 erhobenen Daten wurden weiterhin die
histologischen Ergebnisse aller hohergradigen Dysplasien (CIN 11-111) und Karzinome
mit den Befunden der HR-HPV-Testungen (HCT II) in einer Kontingenztafel (Tab. 3-
20) korreliert.

Ergebnis Sonde B/ Histologie positiv
Histologie (CIN 11/ CIN 111/ mivCa/ PE-Ca)  Histologie negativ Summe
HR- HPV positiv 72 42 114
HR- HPV negativ 4 65 69
Summe 76 107 183

Tab. 3-20: Vierfeldertafel zum HCT Il
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Der Chi-Quadrat-Test nach Pearson zeigt hierbei einen hochsignifikanten Zusammen-
hang zwischen positivem Testergebnis fur HR-HPV und dem Vorliegen eines patholo-
gischen Histologiebefundes (p<0.001).

Fur den Hybrid Capture Test Il konnten die nachfolgend aufgefiihrten statistischen
Mafzahlen mit den in Tab. 3-21 angegebenen Konfidenzintervallen berechnet werden.

HCT 11 Wert 95% KI unten 95% KI oben
Sensitivitat 0,94737 0,87069 0,98547
Spezifitat 0,60748 0,50836 0,70048
Positiver Pradiktiver Wert 0,63158 0,53614 0,72000
Negativer Pradiktiver Wert 0,94203 0,85817 0,98398

Tab. 3-21: Statistische Mal3zahlen und Konfidenzintervalle (HCT I1)

3.1.5.4 Statistische Analyse zu den PAP-Gruppen Ik und 111 (Hybrid Capture I1)

Nachfolgend werden HPV-Befunde und Ergebnisse der Histologie gemeinsam fir die
PAP-Gruppen I1k und 111 in einer Kontingenztafel zusammengestellt (Tab. 3-22).

PAP I1k und PAP 111/ Histologie positiv
Hybrid Capture 11 (CIN H und 111 Histologie negativ Summe
HR-HPV positiv 7 10 17
HR-HPV negativ 0 18 18
Summe 7 28 35

Tab. 3-22: Kontingenztafel zu den PAP-Gruppen Ik und 111
Der Hybrid Capture Test Il besitzt fur die Erkennung hohergradiger Dysplasien (CIN 11

und I1) innerhalb der PAP-Gruppen Ik und Il eine diagnostische Sensitivitat von
99.3% (p< 0.05 im Exakten Test nach Fisher).

41



3.1.5.5 Statistische Analyse zur PAP-Gruppe 111D (Hybrid Capture I1)

Nachfolgend werden HPV-Befunde und Ergebnisse der Histologie fur die PAP-Gruppe
I11D in einer Kontingenztafel zusammengestellt (Tab. 3-23).

PAP IIID/ Histologie positiv
Hybrid Capture 11 (CIN 11 und 1) Histologie negativ Summe
HR-HPV positiv 18 17 35
HR-HPV negativ 1 11 12
Summe 19 28 47

Tab. 3-23: Kontingenztafel zur PAP-Gruppe I11D

Der Hybrid Capture Test Il besitzt fur die Erkennung hohergradiger Dysplasien (CIN 11
und I11) innerhalb der PAP-Gruppe 111D eine diagnostische Sensitivitat von 94.7% und
einen NPV von 91.7% (p< 0.05 im Exakten Test nach Fisher).

3.1.5.6 Statistische Analyse der Zytologie
Zur statistischen Analyse der in Abschnitt 3.1.5 erhobenen Daten wurden des Weiteren

die histologischen Ergebnisse der hohergradigen Dysplasien und Karzinome mit den
Befunden der Zytologie in einer Kontingenztafel (Tab. 3-24) korreliert.

Ergebnis PAP/ Histologie positiv
Histologie (CIN II/CIN 11l/mivCa/PE-Ca)  Histologie negativ.  Summe
PAP positiv
(IID,IVA,IVB.V) 64 35 99
PAP negativ oder unklarer
Befund (1,11,11K,111) 10 72 82
Summe 74 107 181

Tab. 3-24: Vierfeldertafel Zytologien
Der Chi-Quadrat-Test nach Pearson zeigt hierbei einen hochsignifikanten Zusammen-

hang zwischen positivem Zytologie-Befund und dem Vorliegen eines pathologischen
Histologiebefundes (p<0.001).
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Fur die zytologischen Befunde konnten die nachfolgend angefiihrten statistischen MaR-

zahlen mit den in Tab. 3-25 angegebenen Konfidenzintervallen berechnet werden.

Zytologie Wert 95% Kl unten | 95% KI oben
Sensitivitat 0.86486 0.76549 0.93325
Spezifitat 0.67290 0.57546 0.76049
Positiver Pradiktiver Wert 0.64646 0.54397 0.73995
Negativer Pradiktiver Wert 0.87805 0.78714 0.93994

Tab. 3-25: Statistische MalRzahlen und Konfidenzintervalle (Zytologie)

3.1.6 Immunhistochemie

Im Zeitraum von Mai 1998 bis Juli 1999 wurde im Rahmen kolposkopischer Untersu-
chungen und operativer Eingriffe bei 194 Patientinnen Gewebsmaterial zur histologi-
schen Aufarbeitung entnommen. An 79 der 194 histologischen Préparate wurden zu-
sétzlich immunhistochemische Féarbungen gegen das L1-Kapsidprotein von HPV

durchgefiihrt.

3.1.6.1 Immunhistochemie (I1H)

Zur statistischen Analyse der erhobenen Daten wurden zundchst die Ergebnisse der
Immunhistochemien mit den Befunden der zugehdrigen histologischen Préparate in
einer Kontingenztafel korreliert (Tab. 3-26).

Der Exakte Test nach Fisher zeigt hierbei einen signifikanten Zusammenhang zwischen
positiver Immunhistochemie und dem Vorliegen eines pathologischen Histologiebefun-
des (p<0.05, Tab. 3-27).
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Histologie positiv

(CIN I-111, mivCa,

Immunhistochemie / Histologie PE-Ca) Histologie negativ Summe
IH positiv 21 2 23
IH negativ 38 18 56
Summe 59 20 79

Tab. 3-26: Vierfeldertafel zu IH und Histologien

Wert | df | Asymptotische Exakte Signifikanz [Exakte Signi-
Signifikanz (2-seitig) fikanz (1-

(2-seitig) seitig)
Chi-Quadrat nach Pearson 4741 | 1 ,029
Kontinuitatskorrektur 3,582 | 1 ,058
Likelihood-Quotient 5474 1 ,019

Exakter Test nach Fisher ,044 ,024
Zusammenhang linear-mit-linear | 4,681 | 1 ,031

Anzahl der giltigen Félle 79

Tab. 3-27: Chi-Quadrat-Tests zu IH und Histologien (Signifikanz im Exakten Test)

3.1.6.2 Hybrid Capture Test Il und Immunhistochemie

Zum Vergleich der verschiedenen HPV-Nachweismethoden Hybrid Capture Test 11 und

Immunhistochemie sind in Tab. 3-28 und Tab. 3-29 die errechneten statistischen MaR-

zahlen beider Verfahren zusammengestellt.

Immunhistochemie Wert 95% Kl unten | 95% KI oben
Sensitivitat 0,35593 0,23555 0,49132
Spezifitat 0,90000 0,68302 0,98765
Positiver Pradiktiver Wert 0,91304 0,71962 0,98929
Negativer Pradiktiver Wert 0,32143 0,20286 0,45964

Tab. 3-28: Immunhistochemie
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HCT 11 Wert 95% Kl unten | 95% KI oben
Sensitivitat 0,93103 0,85591 0,97427
Spezifitat 0,60748 0,50836 0,70048
Positiver Pradiktiver Wert 0,65854 0,56762 0,74162
Negativer Pradiktiver Wert 0,91549 0,82508 0,96835

Tab. 3-29: Hybrid Capture Test Il

3.1.7 Auswertung der ,Relative Light Units* (RLU’s) im Hybrid-
Capture Test 11

Der Nachweis von HPV erfolgt im Hybrid Capture Assay Uber enzymatisch vermittelte
Lichtemission (Chemolumineszenz). Die Intensitit des gemessenen Lichtsignals wird in
Relative Light Units (RLU) angegeben und zeigt an, ob eine Probe HPV-DNA enthalt
(qualitativer Nachweis).

Die folgenden Kontingenztafeln zeigen sémtliche RLU-Daten des HCT 1l (HR-HPV-
Sonde positiv) in Korrelation zur zugrunde liegenden Histologie.

Die RLU-Daten sind jeweils in 5 Gruppen unterteilt, Tab. 3-30 zeigt die absoluten
RLU-Werte, Tab. 3-31 die relativen RLU-Werte bezogen auf die Positivkontrolle des
einzelnen Testansatzes.

Ein quantitativer Zusammenhang zwischen RLU-Intensitat (Virusload) und Dyspla-

siegrad l&sst sich hierbei nicht ermitteln.
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Histologie/ 100- 10.000- 100.000- 200.000- 400.000-

RLU 10.000 100.000 200.000 400.000 800.000  Summe
negativ 22 16 5 6 6 55
CIN | 3 2 1 2 1 9
CIN 11 2 1 3 3 3 12
CIN 1 14 16 7 5 1 43
Karzinom 1 2 0 1 0 4
Summe 42 37 16 17 11 123
RLU
Mittelwert 122082
max 756795
min 190

Tab. 3-30: Kontingenztafel RLU (absolute Werte) und Histologien

Histologie und

RLU/ PCB 1- 700 700- 1400  1400- 2100 2100- 2800 2800- 3500 Summe
negativ 41 4 5 3 2 55
CINI1 6 1 2 0 0 9
CIN I 6 4 0 2 0 12
CIN 11 34 8 1 0 0 43

Karzinom 3 0 1 0 0 4
Summe 90 17 9 5 2 123

B RLU/PCB
Mittelwert 514
max 3226
min 1

Tab. 3-31: Kontingenztafel RLU (relative Werte) und Histologien
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3.2 Hybrid Capture Test |

Der Abschnitt 3.2 beschreibt die an 220 Patientinnen im Zeitraum von Marz 1997 bis
Juni 1998 erhobenen Befunde. Wahrend dieses Zeitraumes kam im Zytologischen La-
bor der Universitatsfrauenklinik Minster als HPV-Nachweisverfahren die altere Test-

methode Hybrid Capture | zur Anwendung.
3.2.1 Haufigkeiten der PAP-Abstriche

Tab. 3-32 und Abb. 3-11 zeigen die Haufigkeitsverteilungen der Abstriche nach Papani-
colaou in dem o.a. Kollektiv von 220 Patientinnen. Die Materialentnahme fir PAP-
Abstrich und konsekutive HPV-Testung mittels HCT 1 erfolgte im Rahmen derselben
gynékologischen Untersuchung.

Mit einer relativen Haufigkeit von 51,4% ist der Anteil der PAP-Gruppe Il am groften.
Der Anteil unklarer zytologischer Befunde (PAP-Gruppen Ik und I11) betragt 6,8%.
Abstriche mit Zellen einer schweren Dysplasie oder Zellen eines malignen Tumors ha-
ben bei den untersuchten Patientinnen einen Anteil von 11,8% (PAP IVA, IVB, V).

PAP Anzahl Rel. Hfkt. (%0)
0 1 0,5
| 19 8,6
1 113 51,4

1k 9 4,1
i 6 2,7

HID 46 20,9

IVA 15 6,8

VB 0 0
\ 11 5

220 100

Tab. 3-32: Absolute und relative Haufigkeiten der PAP- Gruppen
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PAP- Abstriche / Relative Haufigkeiten
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Abb. 3-11: Darstellung der relativen Haufigkeiten

3.2.2 HR-HPV-positive Befunde (,,high-risk*-Sonde B)

Tab. 3-33 und Abb. 3-12 beschreiben die mit der HCT I-Methode im genannten Patien-
tenkollektiv erhobenen Haufigkeitsverteilungen von HR-HPV positiven Befunden in
Korrelation zu den unter 3.2.1 angefiihrten PAP-Befunden.

74 von 220 untersuchten Patientinnen haben dabei einen Nachweis von HR-HPV. Das

entspricht einem Anteil von 34% (Prévalenz bei negativer Zytologie 11%).

PAP-Gruppe Anzahl PAP rel. Hfkt. (%) Sonde B positiv  Sonde B positiv rel. Hfkt. (%)

0 1 0,5 0 0

| 19 8,6 5 26,3
1 113 51,4 17 15
1k 9 4,1 2 22,2
1l 6 2,7 2 33,3
1D 46 20,9 31 67,4
IVA 15 6,8 13 86,7
VB 0 0 0 0
\ 11 5 4 36,4

220 100 74

Tab. 3-33: Absolute und relative Haufigkeiten flr die ,,high-risk“-Sonde B
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Aus der grafischen Darstellung in Abb. 3-12 ist ersichtlich, dass die relative Haufigkeit
des HR-HPV-Nachweises ber die einzelnen PAP-Gruppen zunimmt.

Bei zytologischem Nachweis von Zellen einer schweren Dysplasie (PAP IVA) a3t sich
in 86,7% der Félle HR-HPV-DNA mittels HCT | nachweisen.

Beim zytologischen Nachweis von Karzinomzellen (PAP V) sinkt der Anteil von HR-
HPV-DNA in den vorliegenden Daten auf 36,4%.

Bei den unklaren zytologischen Diagnosen PAP Ilk und Il kann in 22 bzw. 33% der
HC I-Testungen HR-HPV-DNA nachgewiesen werden.

Relative Haufigkeiten: PAP / Sonde B positiv
100
80 - B
= 60
(]
N
°
a 40 -
20 -
0 _
I I Ik [l D IVA \%
EPAP rel. Hfkt. (%) | 8,6 51,4 4,1 2,7 20,9 6,8 5
OB+ rel. Hfkt. (%) 26,3 15 22,2 33,3 67,4 86,7 36,4

Abb. 3-12: Darstellung der relativen Haufigkeiten fiir PAP-Gruppen und Sonde B
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3.2.3 ,,Test gegen den Trend*

Zur statistischen Analyse der in Abschnitt 3.2.2 dargestellten Beziehung zwischen Zyto-
logie (PAP-Gruppe) und HC I-Test (Nachweis von HR-HPV) wurde der ,,Test gegen
den Trend“ eingesetzt.

Die Nullhypothese bei diesem Test ist das Fehlen eines Trends (einer Beziehung) zwi-
schen PAP-Gruppe und HR-HPV-Positivitat.

Die ermittelte PrifgroRe T ist hierbei deutlich positiv und betrégt 6,1.

Damit besteht ein hochsignifikanter Zusammenhang (p<0,001, Quantile der Normalver-
teilung) zwischen Dysplasiegrad (PAP-Gruppe) und Nachweis von HR-HPV mittels
HCT I.

PAP- Gruppe i(Nr.der Gruppe) B+ (nil) B-(ni2) Anzahl(ni) i*nil i*ni i2*ni

| 1 5 14 19 5 19 19
1 2 17 96 113 34 226 452
Ik 3 2 7 9 6 27 81
i 4 2 4 6 8 24 96
11D 5 31 15 46 155 230 1150
VA 6 13 2 15 78 90 540
\Y 8 4 7 11 32 88 704

74 145 219 318 704 3042

Tab. 3-34: Test gegen den Trend

r. r.
anil—nmeig
T= I=L =L (Grundformel fur PrifgréRe T)

J”%;%(niliznig—(ilinig)%
1= =

T=_ 210@18 74§704 _ 17546 17546 —_§ 1
%(21993042—7042) 49,24 70582 2897
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3.2.4 Altersverteilungen zum Hybrid Capture Test | (HR-HPV-

positive Befunde)

Bei 74 von insgesamt 220 Patientinnen konnte mit der HCT I-Methode ein positiver
Nachweis fiir HR-HPV gefiihrt werden, das entspricht einem Anteil von 34%.

Tab. 3-35 und Abb. 3-13 zeigen eine Aufteilung aller Patientinnen in zwei Altersgrup-
pen (</= 30 Jahre bzw. > 30 Jahre) sowie die absoluten und relativen Haufigkeiten der
zugehdrigen HR-HPV-Befunde.

31% der Frauen aus dem Gesamtkollektiv (n= 220) sind jlnger als 30 Jahre, unter ihnen
findet sich in 45% der Félle eine Infektion mit HR-HPV.

69% der Frauen aus dem Gesamtkollektiv sind &lter als 30 Jahre, unter ihnen findet sich
in 28% der Falle eine Positivitat fir HR-HPV.

Altersverteilung </= 30 Jahre (n=69 / 220) > 30 Jahre (n= 151/ 220)
Patientinnen 69 151
HR-HPV positiv 31 43

relative Haufigkeiten (%)  </= 30 Jahre (n=69 / 220) > 30 Jahre (n= 151/ 220)
Patientinnen 31 69
HR-HPV positiv 45 28

Tab. 3-35: Relative Haufigkeiten fur Alter und HR-HPV-Positivitéat
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HCT I: Rel. Haufigkeiten fur Alter und HR-HPV positiv
100
80
o 60 1 45
o
E 40 - 31 28
20
O _
</= 30 Jahre (n=69/220) | > 30 Jahre (n= 151/220)
@ Patientinnen 31 69
OHR- HPV positiv 45 28

Abb. 3-13: Relative Haufigkeiten fur Alter und HR-HPV-Positivitat

Zur statistischen Analyse der Beziehung von Alter der Patientin und Positivitat fur HR-
HPV wurde eine Kontingenztafel angelegt (Tab. 3-36).

Der Chi-Quadrat-Test nach Pearson zeigt, dass im vorliegenden Patientenkollektiv jun-
ge Frauen im Alter unter 30 Jahren signifikant hdufiger mit HR-HPV infiziert sind als
Frauen im Alter Gber 30 Jahren (p=0.017, Tab. 3-37).

HCT | </ =30 Jahre > 30 Jahre Randsumme
Sonde B positiv 31 43 74
Sonde B negativ 38 108 146

Randsumme 69 151 220

Tab. 3-36: Vierfeldertafel zu Altersverteilung und Sonde B positiv

Wert | df |Asymptotische [Exakte Signifi-|Exakte Signifi-
Signifikanz (2- kanz kanz
seitig) (2-seitig) (1-seitig)

Chi-Quadrat nach Pearson 5,742 1 ,017
Kontinuitatskorrektur 5028 | 1 ,025
Likelihood-Quotient 5,623 1 ,018

Exakter Test nach Fisher ,021 ,013
Zusammenhang linear-mit-linear 5716 | 1 ,017

Anzahl der gultigen Félle 220

Tab. 3-37: Chi-Quadrat-Tests zu Altersverteilung und Sonde B positiv
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3.2.5 Auswertung der Histologien

Die im Abschnitt 3.2.5 angefuhrten Daten beinhalten sdmtliche histologischen Ergeb-
nisse, die im Untersuchungszeitraum von Marz 1997 bis Juni 1998 fir das genannte
Kollektiv von 220 Patientinnen erhoben wurden. In tabellarischer Form wird jeweils
eine Synopsis von Zytologie, HPV-Test und Histologie gezeigt, insgesamt konnen Da-
ten zu 92 histologischen Préaparaten in die Analyse eingebracht werden. Die Anordnung
der Tabellen erfolgt anhand der zugrunde liegenden PAP-Gruppen, besondere Sachver-

halte sind grafisch dargestellt.

3.251 Tabellen

PAP | (n=19)

Histologie (n=4)

Sonde B pos (n=1) Methode Histonegativ  CIN I CIN Il CIN IIl mivCa PE-Ca AdCa
PE (n=1) 1

Sonde B neg (n=3) Methode Histo negativ  CIN I CIN 11 CIN IIl mivCa PE-Ca AdCa
HE (n=2) 2
ECC (n=1) 1

Tab. 3-38: PAP-Gruppe |

PAP Il (n=113)

Histologie (n=31)

Sonde B pos (n=4) Methode Histo negativ  CIN 1 CIN 11 CIN Il mivCa PE-Ca AdCa

K (n=2) 1 1
HE (n=1) 1
PE (n=1) 1

Sonde B neg (n=27) Methode Histonegativ  CIN I CIN Il CIN IIl mivCa PE-Ca AdCa

K (n=4) 1 1 2
HE (n=5) 5
PE (n=14) 13 1
ECC (n=4) 4

Tab. 3-39: PAP-Gruppe Il
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PAP Il und Sonde B positiv

Anzahl

negativ CIN | CIN I CIN 1
Histologie (n=4)

Abb. 3-14: Darstellung zur PAP-Gruppe 11

PAP Ik (n=9)

Histologie (n=2)

Sonde B pos (n=0) Methode Histo negativ . CIN 1 CIN 11 CIN Il mivCa PE-Ca AdCa

Sonde B neg (n=2) Methode Histonegativ  CIN I CIN 11 CIN IIl mivCa PE-Ca AdCa

HE (n=1) 1
PE (n=1) 1

Tab. 3-40: PAP- Gruppe Il k

PAP 11 (n=6)

Histologie (n=4)

Sonde B pos (n=1) Methode  Histo negativ. CIN I CIN Il CIN 111 mivCa PE-Ca AdCa

K (n=1) 1

Sonde B neg (n=3) Methode Histonegativ  CIN I CIN 11 CIN IIl mivCa PE-Ca AdCa

HE (n=1) 1
PE (n=1) 1
ECC (n=1) 1

Tab. 3-41: PAP- Gruppe 111
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PAP 111D (n=46)

Histologie (n=31)

Sonde B pos (n=20) Methode Histo negativ  CIN I CIN 11 CIN Il mivCa PE-Ca AdCa

K (n=11) 2 4 5
HE (n=1) 1
PE (n=8) 4 2 2

Sonde B neg (n=11) Methode Histo negativ . CIN I CIN 11 CIN Il mivCa PE-Ca AdCa

K (n=1) 1
PE (n=10) 9 1

Tab. 3-42: PAP-Gruppe 11D

PAP 1lID und Sonde B positiv

Anzahl

negativ CIN | CIN I CIN I PE- Ca
Histologie (n=20)

O P N W M 01O N

Abb. 3-15: Darstellung zur PAP-Gruppe 111D
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PAP IVA (n=15)

Histologie (n=14)

Sonde B pos (n=12) Methode Histo negativ  CIN I CIN 11 CIN Il mivCa PE-Ca AdCa

K (n=8) 2 1 5
PE (n=3) 2 1
ECC (n=1) 1

Sonde B neg (n=2) Methode Histo negativ  CIN I CIN 11 CIN IIl mivCa PE-Ca AdCa

K (n=2) 2

Tab. 3-43: PAP-Gruppe IVA

PAP IVA und Sonde B positiv

Anzahl 34

negativ CIN | CIN I CIN 1
Histologie (n=12)

Abb. 3-16: Darstellung zur PAP- Gruppe IVA
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PAP V (n=11)

Histologie (n=6)

Sonde B pos (n=2) Methode Histo negativ  CIN I CIN 11 CIN IIl mivCa PE-Ca AdCa

K (n=1) 1
HE (n=1) 1

Sonde B neg (n=4) Methode  Histo negativ. CIN I CIN Il CIN 111 mivCa PE-Ca AdCa

HE (n=3) 3
ECC (n=1) 1

Tab. 3-44: PAP-Gruppe V

PAP V und Sonde B positiv

Anzahl 1+

negativ CIN | CIN Il CIN 1l PE- Ca
Histologie (n=2)

Abb. 3-17: Darstellung zur PAP-Gruppe V
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3.25.2  Statistische Analyse zum Hybrid Capture Test I (1)

Zur statistischen Analyse der in Abschnitt 3.2.5 erhobenen Daten wurden zunéchst die
histologischen Ergebnisse samtlicher Dysplasiegrade (CIN I-111) und Karzinome mit
den Befunden der HR-HPV-Testungen (HCT 1) in einer Kontingenztafel (Tab. 3-45)

korreliert.
Ergebnis Sonde B / Histologie positiv
Histologie (CIN I- 111/ mivCa/ PE-Ca/ AdCa)  Histologie negativ. =~ Summe
HR-HPV positiv 24 16 40
HR-HPV negativ 12 40 52
Summe 36 56 92

Tab. 3-45: Vierfeldertafel zum HCT |

Der Chi-Quadrat-Test nach Pearson zeigt hierbei einen hochsignifikanten Zusammen-
hang zwischen positivem Testergebnis fur HR-HPV und dem Vorliegen eines patholo-
gischen Histologiebefundes (p<0.001, Tab.3-46).

Wert | df | Asymptotische Signifikanz | Exakte | Exakte Signi-
(2-seitig) Signifi-| fikanz (1-
kanz (2- seitig)
seitig)
Chi-Quadrat nach Pearson 12941 | 1 ,000
Kontinuitatskorrektur 11,437 | 1 ,001
Likelihood-Quotient 13,134 | 1 ,000
Exakter Test nach Fisher ,001 ,000
Zusammenhang linear-mit-linear | 12,800 | 1 ,000
Anzahl der giltigen Félle 92

Tab. 3-46: Statistische Auswertung mit Chi-Quadrat-Test

Fur den Hybrid Capture Test | konnten die nachfolgend angefiihrten statistischen Mal-

zahlen mit den in Tab. 3-47 angegebenen Konfidenzintervallen berechnet werden.
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HCT | Wert 95% Kl unten | 95% KI oben
Sensitivitat 0,66667 0,49030 0,81444
Spezifitat 0,71429 0,57790 0,82705
Positiver Pradiktiver Wert 0,60000 0,43327 0,75135
Negativer Pradiktiver Wert 0,76923 0,63160 0,87468

Tab. 3-47: Statistische Malzahlen und Konfidenzintervalle (HCT 1)

3.25.3  Statistische Analyse zum Hybrid Capture Test | (2)

Zur statistischen Analyse der in Abschnitt 3.2.5 erhobenen Daten wurden zudem die
histologischen Ergebnisse aller hohergradigen Dysplasien (CIN 11-111) und Karzinome
mit den Befunden der HR-HPV-Testungen (HCT 1) in einer Kontingenztafel (Tab. 3-
48) korreliert.

Ergebnis Sonde B / Histologie positiv
Histologie (CIN 11/ CIN 111/ mivCa/ PE-Ca/ AdCa)  Histologie negativ.~ Summe
HR-HPV positiv 21 16 37
HR-HPV negativ 9 40 49
Summe 30 56 86

Tab. 3-48: Vierfeldertafel zum HCT |
Der Chi-Quadrat-Test nach Pearson zeigt hierbei einen hochsignifikanten Zusammen-
hang zwischen positivem Testergebnis fur HR-HPV und dem Vorliegen eines patholo-

gischen Histologiebefundes (p<0.001).

Fur den Hybrid Capture Test | konnten die nachfolgend angefihrten statistischen MaR-

zahlen mit den in Tab. 3-49 angegebenen Konfidenzintervallen berechnet werden.
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HCT | Wert 95% Kl unten | 95% KI oben
Sensitivitat 0,70000 0,50604 0,85265
Spezifitat 0,71429 0,57790 0,82705
Positiver Pradiktiver Wert 0,56757 0,39489 0,72902
Negativer Pradiktiver Wert 0,81633 0,67978 0,91241

Tab. 3-49: Statistische Malzahlen und Konfidenzintervalle (HCT 1)

3.25.4  Statistische Analyse der Zytologie

Zur statistischen Analyse der in Abschnitt 3.2.5 erhobenen Daten wurden des Weiteren
die histologischen Ergebnisse der hohergradigen Dysplasien und Karzinome mit den
Befunden der Zytologie in einer Kontingenztafel (Tab. 3-50) korreliert.

Ergebnis PAP / Histologie positiv
Histologie (CIN II/CIN I1l/mivCa/PE-Ca)  Histologie negativ. Summe
PAP positiv (111D, IVA, V) 27 21 48
PAP negativ oder unklarer
Befund (1,11, 11Kk,111) 3 35 38
Summe 30 56 86

Tab. 3-50: Vierfeldertafel Zytologien
Der Chi-Quadrat-Test nach Pearson zeigt hierbei einen hochsignifikanten Zusammen-
hang zwischen positivem Zytologie-Befund und dem Vorliegen eines pathologischen

Histologiebefundes (p<0.001).

Fur die zytologischen Befunde konnten die nachfolgend angefiihrten statistischen MaR-
zahlen mit den in Tab. 3-51 angegebenen Konfidenzintervallen berechnet werden.
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Zytologie Wert 95% Kl unten | 95% KI oben
Sensitivitat 0,90000 0,73471 0,97888
Spezifitat 0,62500 0,48548 0,75082
Positiver Pradiktiver Wert 0,56250 0,41181 0,70520
Negativer Pradiktiver Wert 0,92105 0,78623 0,98341

Tab. 3-51: Statistische MalRzahlen und Konfidenzintervalle (Zytologie)

3.2.6 Synopsis von HCT I, HCT Il und Zytologie

Fur den Hybrid Capture Test | konnten die nachfolgend aufgefiihrten statistischen MaR-

zahlen mit den in Tab. 3-52 und Tab. 3-53 angegebenen Konfidenzintervallen berechnet

werden.
HCT | Wert 95% Kl unten | 95% KI oben
Sensitivitat 0,66667 0,49030 0,81444
Spezifitat 0,71429 0,57790 0,82705
Positiver Pradiktiver Wert 0,60000 0,43327 0,75135
Negativer Pradiktiver Wert 0,76923 0,63160 0,87468

Tab. 3-52: MaRzahlen und Konfidenzintervalle zum Hybrid Capture Test | fur die Er-
kennung aller Dysplasiegrade (CIN I-111) und Karzinome (Kap. 3.2.5.2)

HCT | Wert 95% Kl unten | 95% KI oben
Sensitivitat 0,70000 0,50604 0,85265
Spezifitat 0,71429 0,57790 0,82705
Positiver Pradiktiver Wert 0,56757 0,39489 0,72902
Negativer Pradiktiver Wert 0,81633 0,67978 0,91241

Tab. 3-53: Malizahlen und Konfidenzintervalle zum Hybrid Capture Test | fur die Er-
kennung hohergradiger Dysplasien (CIN I1-111) und Karzinome (Kap. 3.2.5.3)
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HCT 11 Wert 95% Kl unten | 95% KI oben
Sensitivitat 0,93103 0,85591 0,97427
Spezifitat 0,60748 0,50836 0,70048
Positiver Pradiktiver Wert 0,65854 0,56762 0,74162
Negativer Pradiktiver Wert 0,91549 0,82508 0,96835

Tab. 3-54: Mal3zahlen und Konfidenzintervalle zum Hybrid Capture Test Il fir die Er-

kennung aller Dysplasiegrade (CIN I-111) und Karzinome (Kap. 3.1.5.2)

HCT 11 Wert 95% Kl unten | 95% KI oben
Sensitivitat 0,94737 0,87069 0,98547
Spezifitat 0,60748 0,50836 0,70048
Positiver Pradiktiver Wert 0,63158 0,53614 0,72000
Negativer Pradiktiver Wert 0,94203 0,85817 0,98398

Tab. 3-55: Mal3zahlen und Konfidenzintervalle zum Hybrid Capture Test Il fir die Er-

kennung hohergradiger Dysplasien (CIN I1-111) und Karzinome (Kap. 3.1.5.3)

Zytologie (HCT 1) Wert 95% Kl unten | 95% KI oben
Sensitivitat 0,86486 0,76549 0,93325
Spezifitat 0,67290 0,57546 0,76049
Positiver Pradiktiver Wert 0,64646 0,54397 0,73995
Negativer Pradiktiver Wert 0,87805 0,78714 0,93994

Tab. 3-56: Malzahlen und Konfidenzintervalle zur Zytologie (Zeitraum HCT II) (Kap.

3.1.5.5)
Zytologie (HCT 1) Wert 95% Kl unten | 95% KI oben
Sensitivitat 0,90000 0,73471 0,97888
Spezifitat 0,62500 0,48548 0,75082
Positiver Pradiktiver Wert 0,56250 0,41181 0,70520
Negativer Pradiktiver Wert 0,92105 0,78623 0,98341

Tab. 3-57: MafRzahlen und Konfidenzintervalle zur Zytologie (Zeitraum HCT 1) (Kap.

3.2.5.4)
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4 Diskussion

Der Stellenwert des HPV-Nachweises in der klinischen Routine sowie dessen magliche
Etablierung im Krebsvorsorgeprogramm ist Gegenstand aktueller wissenschaftlicher
Diskussionen und Studien. Fir bestimmte Klinische Situationen belegen die bisherigen
Daten den Nutzen einer zusétzlichen HPV-Diagnostik, der routineméaBige Einsatz eines
HPV-Screenings wird derzeit als voreilig eingestuft. Im Mittelpunkt der vorliegenden
Untersuchung steht die klinische Anwendung der Hybrid Capture Methode zum Nach-
weis von HPV bei insgesamt 664 Patientinnen der Universitatsfrauenklinik Munster.
Die wichtigsten aus dem Patientenkollektiv erhobenen Beobachtungen und Daten sollen
im Folgenden kritisch analysiert und in Bezug zu den Ergebnissen anderer Autoren ge-

setzt werden.
4.1 Pravalenz von Humanen Papillomaviren (HPV)

Die Prévalenz von HR-HPV unter den Frauen, die mit der Hybrid Capture I1-Methode
getestet wurden (3.1.2), betragt in der vorliegenden Untersuchung 41%. Bei den zytolo-
gisch Negativen liegt der Anteil von HR-HPV bei 12%.

Die ermittelten Pravalenzwerte liegen hier wesentlich hoher als in aktuellen Studien mit
deutlich groRieren Fallzahlen. In der sog. Jena-Studie von Schneider et al. (93) besteht
unter 4.761 rekrutierten Frauen eine Pravalenz von 7.8% fir HR-HPV, eine grof3e Stu-
die in Neufundland/ Kanada (87) zeigt einen Anteil von 10.8% HR-HPV-DNA unter
2.098 Patientinnen. Eine noch offene hollandische Screeningstudie hat bislang einen
Anteil von 3.4% HR-HPV unter 13.500 zytologisch negativen Frauen gefunden, die
Tubinger Screeningstudie von Iftner et al. umfasst derzeit 7.666 Patientinnen mit einer
HR-HPV-Préavalenz von 6.2% (Abstracts) (17).

Die Unterschiede der Pravalenzwerte kommen dadurch zustande, dass die angefuhrten
Studien Frauen aus der allgemeinen Routinevorsorge rekrutiert haben, wéhrend in die
vorliegende Arbeit Patientinnen einer Universitatsfrauenklinik mit mehrheitlich bereits
bestehenden aufféalligen Befunden oder besonderen Krankheitsbildern Eingang fanden
(2.2).
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Gemeinsam stellen sie ein Risikokollektiv mit einem hohen Anteil an HPV-Infektionen
dar. Aus den erhobenen Daten lassen sich eindeutige und signifikante Aussagen zur

Beurteilung der Hybrid Capture Methode machen.

4.2 HPV-Infektion und zervikale Karzinogenese

Innerhalb des genannten Risikokollektivs wurden 444 Patientinnen mit der Hybrid Cap-
ture I1-Methode auf das Vorhandensein von HR-HPV-DNA getestet. Dabei zeigt die
statistische Analyse mit dem ,,Test gegen den Trend* (3.1.3) einen hochsignifikanten
Zusammenhang zwischen Dysplasiegrad in der Zytologie und dem Nachweis von HR-
HPV (p<0.001).

Diese eindeutige Korrelation von HPV-Infektion und zervikaler Dysplasie ist in der
Literatur durch eine Vielzahl von Studien belegt, wobei als Methode zum Nachweis von
HPV-DNA mehrheitlich die PCR zur Anwendung kam.

Schiffman et al. zeigten, dass die Mehrzahl aller zervikalen intraepithelialen Neoplasien
(CIN) einer Infektion mit HR-HPV zugeschrieben werden kann (91). Koutsky et al. be-
schrieben die Entstehung einer CIN als haufige und frihe Manifestation einer Infektion
der Zervix mit HR-HPV (59), und Bosch et al. konnten die virale Atiologie von CIN I
fir HR-HPV belegen (16). Fur das invasive Zervixkarzinom konnten Munoz et al. (76)
auf die enge Assoziation zu HR-HPV-Typen hinweisen. Walboomers, Bosch und Cu-
zick et al. beschrieben fur das manifeste Zervixkarzinom eine HPV-Prévalenz von bis
zu 99.7% (15;32;110).

Insgesamt wird eine Infektion mit Humanen Papillomaviren als notwendige Ursache fur
die zervikale Karzinogenese und die Entstehung des Zervixkarzinoms angesehen. Fur
das untersuchte Patientenkollektiv ist dieser Zusammenhang ebenfalls sehr wahrschein-
lich.

4.3 Altersabhéangigkeit der HPV-Infektion

Die Infektion mit Humanen Papillomaviren zeigt eine eindeutige Abhangigkeit zum

Alter der betroffenen Frauen. In der vorliegenden Arbeit sind junge Frauen im Alter
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unter 30 Jahren signifikant haufiger mit HR-HPV infiziert als Frauen tber 30 Jahre (p=
0.013) (3.1.4).

Clavel et al. beschreiben in einer groRen Studie fir die dritte Lebensdekade die hochste
Prévalenz von HR-HPV und einen kontinuierlichen Abfall derselben nach dem 30. Le-
bensjahr (24). Jacobs et al. berichten flr die Altersgruppe von 25-29 Jahren den hochs-
ten Anteil an HPV-Infektionen (52).

Ho et al. untersuchten eine Kohorte von 608 Studentinnen im Alter von 17-23 Jahren.
Die initiale HPV-Prévalenz der jungen Frauen betrug 26%, die kumulative Inzidenz
einer HPV-Infektion Uber 36 Monate wurde mit 43% angegeben. Die mediane Dauer
einer neuerworbenen HPV-Infektion betrug dabei 8 Monate (95% KI: 7-10 Monate).
80% der Infektionen bildeten sich spontan zurlick (49).

Die Ergebnisse anderer Autoren bestatigen das signifikant hohere Aufkommen von
HPV-Infektionen unter jungen Frauen (20;45;71). Fir das Alter von 15-19 Jahren ermit-
telten Woodman et al. in einer aktuellen englischen Studie eine HPV-Prévalenz von
12%. Bei initial negativem Befund von Zytologie und HPV-Test betrug das kumulative

Risiko einer HPV-Infektion 44% fiir einen Zeitraum von 3 Jahren (116).

Die Daten zum Hybrid Capture Test Il zeigen flr die jungen Patientinnen unter 30 Jah-
ren eine HR-HPV-Prévalenz von 49%, bei den alteren Frauen tber 30 Jahre sind 37%
der Félle positiv fur HR-HPV (3.1.4). In beiden Altersgruppen sind die HPV-
Pravalenzen deutlich hoher als in den angefuhrten Studien, allerdings beziehen sich die
Ergebnisse der anderen Autoren entweder auf Patientenkollektive der Routinevorsorge
(20;24;49;71) oder auf HPV-Testungen an unauffélligen Zytologie-Préparaten (45;52).

4.4 HPV-Nachweis zur Fruherkennung des Zervixkarzinoms

Nachfolgend soll der Stellenwert des HPV-Nachweises mittels Hybrid Capture Test flr
die einzelnen zytologischen Befundgruppen dargestellt werden. Die Bewertung der Zy-
tologie erfolgt hierbei nach der Minchener Nomenklatur 11 der Deutschen Gesellschaft
fir Zytologie (s. Anhang V).

In der Diskussion und Interpretation der Ergebnisse mufl zudem die sog. Bethesda-

Klassifikation hinzugezogen werden, die in den mehrheitlich anglo-amerikanischen
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Studien und Literaturstellen Verwendung findet (62). Die Bethesda-Klassifikation teilt
die Befunde der Zytologie in zwei Risikogruppen. Die Gruppe mit niedrigem Risiko
(low-grade squamous intraepithelial lesion, LGSIL) umfal3t kondylomattse und koilo-
zytotische Lé&sionen sowie leichte Dysplasien, die Gruppe mit hohem Risiko (high-
grade squamous intraepithelial lesion, HGSIL) enth&lt maRige und schwere Dysplasien

sowie in-situ-Karzinome (65) (s. Anhang V).

Der zytologische Befund PAP 11 beschreibt ein entziindlich oder degenerativ verander-
tes Zellbild. Von 194 Patientinnen mit der Diagnose PAP Il wurden 16% positiv fir
HR-HPV getestet, unter 13 ausgewerteten HR-HPV-positiven Histologien fanden sich
drei hohergradige Dysplasien (CIN I11) sowie neun Histologien ohne pathologischen
Befund.

Aus den vorliegenden Daten lasst sich demnach kein eindeutiger Nutzen fiir die zusétz-
liche Durchfuihrung eines HPV-Tests bei Abstrichen ohne Anhalt fir dysplastische Ver-
anderungen herleiten. Insbesondere der Anteil falsch-positiver Ergebnisse der Hybrid
Capture Methode wird in der Literatur kritisch herausgestellt.

Schneider et al. weisen darauf hin, dass Frauen mit negativer Zytologie in der VVorsorge
durch einen positiven HR-HPV-Befund belastet werden und dass gegenwartig keine
Methode zur Behandlung asymptomatischer HPV-Infektionen verflgbar ist (94). Krei-
enberg betont vor diesem Hintergrund, dass die Spezifitat einer Methode der Friher-
kennung ausreichend hoch sein muss und falsch-positive Testergebnisse bei seltenen
Erkrankungen wie dem Zervixkarzinom ein besonderes Problem darstellen (60).

In einer aktuellen Studie von Castle et al. wurde hingegen die Bedeutung des einzelnen
positiven HR- HPV-Tests bei unauffalliger Zytologie an 2000 Patientinnen der allge-
meinen Vorsorge Uber einen Zeitraum von 5 Jahren untersucht (21). Der positive pra-
diktive Wert fir die Entwicklung einer zytomorphologischen Veranderung im Sinne
von ASCUS oder héher wurde dabei mit 15% berechnet. Beim Zusammentreffen von
normaler Zytologie und positivem HPV-Test sollte sich die betroffene Patientin daher in
jedem Fall der regelmaRigen Vorsorge unterziehen.

Mit Hinsicht auf die mediane Dauer einer HR-HPV- Infektion von 13.5 Monaten (41)
empfehlen Bory et al. halbjahrliche Kontrollen fur Patientinnen mit normalem Abstrich

und positivem HR-HPV-Test. Die Autoren konnten in einer Untersuchung an tber 3000
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Patientinnen mit unauffélliger Zytologie die signifikante Assoziation von persistieren-
der HR-HPV-Infektion und der Entwicklung héhergradiger Dysplasien (HGSIL) bele-
gen (13).

Die zytologischen Befunde PAP Ilk und PAP 111 stellen Abstriche unklarer Dignitét dar.
Aufgrund schwerer entziindlicher oder degenerativer Verdnderungen ist die eindeutige
Bewertung und Einordnung des Zellbildes nicht méglich.

In der PAP-Gruppe Ik wurden mittels Hybrid Capture 11 29% der Patientinnen positiv
fir HR-HPV getestet, acht HR-HPV-positive Histologien zeigten zwei hohergradige
Dysplasien (CIN I1I-111), bei Negativitat fir HR-HPV war der histologische Befund stets
unaufféllig. Bei PAP 11l waren 47% der Falle positiv fur HR-HPV, neun HR-HPV-
positive Histologien zeigten funf hohergradige Dysplasien (CIN II-111), bei negativem
HR-HPV-Status blieben die Histologien ebenfalls ohne pathologischen Befund.

Fur die Erkennung hohergradiger Dysplasien innerhalb der PAP-Gruppen Ilk und 111
werden Sensitivitat und Negativer Pradiktiver Wert des Hybrid Capture Test 11 aus den
vorliegenden Daten mit 99.3% und 99.7% berechnet (p<0.05). Die zusétzliche Durch-
fihrung des HPV-Tests ist demnach eine nitzliche und diagnostisch wegweisende Me-
thode zur Triage von Frauen mit zytologischen Befunden unklarer Dignitat.

Solomon et al. (ALTS Group/ Bethesda) untersuchten in einer groRen randomisierten
Studie verschiedene Strategien zur Abklarung zytologisch unsicherer Befunde. In der
Erkennung hohergradiger Dysplasien bei Patientinnen mit der zytologischen Diagnose
ASCUS (atypical squamous cells of undetermined significance) war der HPV-Nachweis
der zytologischen Untersuchung eindeutig tberlegen. Sensitivitat und Negativer Pradik-
tiver Wert des Hybrid Capture Test wurden in dieser Studie mit 96.3% bzw. 99.5% fiir
die Erkennung von CIN 11 und mit 95.9% bzw. 98.9% fir die Erkennung von CIN 1l
berechnet (101).

Die aulerordentliche Bedeutung einer zuverlassigen Triage zytologisch unklarer Befun-
de konnten Manos und Kinney et al. in einer Untersuchung an 46.000 Patientinnen der
allgemeinen Vorsorge herausstellen. Mit 3.6% der Félle war ASCUS der haufigste ab-
normale zytologische Befund, 38.8% der gesicherten hohergradigen Dysplasien fanden
sich bei Frauen mit der Diagnose ASCUS (57). Innerhalb dieses Kollektivs zeigte der
HPV-Nachweis mit dem Hybrid Capture Test 11 eine Sensitivitat von 89.2% fir die Er-
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kennung hohergradiger Dysplasien, der wiederholte zytologische Abstrich hatte dage-
gen eine Sensitivitat von 76.2%. Der HPV-Nachweis wurde dabei in dieser Studie als
»Reflex-HPV-Test* an residuellen Proben durchgefihrt, also ausschlieBlich bei Vorlie-

gen eines auffélligen zytologischen Befundes (66).

Der zytologische Befund PAP 111D enthélt Zellen einer leichten bis maRigen Dysplasie,
in der Bethesda-Klassifikation werden Zellen einer leichten Dysplasie als low-grade
squamous intraepithelial lesion (LGSIL) bezeichnet.

Bei Vorliegen eines PAP 111D ist die Progressionstendenz zur hohergradigen Dysplasie
zundchst unklar. Innerhalb dieser Gruppe wurden mit Hybrid Capture 11 72% aller Frau-
en positiv fur HR-HPV getestet, unter 43 ausgewerteten HR-HPV-positiven Histologien
fanden sich 12 CIN 111, 6 CIN II, 8 CIN I und 17 negative Histologien. Auffallig sind
mithin die hohe Pravalenz von HR-HPV bei der Diagnose PAP I11D und ein Anteil an
hohergradigen Dysplasien (CIN 11/ 111) von 42%. Fir die Erkennung hohergradiger
Dysplasien innerhalb der PAP-Gruppe 111D werden Sensitivitat und Negativer Pradikti-
ver Wert des Hybrid Capture Test 11 aus den vorliegenden Daten mit 94.7% und 91.7%
berechnet (p<0.05).

Die ALTS Group/ Bethesda (107) hat in diesem Zusammenhang 642 Frauen mit der
zytologischen Diagnose LGSIL untersucht. Aufgrund einer HR-HPV- Préavalenz von
82.9% weisen die Autoren auf eine begrenzte Aussagekraft des HPV- Nachweises mit-
tels HC I1 fur das weitere diagnostische VVorgehen bei LGSIL hin.

In einer prospektiven Studie von Nobbenhuis et al. (78) war der Entwicklung einer ho-
hergradigen Dysplasie (CIN 111) in 95% der Félle eine persistierende Infektion mit HR-
HPV vorausgegangen. Die Autoren belegen, dass bei Frauen mit leichter bis maRiger
Dysplasie ein erneuter positiver HPV-Test die Progression zu CIN Il besser vorhersa-
gen konnte als die Wiederholung der Zytologie.

Eine Studie von Petry et al. (83) untersuchte ebenfalls den Stellenwert des HPV-
Nachweises bei Patientinnen mit der zytologischen Diagnose einer leichten bis maBigen
Dysplasie. Der HPV-Test mittels Hybrid Capture 11 konnte dabei den klinischen Verlauf
dieser Dysplasiegrade vorhersagen. Samtliche Lasionen mit einer Progression zu CIN
I11 waren dabei positiv fir HR-HPV, bei Negativitét fir HR-HPV kam es in keinem Fall
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zu einer Entwicklung von CIN 11I. Der Negative Préadiktive Wert des HCT Il flr die
Inzidenz von CIN I11 wurde demnach mit 100% angegeben.

Zusammenfassend hat der einzelne HPV-Test fur die PAP-Gruppe 111D nur dann einen
diagnostischen Wert, wenn dieser negativ ausfallt. Die Wiederholung des HPV-
Nachweises gibt dagegen maoglicherweise Aufschlul3 tiber die Progressionstendenz einer
HR-HPV-positiven Lasion.

Die PAP-Gruppe IVA zeigte eine HR-HPV-Prévalenz von 93%. Unter 38 HR-HPV-
positiven Histologien fanden sich 33 hohergradige Dysplasien und Karzinome. PAP-
Gruppe IVB war zu 100% positiv fir HR-HPV, die ausgewerteten HR-HPV-positiven
Histologien zeigten ausschliellich héhergradige Dysplasien (CIN 1I-111).

Bei Vorliegen eines zytologischen Befundes der PAP-Gruppe IV A oder 1V B erfolgt in
jedem Fall eine histologische Abkl&rung. Die HPV-Testung liefert dabei keinen weg-

weisenden Befund.

Die zytologische Diagnose PAP V muf} ebenfalls histologisch geklart werden. Aufgrund
der hohen HR-HPV-Prévalenz dieser L&sionen steht die HPV-Testung hier gleicherma-
Ren im Hintergrund.

Wider Erwarten sind in der vorliegenden Arbeit nur 77% der PAP V-Abstriche positiv
fir HR-HPV (3.1.2). Unter 8 HR-HPV-positiven Histologien fanden sich 3 Plattene-
pithelkarzinome und 4 schwere Dysplasien (CIN 11l). Das Absinken der HR-HPV-
Prévalenz in der PAP-Gruppe V lasst sich vor allem durch die Materialentnahme an
manifesten Zervixkarzinomen erkldren: Abstriche von nekrotisch zerfallenen Portio-
Arealen liefern dabei Zellen, die keine HPVV-DNA mehr enthalten.

In der Auswertung der einzelnen zytologischen Befundgruppen und der zugehdrigen
histologischen Ergebnisse fanden sich in den PAP-Gruppen IIID und IVA falsch-
negative Ergebnisse fir die HPV-Testung mittels Hybrid Capture.

In der Gruppe PAP 11D war eine histologisch gesicherte hthergradige Dysplasie (CIN
I1) negativ fir HR- HPV, in der Gruppe PAP IVA wurden zwei héhergradige Dyspla-

sien (CIN 1I-111) und ein mikroinvasives Karzinom negativ fir HR-HPV getestet.
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Als Ursache fir die Diskrepanz der Befunde kommt neben einer falschen oder ungeni-
genden Materialentnahme die im Einzelfall zu hohe Nachweisgrenze des Hybridisie-
rungsassays von 1pg HPV- DNA/mI in Betracht. Zum anderen kann einer zervikalen
Lasion ein HPV-Genotyp zu-grundeliegen, der nicht im Spektrum der high-risk-Sonde
von Hybrid Capture 1l (HPV 16/ 18/ 31/ 33/ 35/ 39/ 45/ 51/ 52/ 56/ 58/ 59/ 68) enthal-

ten ist.

Insgesamt zeigt die statistische Analyse des Hybrid Capture Test Il einen hochsignifi-
kanten Zusammenhang zwischen positivem Testergebnis fur HR-HPV und pathologi-
schem Histologiebefund (p<0.001). Fir die Erkennung hohergradiger Dysplasien und
Karzinome wird die Sensitivitat des Hybrid Capture Il mit 94.7%, die Spezifitdt mit
60.7%, der Positive Pradiktive Wert (PPV) mit 63.1% und der Negative Pradiktive Wert
(NPV) mit 94.2% berechnet. Fir die Zytologie im Vergleich betragt die Sensitivitat
86.5%, die Spezifitat 67.3%, der PPV 64.6% und der NPV 87.8%.

Die Validitat der Zytologie wird in der Literatur unterschiedlich bewertet. Die in der
vorliegenden Arbeit berechnete Sensitivitat von 86.5% erscheint hoch im Vergleich zu
den Ergebnissen anderer Autoren.

Reid et al. (88) fanden 1991 eine Sensitivitat von 52.2% fur die Erkennung héhergradi-
ger Dysplasien (HGSIL), Cox et al. beschrieben 1995 eine Sensitivitat von 73% fir den
Nachweis von CIN Il und 11 (27).

In der sog. Jena- Studie von Schneider et al. aus dem Jahr 2000 wurde die Sensitivitat
der Zytologie mit 18.4% berechnet (93). Zudem ergab eine Untersuchung von Cuzick et
al. (31) zur Routinevorsorge von 2000 Patientinnen bei 44% aller CIN 11/ I11-L&sionen
einen unauffalligen und demnach falsch-negativen zytologischen Befund.

Vor diesem Hintergrund wird in der Diskussion zur Verbesserung der Friiherkennungs-
ergebnisse beim Zervixkarzinom der Nachweis von HPV besonders herausgestellt. Die
Hybrid Capture Methode zeichnet sich dabei durch eine sehr hohe Sensitivitat fiir ho-

hergradige Dysplasien aus und liefert einen hohen Negativen Pradiktiven Wert (NPV).
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Eine aktuelle Studie aus Frankreich von Clavel et al. beschreibt an einem Kollektiv von
7932 Frauen fiir den Hybrid Capture Il eine Sensitivitat von 100% in der Erkennung
héhergradiger Dysplasien (HGSIL). Angesichts einer Sensitivitat der konventionellen
Zytologie von 68.1% weisen die Autoren darauf hin, dass eine Kombination beider Me-
thoden im Primérscreening die Erkennung von HGSIL signifikant verbessern wirde
(24).

Die bereits zur HPV-Pravalenz angefiihrte deutsche Studie von Iftner et al. aus Tlbin-
gen untersucht ebenfalls die Fragestellung, ob das Screening auf HR-HPV zusétzlich
zur Zytologie die Sensitivitat fir die Friherkennung hohergradiger Dysplasien (CIN 11/
I11) steigern kann (Abstract) (17). In der Detektion von CIN 11 und Il erreichen Zytolo-
gie und Hybrid Capture 1l eine Sensitivitat von 32% bzw. 94%, bei CIN |1l erkannte die
Zytologie 50% der Falle, 100% der Tests auf HR-HPV waren positiv. Die Spezifitaten
von Zytologie und Hybrid Capture 11 wurden dabei mit 97% bzw. 94% berechnet. Die
Autoren sind der Auffassung, dass die gegenwartige Zervixkarzinom-Vorsorge in
Deutschland mit dem alleinigen PAP-Abstrich keine ausreichende Sicherheit bietet und
deuten dabei auf die zuséatzliche Einflihrung der sensitiveren und weniger fehleranfalli-
gen Testung auf HR-HPV mittels Hybrid Capture.

Die bislang als Abstract vorliegenden préalimindren Daten der Tibinger Studie erschei-
nen wegweisend. Dennoch sollte erst nach vollstandiger Publikation der Daten der Stel-

lenwert des Hybrid Capture Test flr das HPV-Screening abschliel3end beurteilt werden.

In der sog. Seattle-Studie von Kulasingam et al. wurden 3293 junge Frauen mit einem
Durchschnittsalter von 24 Jahren untersucht (Abstract) (17). In der Erkennung von CIN
[1/ 111 berechnen die Autoren fur Zytologie und Hybrid Capture Il eine Sensitivitat von
56% bzw. 68%, die Spezifitaten der Methoden betragen 93% bzw. 79%. Die Autoren
machen deutlich, dass bei vergleichbarer Sensitivitdt und Spezifitat die HPV-Testung
flir das Screening in Betracht gezogen werden sollte.

Des Weiteren zeigt eine kanadische Multicenter-Studie von Ratnam und Franco et al.
fir den Hybrid Capture 11 eine Sensitivitat von 90% fir HGSIL bei einer Spezifitat von
51% (87). Die Kombination von Zytologie und HCT Il ergab hierbei einen Negativen
Préadiktiven Wert von 100% fir die Entwicklung einer HGSIL. Die Autoren bekréftigen,
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dass eine Verbindung von Zytologie und HPV-Nachweis die Effektivitat und Sicherheit

des primdren Screenings verbessern und Screeningintervalle verlangern kann.

In der vorliegenden Arbeit wurden vergleichbare statistische Mal3zahlen fiir den Hybrid
Capture Test Il aus dem Patientenkollektiv der Universitatsfrauenklinik Minster ermit-
telt. Aufgrund der dargestellten Datenlage erscheint eine Erganzung der konventionellen

Krebsvorsorge durch den HPV-Nachweis mittels Hybrid Capture sinnvoll.

4.5 Immunhistochemie

Neben der Hybrid Capture Methode wurde in der vorliegenden Arbeit die Immunhisto-
chemie als weiteres HPV-Nachweisverfahren untersucht (3.1.6).

Die statistische Analyse der Daten zeigt einen signifikanten Zusammenhang (p<0.05,
Exakter Test nach Fisher) zwischen positiver Immunhistochemie und pathologischem
Histologiebefund (CIN I-111, mikroinvasives Karzinom, Plattenepithelkarzinom).
Vergleicht man Hybrid Capture Il und Immunhistochemie, so wird mit der immunhisto-
chemischen Farbung das L1-Kapsid-Protein von HPV und mit HC Il die HPV-DNA
infizierter Zellen nachgewiesen. Demnach ist ein positiver Befund in der Immunhisto-
chemie abhangig vom viralen Replikationszyklus und der Présenz von L1-Kapsid-
Protein, wahrend mit HC Il die HPV-DNA ab einem Schwellenwert von 1 pg/ml zu
jedem Zeitpunkt erkannt wird. Die unterschiedlichen Testansatze erklaren die statisti-
schen Malizahlen beider HPV-Nachweisverfahren. Mit einer diagnostischen Sensitivitat
von 35.6% und einem Negativen Pradiktiven Wert von 32.1% erscheint die Immun-

histochemie als HPV-Nachweisverfahren ungeeignet.

4.6 Progressionsmarker zervikaler Lasionen

Leichtgradige Dysplasien und CIN | der Cervix uteri zeigen innerhalb der Nachsorge
eine Rickbildungstendenz in bis zu 70% der Falle (38;77;79;106). Patientinnen mit die-
ser Diagnose mussen zeitnah und regelmaRig kontrolliert werden, was eine psychische
Belastung darstellt und Kosten verursacht. An dieser Stelle waren Parameter von Nut-

zen, die die Progressionstendenz einer CIN I-Ldsion schon bei Erstdiagnose festlegen.
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Unter der Vorstellung, dass der Dysplasiegrad einer Lasion von der Menge an HR-
HPV-DNA (gemessen in Relative Light Units) abhangt, wurden in der vorliegenden
Untersuchung die RLU-Werte mit den histologischen Befunden korreliert (3.1.7).

Wie in anderen Studien (23-26;106) konnte auch hier kein klinisch verwertbarer quanti-
tativer Zusammenhang zwischen HPV-DNA-Menge (RLU) und Dysplasiegrad ermittelt
werden. Insbesondere die fehlende Standardisierung und Quantifizierung der Material-
entnahme fur den HCT Il liefert bei jedem Abstrich eine unterschiedliche Menge an
Zellen. Damit variieren DNA-Menge und Signalintensitdt von Abstrich zu Abstrich.
Des Weiteren umfasst die HR-Sonde des HC |1 eine Gruppe von 13 HR-HPV-Typen, so
dass im einzelnen Testansatz die gemessene HPV-DNA aus einem Virustyp oder einer
Mischinfektion resultieren kann (24).

Sun et al. belegen in ihrer Studie (105), dass aufwendige Laborschritte mit DNA-
Extraktion und DNA-Quantifizierung notwendig sind, um mit Hybrid Capture 11 quanti-
tative Aussagen zur Beziehung von HPV-DNA-Menge und zervikaler Dysplasie ma-
chen zu kdnnen.

In einer aktuellen Untersuchung zum HCT Il verwenden Lorincz et al. (64) die RLU-
Quotienten zur Beurteilung der HR-HPV-DNA-Menge. Eine Beziehung zwischen Vi-
rusload und der Entwicklung von CIN 111 war dabei nicht ersichtlich.

PCR-basierte Verfahren dagegen erlauben vor diesem Hintergrund quantitative Aussa-
gen. So konnten Josefsson und Ylitalo et al. in einer skandinavischen Fall-Kontroll-
Studie (54;118) zeigen, dass die durch PCR in zervikalen Lasionen ermittelte Menge an
HPV-16-DNA mit einem bis zu 60fach erhéhten Risiko fiir die Entwicklung einer CIN
I11 assoziiert ist. Die Autoren nehmen an, dass die Quantifizierung von HPV-16-DNA

Lasionen mit hohem und niedrigem Progressionspotential differenzieren kann.

4.7 Vergleich von Hybrid Capture Test | und |1

Vor der Einfiihrung des Hybrid Capture Test Il wurde im Zytologischen Labor der Uni-
versitatsfrauenklinik Munster die erste Version des Hybridisierungsassays nach der
Hybrid Capture 1-Methode verwendet.

Der Vergleich beider HPV-Nachweismethoden ergibt fur den HC Il eine Sensitivitat

von 94.7% und eine Spezifitit von 60.7% in der Erkennung héhergradiger Dysplasien
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und Karzinome. Fiir den HC | wurden eine Sensitivitat von 70.0% und eine Spezifitat
von 71.4% berechnet (3.2.5).

Die erste Version des Hybrid Capture Tests findet auch in aktuellen Studien weiterhin
Anwendung, entweder als alleiniges HPV-Nachweisverfahren oder im direkten Ver-
gleich zum Hybrid Capture I1.

Schiffman et al. (90) ermitteln dabei fir den HC | eine Sensitivitit von 74.8% und eine
Spezifitat von 93.4%, fir den HC 11 88.4% bzw. 89.0%. Lorenzato et al. (63) fanden fir
den HC 1 eine Sensitivitat von 82.9% und eine Spezifitdt von 41.4%. Weitere Studien
bestatigen die niedrigere Sensitivitat des HC | im Vergleich zum HC Il (61;74). Ledig-
lich Mould et al. beschrieben eine Sensitivitat des HC | von 90% in der Erkennung ho-
hergradiger Dysplasien, wobei dieser Wert auf 70% sank, wenn die Sensitivitat fr alle

Dysplasiegrade berechnet wurde (75).

Mit der Etablierung der Hybrid Capture Methode im Jahre 1995 wurden eine Reihe von
Untersuchungen zur Bewertung des neuartigen HPV-Nachweises durchgefihrt
(40;43;117). Die Sensitivitdt fiur die Erkennung HPV-assoziierter hohergradiger
Dysplasien reichte dabei von 50% bei Schneider et al. (95) bis zu 93% bei Cox et al.
(27). Nach Einfihrung der neueren Testversion im Jahre 1998 wurde durch Studien von
Clavel et al. (26) und Cuzick et al. (30) deutlich, dass HC Il in der Diagnostik zervikaler
Dysplasien tberlegen ist, denn jetzt konnte eine Sensitivitat von tiber 90% erreicht wer-
den.

Die Daten der vorliegenden Arbeit bestatigen den eindeutigen Gewinn an Sensitivitat
beim Hybrid Capture Test Il in einen praktisch verwertbaren Bereich hinein (> 90%) bei
nur 11% Verlust an Spezifitat. Die neue Testversion ist demnach wesentlich geeigneter
fur die Diagnostik HPV-assoziierter zervikaler Dysplasien. Maligebliche Ursachen fir
die Steigerung der Sensitivitat gegenliber dem Hybrid Capture Test | sind zum einen die
Absenkung der HPV-Nachweisgrenze von 10.0 auf 1.0 pg DNA/mI, zum anderen die
Erweiterung der Hochrisiko-Sonde von 9 auf 13 detektierbare HR-HPV-Typen (85).
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4.8 Schlussfolgerung

Gegenstand der Arbeit ist der Hybrid Capture Test zum Nachweis von DNA Humaner
Papillomaviren in der Friherkennung des Zervixkarzinoms. Der Stellenwert der Metho-
de wurde an einem Risikokollektiv von 664 Patientinnen der Universitatsfrauenklinik
Minster mit hoher HPV-Pravalenz geprift. Die erhobenen Daten beweisen den Klini-
schen Nutzen der Methode und legen wie andere aktuelle Arbeiten eine Anderung der

Krebsvorsorge unter Einbeziehung des HPV-Tests nahe.

Festzuhalten ist, dass der Hybrid Capture Test Il der dlteren Methode Hybrid Capture |
mit einer diagnostischen Sensitivitat von tber 90% in der Erkennung zervikaler Dyspla-
sien Uberlegen ist.

In der Triage von Patientinnen mit zytologischen Befunden unklarer Dignitét erweist
sich Hybrid Capture 11 als klinisch wegweisende Methode. Fir die PAP-Gruppen Ik
und Il (ASCUS) werden Sensitivitdit und NPV flr die Erkennung hohergradiger
Dysplasien mit 99.3% bzw. 99.7% berechnet.

Zytologische Befunde mit unklarer Progressionstendenz (PAP 111D, LGSIL) kdnnen
durch Hybrid Capture 11 besser eingeschatzt werden. Der Negative Vorhersagewert wird

mit 91.7% berechnet, in der Literatur werden héhere Werte bis 100% angegeben.

Schliel3lich kdnnen fur den Hybrid Capture Test 1l eine Sensitivitat von 94.7% und ein
NPV von 94.2% in der Erkennung hohergradiger Dysplasien (HGSIL) und Karzinome
berechnet werden. Fir die Zytologie werden Sensitivitdit und NPV mit 86.5% und
87.8% berechnet. Die Hybrid Capture Methode ist der Zytologie demnach eindeutig
uberlegen. Diese Daten weisen darauf hin, dass mit einer gleichzeitigen Anwendung
von HPV-Test und Zytologie die Ergebnisse der Krebsfriiherkennung verbessert werden

kdnnten.

Im Vergleich zur verfugbaren HPV-Literatur nehmen die in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Patientinnen als spezielles Kollektiv der Universitatsfrauenklinik eine
Ausnahmestellung ein, denn die Mehrzahl der zum HPV-Test verdffentlichten Arbeiten

entnehmen ihre Daten aus Kollektiven der allgemeinen Routinevorsorge.
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Die hier retrospektiv erhobenen Daten deuten zwar ebenfalls auf den groen Nutzen der
Hybrid Capture Methode in der Krebsfriiherkennung, fiir eine endgultige und abschlie-
Rende Stellungnahme zur Integration des HPV-Tests in die bisherige zytologische
Krebsvorsorge miissen jedoch zweifellos die Ergebnisse der noch offenen prospektiven

Studien zum primaren HPV-Screening abgewartet werden.
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Anhang

Stadieneinteilung des Zervixkarzinoms nach FIGO/TNM (28;114)

TNM Cervix uteri FIGO
Tis Carcinoma in situ 0
T1 Begrenzt auf Uterus |
Tla Diagnose nur durch Mikroskopie 1A

Tlal Tiefe </=3mm,horizontale Ausbreitung </=7mm 1Al

Tla2 Tiefe 3-5mm,horizontale Ausbreitung </=7mm 1A2

Klinisch sichtbar/nur mikroskopisch diagnostizierbar/gréRer als

T1b T1a2 1B
Tibl </=4cm IB1
T1b2 >4cm IB2
Ausdehung jenseits Uterus,aber nicht zur Beckenwand und nicht
T2 . - 1
zum unteren Vaginaldrittel
T2a Parametrien frei 1A
T2b Parametrien befallen 11B
T3 Ausdehnung zum unteren Vaginaldrit- i
tel/Beckenwand/Hydronephrose
T3a Unteres Vaginaldrittel A
T3b Beckenwand/Hydronephrose 1B
T4 Schleimhaut von Harnblase/Rektum/jenseits kleinem Becken IVA

M1 Fernmetastasen 1vVB




Testablauf der Hybrid Capture Methode (7)
85
Denaturierung
Hybridisierung
Bindung an Rohrchen

Detektion der Hybride

Signalentwicklung



Farbung nach Papanicolaou (102)

Die Papanicolaou-Farbung wird in folgender Weise durchgefiihrt (in Anlehnung an eine
Veroffentlichung von Papanicolaou (80) aus dem Jahre 1942). Die 20-30 Minuten in
96%igem Athylalkohol oder 99%igem Isopropylalkohol fixierten Ausstriche werden

wie folgt weiterbehandelt:

80%iger Alkohol (1/2 Minute)
70%iger Alkohol (1/2 Minute)
50%iger Alkohol (1/2 Minute)
Aqua dest. (1/2 Minute)
H&matoxylin (Harris) (3-6 Minuten)
Aqua dest. (1/2 Minute)
0.25%ige wassrige Salzsaure (6mal eintauchen)
flieRendes Wasser (6 Minuten)
Agua dest. (1/2 Minute)

. 50%iger Alkohol (1/2 Minute)

. 70%iger Alkohol (1/2 Minute)

. 80%iger Alkohol (1/2 Minute)

. 95%iger Alkohol (1/2 Minute)

. Orange G6 (1 %2 Minuten)

. 95%iger Alkohol (1/2 Minute)

. 95%iger Alkohol (1/2 Minute)

. EA 50 (1 % Minuten)

. 95%iger Alkohol (1/2 Minute)

. 95%iger Alkohol (1/2 Minute)

. 95%iger Alkohol (1/2 Minute)

. absoluter Alkohol (1/2 Minute)

. Xylol-Alkohol (zu gleichen Teilen) (1/2 Minute)

. Xylol (1/2 Minute)

. eindecken in Caedax, Eukitt oder Kanadabalsam

© © N o o bk~ w D
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b

IVA

VB

Minchener Nomenklatur 11 (47)
Klassifikation zytologischer Befunde

Normales Zellbild, dem Alter entsprechend, einschliellich leichter entzlindlicher
und degenerativer Veranderungen sowie bakterieller Zytolyse.

Deutlich entzlindliche Veranderungen an Zellen des Platten- u. zervikalen Zylin-
derepithels. Zellen aus Regenerationsepithel, unreife metaplastische Zellen, stér-
kere degenerative Zellveranderungen, Para- u. Hyperkeratosezellen.

Normale Endometriumzellen, auch nach der Menopause. Ferner spezielle Zell-
bilder wie follikuldre Zervizitis. Zellverdanderungen bei IUP. Zeichen einer HPV-
Infektion ohne wesentliche Kernverdnderungen. Zeichen einer Herpes- od. Zy-
tomegalievirusinfektion.

Zellen einer Dysplasie leichten bis massigen Grades (Zeichen einer HPV-
Infektion sollten besonders erwéhnt werden).

Zellen einer schweren Dysplasie oder eines Carcinoma in situ (Zeichen einer
HPV-Infektion sollten besonders erwéhnt werden).

Zellen einer schweren Dysplasie oder eines Carcinoma in situ. Zellen eines inva-
siven Karzinoms nicht auszuschliel3en.

Zellen eines malignen Tumors

Zellen eines Plattenepithelkarzinoms (verhornend od. nicht verhornend).

Zellen eines Adenokarzinoms, mdglichst mit Hinweis, ob endometrialen, endo-
zervikalen oder extrauterinen Urprungs.

Zellen sonstiger maligner Geschwiilste.

Unklarer Befund: Schwere entziindliche, degenerative oder iatrogene Zellverén-
derungen, die eine sichere Beurteilung zwischen gut- u. bdsartig nicht zulassen.
Aufféllige Zellen eines Drisenepithels, deren Herkunft aus einem Karzinom
nicht sicher auszuschliessen ist, moglichst mit Hinweis, ob die Zellen endo-

metrialen, endozervikalen oder extrauterinen Ursprungs sind.



Bethesda-Klassifikation und Munchener Nomenklatur 11 (65)

Zytelegissher Normalos Entzlindiicha Zolchen | Zollen Zallen Zollan Zollon einer Zollon Uniklarer
Bafund alterent: reakilve, dor ainar ainor winer sciwmnen wines Bafund
(in Anlshung | sprochandss | regenerative, HPY- wichien miBigen schwsren | DyeplssioCis, | malignen | (schwere

an Minchen Il] | Zslibild d0gonerathe, | infektion | Dysplasie | Dysplass Dysplasio! | Zallan eines Tumors eniziindliche,
Instischo Carcinoma | jnvasiven deganirative
wﬂ insitu (Cis) | Karzinoms oder igtrogens
i bt VarAindarungen,
auszuschiiobon die gine sichens
Baurteilung

nicht zulassan)

MUNCHEN
I

negativ negativ
Lot

grade
SiL




Abkurzungsverzeichnis

AdCa
AP
ASCUS
bp

Cabr
CIN
CIS
Cur

CcVv
DNA
ECC
EGF
GKFP
HC
HCT
HGSIL
HE
HPV
HR-HPV

KI
LGSIL
LOH
LR-HPV
mivCa
mMRNA
NC

NPV
ORF

Adenokarzinom

Alkalische Phosphatase

Atypical squamous cells of undetermined significance
Basenpaare

Cervix-Abrasio

Cervikale intraepitheliae Neoplasie
Carcinoma in situ

Curretage

Variationskoeffizient
Desoxyribonukleinséure

Endocervikale Curretage

Epidermal growth factor

Gesetzliches Krebsfriiherkennungsprogramm
Hybrid Capture

Hybrid Capture Test

High-grade squamous intraepithelial lesion
Hysterektomie

Humane Papillomaviren

High-risk-HPV

Immunhistochemie

Konisation

Konfidenzintervall

Low-grade squamous intraepithelial lesion
Loss of heterozygosity

Low-risk-HPV

Mikroinvasives Karzinom

messenger RNA

Negativkontrolle

Negativer Pradiktiver Wert

Open reading frame



PAP-Abstrich
PC

PCR

PE

PE-Ca

Pg

PPV
Rb-Protein
RLU

RNA

URR

Abstrich nach Papanicolaou
Positivkontrolle
Polymerase-Kettenreaktion
Probe-Exzision
Plattenepithel-Karzinom
Picogramm

Positiver Pradiktiver Wert
Retinoblastoma-Protein
Relative Light Units
Ribonukleinsdure

Upstream regulatory region
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