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Zusammenfassung

Zervixkarzinome und ihre Vorstufen, die Zer-
vixdysplasien (CIN1-CIN3), sind mit genitalen
Papillomavirus (HPV)-Infektionen assoziiert.
Epidemiologische und In-vitro-Untersuchun-
gen haben gezeigt, daB einige dieser HPV-
Typen, die High risk-Typen 16, 18,31 u.a.,
Proteine (E6, E7) kodieren, welche die Stabili-
tat des Zellzyklus und des Genoms beein-
flussen. Die Progression von der leichten
tiber die schwere Dysplasie zum Karzinom ist
mit einer zunehmenden Expression dieser
viralen Onkogene verbunden.Welche zusatz-
lichen Faktoren auBer der persistierenden
High-risk-HPV-Infektion dazu beitragen, da8
einige der Dysplasien zu invasiven Tumoren
fortschreiten, ist noch nicht vollstandig ge-
klart.Neue Ergebnisse deuten u.a.auf gene-
tische Pradisposition (p53-Polymorphis-
mus), zelluldre Immunreaktionen und auf die
Wirkung von Zytokinen hin. Fiir den Nach-
weis der Papillomavirus-Infektion in Zervix-
abstrichen und -biopsien stehen heute mit
der PCR und dem Hybrid Capture-Assay
hochempfindliche und zuverlassige Detekti-
onssysteme zur Verfiigung. Bei histologisch
nachgewiesener schwerer Dysplasie oder in-
vasivem Karzinom hat ihre Anwendung zur
Zeit keine Relevanz. Der HPV-Nachweis kann
jedoch vor allem bei unklarem zytologi-
schem Befund (ASCUS) oder leichten Dyspla-
sien wichtige diagnostische und prognosti-
sche Hinweise liefern.
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Natiirlicher Verlauf
der HPV-Infektion

Nutzen der HPV-Analytik in der Zervixdiagnostik

Plattenepithelkarzinome der Zervix
gehoren mit jéhrlich etwa 450000 Neu-
erkrankungen weltweit zu den hdufig-
sten malignen Tumoren der Frau. Nach-
dem bereits im letzten Jahrhundert po-
stuliert wurde, dafd sexuell iibertragbare
Agentien eine Rolle bei der Entstehung
dieser Karzinome spielen, ist heute allge-
mein akzeptiert, daf} Infektionen durch
humane Papillomaviren (HPV) in fast
100% der Fille an der Karzinogenese be-
teiligt sind. Diese gemeinsame Atiologie
sowie die Entwicklung der invasiven Tu-
moren aus definierten Vorstufen tragen
dazu bei, dafl Zervixkarzinome ein in-
teressantes Modellsystem der Krebsent-
stehung darstellen. So sind folgende
Aussagen heute allgemein akzeptiert:

1. Zervikale Plattenepithelkarzinome
entstehen aus klinisch gut erfalbaren
Vorlduferldsionen, den zervikalen in-
traepithelialen Neoplasien (CIN 1-3).!

! Abkiirzungen: ASCUS, atypical squa-
mous cells of undetermined significance;
AGUS, atypical glandular cells of unde-
termined significance; AP-1, activating
protein 1; CHO, chinese hamster ovary;
CIN, cervical intraepithelial neoplasia;
CIS, carcinoma in situ; DNA, deoxyribo-
nucleic acid, DNS; EGF, epithelial growth
factor; HSIL, high-grade squamous intra-
epithelial lesion; ISH, In-situ-Hybridisie-
rung; LSIL,low-grade squamous intraepi-
thelial lesion; MCP-1, monocyte chemoat-
tractant protein 1; MHC, major histo-
compatibility complex; PCR, polymerase
chain reaction; Rb, retinoblastoma prote-
in; RNA, ribonucleic acid, RNS; TEF-1,
transcriptional enhancer factor 1; TGF,
transforming growth factor; TNF, tumor
necrosis factor; URR, upstream regulato-
ry region; YY1, ying and yang protein

2. Die grofle Mehrzahl dieser Zervix-
dysplasien ist &tiologisch mit einer
Papillomavirus (HPV)-Infektion ver-
kniipft, wobei die HPV-Nachweisrate
von ca. 65% in CIN1 auf iiber 90% in
CIN3 ansteigt. In Karzinomen liegt
sie bei Verwendung der klassischen
Southern-Blot-Technik bei ca. 90%
[16], mit der hochempfindlichen PCR
bei fast 100% [3].

3. Persistierende Infektionen mit be-
stimmten high risk-Papillomavirus-
typen (meist HPV 16, aber auch HPV
18, 31 u.a.) sind mit einem erhdhten
Progressionsrisiko verbunden [16].

4. Die Progression von der leichten zur
schweren Zervixdysplasie sowie zum
invasiven Karzinom geht mit einer
zunehmenden Expression viraler
Onkogene einher, welche direkt in die
Regulation des Zellzyklus und die
Stabilitdt des Genoms eingreifen [30].

Trotz dieser Gemeinsamkeiten bleibt
vieles in der Entstehung dieser Tumo-
ren ungekldrt. So sucht man noch nach
eindeutigen Kriterien fiir die Prognose
der verschiedenen Dysplasiegrade, wo-
bei man neben zytologischen Untersu-
chungen zunehmend molekularbiolo-
gische Verfahren einbezieht (HPV-Ty-
pisierung, HPV-Integration, Klonali-
tdtsanalysen u.a.). Im folgenden mdch-
ten wir die Rolle der Papillomaviren bei
der zervikalen Karzinogenese néher er-
lautern sowie auf die Methodik und
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Summary

Cervical carcinomas and their precursors
(cervical dysplasia, CIN1-3) are associated
with human papillomavirus (HPV) infecti-
ons. Epidemiological and in vitro-studies
have shown that some of the genital HPV ty-
pes, the high risk-types 16, 18,31 etc., code
for proteins (E6/E7) which strongly influence
the cell cycle and genome stability. Progres-
sion from weak to severe dysplasia and to in-
vasive cancer is associated with increasing
expression of these viral oncogenes.Which
additional cofactors contribute to progressi-
on of some dysplasias to carcinomas is still a
matter of investigation. Recent results point
to genetic predisposition (p53 polymor-
phism), cellularimmune reaction, and cyto-
kine expression. For HPV detection in cervical
swabs and biopsies two highly sensitive and
reliable systems (PCR, Hybrid Capture sys-
tem) are available. Although classical histo-
logical methods are sufficient for the dia-
gnosis of high-grade lesions and invasive
cancer, HPV testing might give valuable dia-
gnostic and prognostic clues especially in ca-
ses of unclear cytology (ASCUS) or weak dys-
plasia.
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den Nutzen von HPV-Untersuchungen
in der Zervixdiagnostik eingehen.

Epidemiologie

Epidemiologische Studien, bei denen
hochsensitive, gut reproduzierbare
HPV-Detektionsmethoden angewandt
wurden, ergaben, dafl die grofle Mehr-
heit der Zervixdysplasien und -karzi-
nome mit spezifischen HPV-Typen as-
soziiert ist und HPV-DNA-Postivitit
mit einem signifikant erhohten Risi-
ko einer begleitenden Zervixdysplasie
bzw. eines invasiven Zervixkarzinoms
verbunden ist. Sonstige mogliche Risi-
kofaktoren wie Rauchen, hormonelle
Kontrazeption oder andere genitale In-
fektionen weisen in einer multivariaten
Analyse unter Einbeziehung des HPV-
Status keine Signifikanz auf [26]. In ei-
ner der grofiten Multicenterstudien
wurde eine HPV-Typisierung an {iber
1000 invasiven Zervixkarzinomen aus
unterschiedlichen geographischen Lo-
kalisationen durchgefiihrt. Etwa 80%
aller untersuchten Zervixkarzinome
wiesen die HPV-Typen 16, 18, 45 und 31
sowie noch 15 weitere Typen auf. Unab-
hingig von der geographischen Lokali-
sation fanden sich in ca. zwei Dritteln
der untersuchten Karzinome HPV 16
oder 18 [3]. Allerdings ist die HPV-In-
fektionsrate auch ohne das Vorliegen
einer Zervixldsion hoch: Sie liegt in
Zervixabstrichen junger Patientinnen
im Alter von 20-25 Jahren bei ca.
20-40% und nimmt mit zunehmendem
Alter dann deutlich ab.

Von den iiber 8o heute bekannten
HPV-Typen kommen 23 im Genitalbe-
reich vor. Die unterschiedliche Héufig-
keit verschiedener HPV-Typen in geni-
talen Lésionen fiithrte zur Unterschei-
dung von Low risk-HPV-Typen (HPV 6,
11, 42, 43, 44), welche in Condylomata
acuminata und leichten dysplastischen
Verdnderungen, jedoch nicht bzw. ex-
trem selten (verrukése Karzinome) in
Karzinomen vorkommen, und ,,High-
risk-Typen“ (HPV 16,18, 31, 33, 35, 39, 45,

/ 18% Regression
i: 62% Persistenz
2

51, 52, 56, 58, 59 uw.a.), die in Zervixdys-
plasien und in Karzinomen vorkom-
men. Eine Unterteilung der letzten
Gruppe nach ihrem onkogenen Poten-
tial in High-risk- und Intermediate
risk-HPV-Typen [16] hat sich in der
Praxis nicht bewéhrt. HPV 16 ist in al-
len Studien der eindeutig hiufigste
HPV-Typ in schweren Dysplasien und
Plattenepithelkarzinomen, wahrend in
Adenokarzinomen der Zervix etwa
gleich hdufig HPV 16 und 18 vorliegen
[21]. Eine enge Korrelation zwischen as-
soziiertem HPV-Typ und dem natiirli-
chen Verlauf der Zervixdysplasie wird
in verschiedenen gréfleren klinisch-
prospektiven Studien beschrieben, un-
ter anderem in unserem eigenen Kol-
lektiv von 150 CIN1/Low-grade SIL mit
klinisch dokumentierten Verlauf und
einem Beobachtungszeitraum zwischen
3 Monaten und 5 Jahren (Abb. 1). Da-
nach weisen progrediente Fille signifi-
kant hidufiger HPV16-Infektionen auf
als Lasionen, die im Beobachtungszeit-
raum eine Regression zeigen.

Molekularbiologie

Papillomaviren haben eine doppel-
strangige, zirkuldre DNA mit einer Lidnge
von ca. 8000 Basenpaaren (Abb. 2). Das
virale Genom wird im wesentlichen in 3
Abschnitte eingeteilt: Die URR (,up-
stream regulatory region) umfaf3t rund
400 Basenpaare. Sie kodiert nicht fiir
ein Protein, besteht jedoch aus einer
Reihe von Bindungsstellen fiir Tran-
skriptions-Aktivatoren und -Suppres-
soren. Die URR ist fiir die Virusexpressi-
on von Bedeutung, da sie die Transkrip-
tion viraler Gene reguliert und somit
die Produktion viraler Proteine kon-
trolliert. Die ,early region kodiert die
viralen Onkoproteine E1, E2, E4, E5, E6
und E7. Die Onkoproteine E6 und Ey
spielen bei der viralen Replikation und
der neoplastischen Transformation der
Wirtszelle eine wichtige Rolle (s. un-
ten). Das E1-Protein bestimmter HPV-
Typen besitzt ATPase- und Helicase-Ei-

(HPV-pos.: 58%; HPV16: 17%)

(HPV-pos.: 71%; HPV16: 44%)

0% Progression (HPV-pos.: 96%; HPV16: 77%)

Abb.1 A Natiirlicher Verlauf von leichten Dysplasien (CIN1/LSIL). Beobachtungszeitraum

2 Monate-5 Jahre



Abb.2 A Organisation des zirkuldren HPV16-Genoms. Angabe der Nukleotidnummern und der
Positionen der regulatorischen Region (long control region, LCR) und der offenen Leseraster (ORFs) E1-E7,
L1 und L2. Der gezeigte generelle Aufbau gilt mit Abweichungen fiir alle humanen Papillomaviren

genschaften. E2 bindet and die HPV-
URR und wirkt als Aktivator und Sup-
pressor der viralen Transkription. Die
Assoziation des Protein E4 mit dem Zy-
toskelett induziert vermutlich den Kol-
laps des zytoplasmatischen Zytokera-
tin-Netzwerkes. Dies fithrt zu den cha-
rakteristischen zytopathischen Effek-
ten in HPV-infizierten Zellen und ist
bei der Freisetzung von Virionen aus
den Zellen von Bedeutung. Das Es-Pro-
tein erhoht die EGF-vermittelte Signal-
iibertragung in der Zelle (Reviews: [22,
30]). Die Gene der ,late region“ L1 und
L2 werden erst zu einem spiten Zeit-
punkt transkribiert und kodieren die
viralen Kapsidproteine.

Der Nachweis von E6/E7-mRNA-
Transkripten in Zervixkarzinomen und
Zervixkarzinom-Zellinien weist darauf
hin, dafl die E6/E7-Genexpression bei
der neoplastischen Transformation ei-
ne wichtige Rolle spielt. In-vitro-Versu-
che belegen, daf} die viralen Onkopro-
teine E6 und E7 hoch onkogener HPV-
Typen zur Immortalisierung humaner
Keratinozyten und sogar zusammen
mit aktiviertem K-ras-Onkogen zur
neoplastischen Transformation fithren
koénnen. Solche HPV 16-immortalisier-
ten humanen Keratinozyten &hneln in
organotypischen (Raft)-Zellkultursy-
stemen nach vielen Zellpassagen mor-

phologisch zunehmend schweren Zer-
vixdysplasien [2]. Diese Beobachtun-
gen stimmen mit epidemiologischen
Studien iiberein, welche eine sehr lan-
ge Latenzzeit zwischen initialer HPV-
Infektion und Tumorprogression do-
kumentiert haben. In situ-Hybidisie-
rungsversuche haben ergeben, dafl die
E6/E7-Genexpression mit zunehmen-
dem Dysplasiegrad (CIN1-CIN3) deut-
lich ansteigt [9].

Das E6-Onkoprotein greift direkt in
die Zellzyklusregulation der Wirtszelle
ein, indem es mit p53 in Wechselwir-
kung trifft. P53 wirkt als Tumorsup-
pressor und kann sowohl Apoptose als
auch Zellzyklusarrest in der spéten Gi-
Phase induzieren, welches der Behe-
bung von DNA Schidden dient. Nach
Komplexbildung von E6 und ps3 erfolgt
tiber die Ubiquitin-abhéngige Proteoly-
se die selektive Degradation von ps3
[22]. Die E6-Onkoproteine der High-
risk-HPV-Typen haben im Vergleich zu
denen der Low-risk-HPV-Typen eine
hohere Affinitdt zu ps3 und/oder be-
schleunigen die Degradation. Der Ver-
lust von p53 in E6-exprimierenden Zel-
len kann zu einer unkontrollierten Zell-
zyklusprogression und Akkumulation
genetischer Mutationen fithren und so-
mit zur neoplastischen Zelltransforma-
tion beitragen. Anders als in vielen hu-

manen Tumoren, bei denen hiufig ps3-
Mutationen vorkommen, stellen diese
in Zervixkarzinomen ein eher seltenes
Ereignis dar; stattdessen wird dieser
wichtige Tumorsuppressor durch virale
Proteine ausgeschaltet.

In menschlichen Populationen
weist das p53-Gen einen Polymorphis-
mus im Codon 72 auf. Dieser fiihrt da-
zu, daf das Protein an der entsprechen-
den Position entweder die Aminosdure
Arginin oder Prolin enthilt. Neueste
Ergebnisse [27] weisen darauf hin, daf§
die Arginin-Form fiir die E6-abhéngige
Degradation anfilliger ist als die Pro-
lin-Form. Tatséchlich war die Arginin-
Form bei Patientinnen mit Zervixkarzi-
nom deutlich hiufiger als in der Kon-
trollgruppe nachweisbar. Weitere Un-
tersuchungen werden zeigen, ob der
p53-Polymorphismus tatséchlich zu ei-
ner unterschiedlichen Anfilligkeit ver-
schiedener Bevolkerungsgruppen ge-
geniiber Zervixkarzinomen fiihrt.

Das E7-Onkoprotein kann mit dem
Tumorsuppressor Rb (Retinoblastoma-
Protein) und seinen verwandten Protei-
nen p1o7 und p130 Komplexe bilden [22,
30]. Diese Proteine spielen in normalen,
nicht HPV-infizierten Zellen eine zen-
trale Rolle im Zellzyklus, indem sie die
Bildung verschiedener, an der DNA-Re-
plikation in der S-Phase beteiligter Pro-
teine kontrollieren. Durch Bindung des
HPV 16 E7-Onkoproteins an Rb, sowie
an p1oy und p13o wird dieser Kontroll-
mechanismus gestort und es kommt zur
unkontrollierten Transkription von
Zellzyklus-abhingigen Genen. Die Bin-
dungsaffinitdt von E7 und Rb scheint
mit dem vorliegenden HPV-Typ zu vari-
ieren. So weist HPV 6 E7 eine geringere
Affinitdt zu Rb auf als HPV 16 und 18 Ey.
HPV6-Mutationen, bei denen eine be-
stimmte Aminosdure durch eine fiir
HPV 16/18 E7 typische Aminosdure sub-
stituiert ist, weisen eine signifikant ho-
here Affinitdt zu Rb und in In-vitro-
Transformationsassays eine transfor-
mierende Wirkung auf [10].

Zusitzlich zu den geschilderten
Aktivitaten greifen E6 und E7 in den
Zellzyklus ein, indem sie in die Bildung
der Kinasekomplexe, welche das Fort-
schreiten im Zellzyklus regulieren, ein-
greifen. Die Aktivitit des Promoters,
welcher die Expression von E6 und E7
reguliert, wird durch ein komplexes
Zusammenspiel von virusspezifischen
Proteinen (E2), ubiquitéren zelluldren
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Transkriptionsfaktoren (YY1, AP-1, SP1
uw.a.) und Keratinozyten-spezifischen
Faktoren (TEF-1, TIF u.a.; [28]) gesteu-
ert, welche an spezifische Akzeptorse-
quenzen innerhalb der URR binden.
Verdnderungen dieser Regulationsme-
chanismen, z.B. durch HPV-Integration
(s. unten), Deletion von URR-Regionen
[19] u.a. konnen zu einer unkontrollier-
ten Onkogen-Expression und damit
zum Progref fithren.

HPV-Integration: In gutartigen La-
sionen der Zervix liegt HPV-DNA mei-
stens in zirkuldrer, extrachromosoma-
ler, episomaler Form vor. Dagegen ist
sie in den meisten Zervixkarzinomen
(ca. 70%) in das Wirtsgenom integriert
[7].In einigen Féllen werden in Zervix-
karzinomen sowohl episomale als auch
integrierte HPV DNA nachgewiesen.
Die Integration findet immer in der Re-
gion der E1/E2-Leseraster statt und ist
oft mit einem Funktionsverlust dieser
Proteine verbunden. Es gilt als sicher,
daf die Integration viraler DNA in das
Wirtsgenom iiber die unkontrollierte
Aktivierung zelluldrer Gene und teil-
weise Deregulation viraler Onkogene
zur komplexen zelluldren Regulations-
stérung und moglicherweise auch zur
neoplastischen Transformation fithren
kann. In diesem Zusammenhang
kommt es auch zur zunehmenden ge-
netischen Instabilitit.

Die Angaben zur Hiufigkeit inte-
grierter HPV-DNA in préinvasiven Zer-
vixldasionen schwanken zwischen 5 und
50% [7]. Dabei kann es sich um potenti-
ell progrediente Risikoldsionen han-
deln. Derzeit wird in Deutschland im
Rahmen einer Multicenter Studie mit
Hilfe eines PCR gestiitzten Verfahrens
die Hiufigkeit und klinische Bedeutung
von integrierter HPV DNA in Zervix-
dysplasien untersucht.

Jingste Untersuchungen zur Telo-
meraseaktivierung weisen darauf hin,
daf} Zellimmortalisierung eine wesentli-
che Voraussetzung fiir die maligne Zell-
transformation darstellt. Die Verkiir-
zung der Chromosomen wihrend jeder
Zellteilung durch unvollstindige Repli-
kation von repetitiven DNA-Sequenzen,
den Telomeren, stellt ein wesentliches
Merkmal der zelluldren Seneszenz dar.
Das Enzym Telomerase restauriert die
Telomere und tragt so zur Immortalisie-
rung der Zellen bei. So konnte in HPV 16
E6-transfizierten menschlichen Kera-
tinozyten eine hundertfache Zunahme
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der Telomeraseaktivitdt und Zellimmor-
talisierung induziert werden [15]. Auch
in Zervixkarzinomen und bereits in pri-
neoplastischen Lisionen wurde Telome-
raseaktivierung in enger Assoziation mit
viraler Onkogenexpression nachgewie-
sen. Inwiefern Telomeraseaktivitit und
virale Onkogenexpression als Prognose-
faktoren fiir Tumorprogression gewertet
werden konnen, ist Gegenstand aktueller
klinisch-wissenschaftlicher Forschung.

Ein moglicher zusdtzlicher Pro-
gnoseparameter fiir leichte zervikale
Dysplasien konnte die Klonalitit der
Lasion sein. So konnte durch moleku-
larbiologische Methoden nachgewiesen
werden, dafl CIN2 und CIN3-Lisionen
mit High-risk-Typen assoziiert und
stets monoklonalen Ursprungs waren.
Low-grade-Lasionen (CIN1) waren da-
gegen in ca. 30% der Fille polyklonal,
und dies korrelierte mit einer Infektion
durch Low-risk-HPV-Typen [23].

Externe Faktoren

Auch extrazelluldre Regulationsmecha-
nismen kontrollieren die Viruspersi-
stenz, die Expression der viralen Onko-
gene und deren Auswirkungen auf die
Epithelzellen und ihre Umgebung. Man
weif3 heute, dafl die zellvermittelte Im-
munantwort eine entscheidende Rolle
fir die Wachstumslimitation bzw. Re-
gression HPV-assoziierter Zervixlisio-
nen spielt. Hierauf 1483t auch die Héu-
figkeit und hohe Progressionsrate die-
ser Ldsionen in immunsupprimierten
Transplantations- und AIDS-Patientin-
nen schlieflen [1].

HPV-infizierte Zervixldsionen sind
von T-Lymphozyten, hauptsichlich
CD8-positiven, infiltriert, die wahr-
scheinlich nur wenig aktiviert sind. Fiir
die Untersuchung der Lymphozytenin-
filtration von praneoplastischen Lisio-
nen der Cervix uteri bietet die organo-
typische Kultivierung HPV-transfor-
mierter Keratinozyten ein gutes Mo-
dell. Daran konnte gezeigt werden, dafl
die geringe cytotoxische Aktivitit der
T-Lymphozyten durch Faktoren erhoht
werden kann, die eine Verbindung zwi-
schen den T-Lymphozyten und den Ke-
ratinozyten herstellen, z.B. Phytohae-
magglutinin A [13]. Diese Ergebnisse be-
legen, dal T-Zellen u.U. in der Lage
sind, HPV-infizierte Keratinozyten zu
beseitigen. Neueste Ergebnisse lassen
eine Bedeutung der T-Zell-vermittelten

Immunantwort gegen onkogene Papil-
lomaviren fiir die Prévention der zervi-
kalen Kanzerogenese vermuten.

MHC-Molekiile der Klassen I und
IT sind in die Antigenprésentation der
T-Lymphozyten einbezogen. Verdnde-
rungen in der Expression dieser Mole-
kiile konnten die Eliminierung virusin-
fizierter Zellen beeinflussen. So scheint
die Expression der MHC-Klasse-I-Mo-
lekiile in prdmalignen und malignen
zervikalen Lisionen verringert zu sein
[6]. Die Assoziation bestimmter MHC-
Allele mit der Inzidenz dieser Léasion ist
noch nicht eindeutig belegt. Jiingste Er-
gebnisse an HPV-infizierten Frauen [11]
zeigen jedoch, daf} ein erhohtes Risiko
fiir das Auftreten von CIN II-III bei Pa-
tientinnen mit einem bestimmten
HLA-Haplotyp besteht.

Durch immunkompetente Zellen,
die in betroffene Gewebe infiltrieren,
gebildete Cytokine scheinen eine ent-
scheidende Rolle bei der Kontrolle der
Auswirkungen einer HPV-Infektion zu
spielen. Therapeutische Bedeutung er-
langten z.B. Interferone, vor allem In-
terferon alpha, durch ihre regressive
Wirkung auf HPV-induzierte Lisionen.

Aktivierte Makrophagen sind eben-
falls Kandidaten fiir eine lokale zelluldre
Kontrolle. Sie entfalten ihre Wirkung
nicht nur direkt durch ihre zytotoxi-
schen Eigenschaften gegeniiber virusinfi-
zierten oder entarteten Zellen, sondern
auch indirekt {iber die Freisetzung von
Cytokinen, wie z.B. TNFa und TGF-3.
Tumor-assoziierte Makrophagen sind in
der Lage, verschiedene Mediatoren, die
in die Regulation des Tumorwachstums,
die Angiogenese, Fibrindeposition, Inva-
sion und Metastasierung, sowie die loka-
le und systemische Immunsuppression
eingreifen, zu sekretieren.

Chemokine bilden eine Gruppe
von sekundiren proinflammatorischen
Mediatoren, die fiir die Rekrutierung
verschiedener  Leukozytenpopulatio-
nen verantwortlich sind und durch pri-
mire Mediatoren wie IL-1 oder TNF-a
induziert werden. Das Chemokin MCP-
1 (»,monocyte chemoattractant prote-
in“) ist chemoattraktiv fiir Monozyten,
inaktiv dagegen gegeniiber Neutrophi-
len und Lymphozyten. Eine Anregung
der MCP-1-Produktion durch B-Inte-
grine, TNF-a u.a. Cytokine konnte da-
her von therapeutischem Interesse sein.
Tatsdchlich sind kultivierte Tumorzel-
len (CHO- oder HeLa-Zellen), die gen-



technisch so verindert wurden, dafl sie
MCP-1 produzieren, nach Transplanta-
tion in Nacktmé&use nicht mehr zur Tu-
morbildung fahig. Von Rosl et al. [25]
wurde aufgrund experimenteller Be-
funde ein negativer Zusammenhang
von HPV-Onkogen- und MCP-1-Ex-
pression pustuliert. So war in zervika-
len HPV-E6/E7-exprimierenden Karzi-
nomzellinien, welche in Nacktmiusen
Tumoren bilden, keine MCP-1-Tran-
skription nachweisbar. Fusioniert man
dagegen diese Zellen mit Fibroblasten-
zellen, kommt es wieder zur TNFa-in-
duzierbaren MCP-1-Bildung, nach He-
terotransplantation in Nacktmé&use zur
starken Makrophageninfiltration und
nicht mehr zur Tumorentstehung. In-
wieweit die negative Korrelation zwi-
schen MCP-1- und HPV-Onkogenex-
pression auch an Biopsiematerial von
Zervixldsionen nachzuweisen ist, ist
Gegenstand unserer Untersuchungen.
Die Ergebnisse zeigen, daf3 in schweren
Dysplasien mit HPV-Onkogenexpressi-
on die MCP-1-Expression unterdriickt
ist, wogegen in Tumoren diese Bezie-
hung gestort sein kann [24].

Dariiberhinaus konnte in allen
Plattenepithelkarzinomen eine MCP-1-
Expression in den Stromazellen, die
dem Tumor benachbart waren, nachge-
wiesen werden.

Natiirlicher Verlauf

Zwischen den einzelnen Phasen der Tu-
morentstehung kénnen Jahre, z.T. sogar
Jahrzehnte liegen. So liegt das mittlere
Lebensalter von Patientinnen mit Dys-
plasien, Carcinomata in situ und invasi-
ven Zervixkarzinomen bei 34, 42 bzw.
48 Jahren. Nach unseren eigenen Unter-
suchungen sowie nach aktuellem Wis-
sensstand stellt sich der Verlauf der
HPV-Infektion folgendermaflen dar
(Abb. 3). Dabei liegt die mittelschwere
Dysplasie (CIN2) in ihren Eigenschaf-
ten zwischen CIN1 und CIN3.

1. Latente Infektion: Die Infektion
nach sexueller Ubertragung findet zu-
nédchst im Bereich der basalen Epithel-
zellen statt, wobei kleine Schleimhaut-
verletzungen und die Transformations-
zone besonders anfillig sind. Eine Vi-
rusvermehrung findet zunédchst nur in
Verbindung mit der Replikation der
Wirts-DNA statt und fithrt zu keinen
morphologischen Verdanderungen. Der
Nachweis ist nur {iber hochsensitive
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molekularbiologische Techniken mog-
lich. Wiéhrend die Mehrzahl dieser In-
fektionen transient ist, besteht fiir Fal-
le mit persistierender HPV-Positivitdt
in Abhéngigkeit von HPV-Typ, Virus-
menge und Zeit ein stark erhéhtes Risi-
ko, an einer Dysplasie zu erkranken.

2. Leichte Dysplasie (CIN1/LSIL):
Unabhingig von der Wirtsreplikation
findet in den hoheren Epithelschichten
mit zunehmender Differenzierung eine
erhohte Virusreplikation statt, die zu ty-
pischen morphologischen Verdnderun-
gen (Koilozytosen u.a.) fithrt. Der Nach-
weis der HPV-Infektion ist durch mole-
kularbiologische Techniken und z.T. auf-
grund der zytopathischen Effekte mog-
lich. Die Zahl der assoziierten HPV-Ty-
pen (Low-risk und High-risk) ist hoch,
Doppelinfektionen sind hiufig (ca. 30%;
Tabelle 1). Oft sind diese Lésionen poly-
klonal. Die Virus-DNA liegt stets episo-
mal vor, und die Expression der viralen
Onkogene E6/E7 ist sehr schwach.

Eine spontane Regression dieser
Lasionen ist hiufig (Abb. 1), insbeson-

dere bei Low-risk-HPV-Infektionen. In
prospektiven Untersuchungen bildeten
sich nach einem Beobachtungszeit-
raum von 3-4 Jahren 62% der leichten
Dysplasien zuriick, nur in 16% der Fille
kam es zum Progrefi. Inwieweit aufler
dem HPV-Typ andere Risikofaktoren
wie Rauchen, hormonelle Kontrazepti-
on, Immunstatus und Begleitinfektio-
nen die Progressionsrate beeinflussen,
ist bis heute umstritten [26].

3. Schwere Dysplasie (CIN3/HSIL)
und Carcinoma in situ (CIS): Diese Li-
sionen sind {iberwiegend mit bestimm-
ten High-risk-HPV-Typen (HPV 16, 18,
31, 33, 45) assoziiert, welche episomal
und z.T. auch ins Wirtsgenom integriert
vorliegen. Die schwere Dysplasie ist
stets monoklonal und enthélt haufig Te-
lomeraseaktivitdt. Durch in-situ-Hy-
bridisierung ist eine deutliche E6/E7-
Expression nachweisbar, dagegen ist die
MCP1-Expression unterdriickt. In vie-
len Fallen ist Aneuploidie nachweisbar.

Eine spontane Regression wird in
diesem Stadium nur selten beobachtet.
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Tabelle 1

HPV-Nachweis und Typisierung
durch PCR in 424 Zervixabstrichen
mit der zytologischen Diagnose
Pap 3D

n=
HPV negtiv 124
HPV pos. (consensus pr.) 300
HPV 16 92
HPV 18 17

HPV 16 or 18? 104 (34,4%)
HPV 31 40
HPV 33 42
HPV 35 33

HPV 31,33, or 35 100 (33,3%)
HPV 45 4
HPV 51 1"
HPV 52 7

HPV 45,51, or 52° 20(6,7%)
HPV 6/11 30

HPV 6/11 alone 14 (4,7%)

2 Unter Beriicksichtigung von Doppelinfek-
tionen

In einer Verlaufsstudie [20] mit Beob-
achtungszeiten von 5 bis 28 Jahren wur-
de in drei Vierteln der Fille Persistenz,
in einem Viertel Progression zum inva-
siven Karzinom beobachtet. Daher ist
die schwere Dysplasie in jedem Fall be-
handlungsbediirftig.

4. Invasives Karzinom: Die Virus-
DNA liegt in ca. 2/3 der Fille integriert
vor, eine Spontanregression ist in die-
sen Fillen nicht moglich. In den iibri-
gen Fillen sind hiufig Deletionen der
URR nachweisbar, was ebenfalls eine
Deregulation der Virusexpression be-
wirkt [19]. Die hohe Expression der vi-
ralen Onkogene E6 und E7 fithrt zum
zunehmenden Versagen intrazelluldrer
Regulationsmechanismen. Durch das
Ausschalten von ps3, Rb und anderen
Zellzyklus-Inhibitoren und die dadurch
erhohte Proliferationsrate kommt es
zur Akkumulation zusétzlicher geneti-
scher Verdnderungen, z.B. Aneuploidie,
Onkogen-Aktivierungen, Allelverluste,
und zur weiteren Progression.

Methoden der HPV-Analytik

Ein fiir die Diagnostik brauchbares
HPV-Nachweissystem sollte a) ausrei-
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chend empfindlich sein, b) hochspezi-
fisch sein, d.h. keine falsch-positiven
Ergebnisse liefern, c) moglichst alle ge-
nitalen HPV-Typen erfassen und d)
Aussagen iiber den HPV-Typ oder zu-
mindest die Risikogruppen erlauben.
Zur Zeit werden diese Erwartungen nur
von molekularbiologischen Verfahren
erfiillt, die auf dem Nachweis der Virus-
DNA basieren. Diese Techniken sind
an zytologischen (Zervixabstriche)
und histologischem Ausgangsmaterial
(Frisch- und Paraffinmaterial) durch-
fithrbar. Insgesamt eignen sich Zervix-
abstriche sehr gut zur HPV-Diagnostik.
Voraussetzung ist allerdings, daf3 der
Abstrich sorgfiltig abgenommen wur-
de und ausreichend Zellen enthilt. Fiir
Transport und Lagerung sollten Abstri-
che und kleine Biopsien sofort nach
Entnahme in R6hrchen des ,,Specimen
collection kit (Digene/Abbot) iiber-
fithrt werden, um einen Abbau von
Nukleinsduren zu verhindern.

Von den im Folgenden aufgefiihr-
ten HPV-Nachweismethoden sind z.Z.
nur das Hybrid-Capture-System und
die PCR fiir routinediagnostische
Zwecke geeignet und in einem Arbeits-
tag durchfithrbar. Selbstverstindlich
erlauben diese Methoden nur den
Nachweis des Virusgenoms, geben je-
doch keinen Aufschluf} iiber HPV-Inte-
gration oder die Stirke der E6/E7-Ex-
pression, welche im natiirlichen Verlauf
eine Rolle spielen (s. oben).

Immunhistochemie und Serologie

Erste HPV-Antikorper waren stets ge-
gen intakte Viruskapside, d.h. gegen die
»Spaten“ Proteine L1 und L2 gerichtet.
Fir alle nichtproduktiven Virusinfek-
tionen, z.B. die meisten Zervixdysplasi-
en und -karzinome, waren sie daher
nicht geeignet. Mittlerweile wurden
zahlreiche Antikorper gegen ,friithe“
HPV-Proteine, darunter die viralen On-
koproteine E6 und E7, entwickelt und
auf den Markt gebracht (Fa. St. Cruz,
Dianova u.a.), allerdings nur fiir die ge-
nitalen HPV-Typen 16 und 18. Im Ver-
gleich zu molekularbiologischen Tech-
niken ist die Immunhistochemie je-
doch wenig sensitiv.

Serologische Untersuchungen wur-
den im Rahmen von epidemiologi-
schen Studien im groflen Stil durchge-
fithrt, jedoch ist die humorale Immun-
antwort verglichen mit anderen Virus-

infektionen bei HPV-Infektionen nur
schwach ausgeprégt. So wiesen in der
Studie von Dillner et al. [8] nur 37% der
Karzinompatienten, jedoch auch 19%
der Kontrollgruppe Antikdrper gegen
HPV 16, 18 oder 33 auf. Fiir diagnosti-
sche Zwecke ist die HPV-Serologie da-
her zum jetzigen Zeitpunkt nicht geeig-
net.

Southern-Blot- und
Dot-Blot-Hybridisierungen

Radioaktive Southern-Blot-Hybridisie-
rungen galten lange als ,,Goldstandard*
fiir Sensitivitdt und Spezifitit von HPV-
Bestimmungen. Sie erfordern jedoch
zundchst die zeitraubende Isolierung
von DNA aus Gewebs- oder Zellmateri-
al. Diese wird beim Southern Blot-Ver-
fahren durch Restriktionsenzyme in
kleinere Fragmente zerschnitten, die im
Agarosegel aufgetrennt und dann auf
eine Membran iibertragen (,,geblottet)
werden. Bei der Dot-Blot-Methode wird
die DNA direkt auf die Membran aufge-
bracht. Die Hybridisierung erfolgt mit
HPV-spezifischen Sonden, d.h. radio-
aktiv oder nichtradioaktiv markierten
DNA- oder RNA-Abschnitten. Die Bin-
dung dieser Sonde an die Membran,
auch nach intensivem Waschen, weist
auf das Vorhandensein von HPV-DNA
in der Patientenprobe hin, wobei das
Bandenmuster bei der Southern-Blot-
Hybridisierung zusitzliche Informatio-
nen iiber den HPV-Typ gibt. Wihrend
die aufwendigen Southern-Blot-Unter-
suchungen nur fiir Forschungszwecke
Anwendung finden, wurde die Dot-Blot-
Technik auch fiir kommerzielle Kits be-
nutzt. Durch die grofle Menge zelluldrer
DNA in den Proben ist es hier aber oft
nicht moglich, schwache Signale von
falsch-positiven Ergebnissen zu unter-
scheiden.

In-situ-Hybridisierungen

Als einzige Nachweismethode erlaubt
die In-situ-Hybridisierung (ISH) am
Paraffinschnitt oder am Ausstrich die
Zuordnung des positiven Signals zu ein-
zelnen Zellen bzw. Gewebsarealen (Abb.
4). Fiir diagnostische Zwecke sind zahl-
reiche nicht-radioaktive HPV-ISH-Kits
auf dem Markt, die meist mit biotiny-
lierten HPV-Sondencocktails arbeiten
(z.B. Fa. Dako, Paesel & Lorei, Kreatech).
Die Methode umfaflt das Auftragen der



Abb.4 A HPV16-DNA in einer leichten Zervixdysplasie. DNA-in-situ-Hybridisierung mit einer
biotinylierten DNA-Sonde und Detektion iiber ein Streptavidin-Alkalische Phosphatase-System

Abb.5 A Starke E6/E7-Expression in einem zervikalen Plattenepithelkarzinom.
In-situ-Hybridisierung mit einer S$**-markierten Antisense-RNA-Sonde

Sonde, die thermische Denaturierung
von Sonde und zelluldrer DNA, die Hy-
bridisierung (Anlagerung) bei einer de-
finierten Temperatur, Waschvorgénge
und den immunhistochemischen Nach-
weis der gebundenen Sonde; dabei
bleibt nicht immer die Morphologie des
Préparats erhalten. Die Empfindlichkeit
hingt von der Lange und Markierungs-
dichte der Sonde, vor allem aber von
dem verwendeten Detektionssystem ab
(Fluoreszenz-, Peroxidase- und Alkali-
sche Phosphatase-Systeme; Tyramid-Si-
gnalverstirkung), die Spezifitit wird
durch die Hybridisierungs- und Wasch-
bedingungen (Temperatur, Pufferzu-
sammensetzung) bestimmt. Beide sind
fiir Lasionen mit niedrigen Kopienzah-
len pro Zelle oft nicht ausreichend.
Um nicht fiir jeden zu testenden HPV-
Typ ein Priparat (Paraffinschnitt, Aus-
strich) zu benétigen, arbeiten kommer-
zielle ISH-Systeme mit Sondengemi-
schen, z.B. fiir HPV 16/18, HPV 6/11 u.i.
Eine sichere Typisierung ist hierbei oft
nicht moglich. Die Kosten des HPV-
Nachweises mit solchen Kits liegen bei
ca. 32 DM bis 70 DM pro Probe.

Die Hybridisierung mit RNA-Son-
den und der anschliefende RNase-Ab-
bau nichtgebundener Sonde kann zu ei-
ner deutlichen Erh6hung der Spezifitdt
fithren. Eine zusétzliche Steigerung der
Empfindlichkeit ist durch die Verwen-
dung radioaktiver, S%-markierter Anti-
sense-RNA-Sonden moglich, welche je-
doch nicht kommerziell erhéltlich sind
und einen hohen technischen und zeit-

lichen Aufwand (Expositionszeiten von
bis zu einigen Wochen) erfordern. Heu-
te werden In-situ-Hybridisierungen vor
allem zu wissenschaftlichen Zwecken
durchgefiihrt. Dabei dienen sie der Lo-
kalisation der Virus-DNA und vor al-
lem der Analyse der viralen Genexpres-
sion (Abb. 5). Fiir routinediagnostische
HPV-Bestimmungen ist diese Methode
durch ihren Zeit- und Materialaufwand
nicht einsetzbar.

Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Einfithrung der PCR in die Virus-
diagnostik fithrte zu einem deutlichen
Sprung in der Sensitivitdt und Spezifi-
tdt der HPV-Diagnostik. Dadurch, daf}
definierte DNA-Abschnitte, welche von
zwei komplementdren Oligonukleoti-
den (Primern) begrenzt werden, spezi-
fisch bis zu 1000000fach vervielfiltigt
werden, kommt es zu einer extremen
Sensitivitit, d.h. im optimalen Fall kann
eine einzige Virus-DNA-Kopie in der
Probe nachgewiesen werden. Die tat-
sdchliche Empfindlichkeit hdngt jedoch
stark von den gewéhlten Primern und
den PCR-Bedingungen ab.

Die amplizierten Virus-DNA-Frag-
mente kénnen nach Gelelektrophorese
im Agarosegel leicht sichtbar gemacht
werden. Fiir besondere Erfordernisse
kann man die PCR zusitzlich koppeln
mit:

a) Transfer der Banden auf Nylonmem-
branen und Hybridisierung mit spe-

-

zifischen Sonden (héhere Empfind-
lichkeit und Spezifitit);

b)quantitativer Nachweis der PCR-Pro-
dukte durch ELISA;

c)Spaltung der PCR-Produkte durch
Restriktionsenzyme und Auftren-
nung im Polyacrylamidgel mit nach-
folgender Detektion der Spaltpro-
dukte, z.B. durch Silberfirbung (ex-
akte Typisierung).

Je nach dem gewéhlten Primerpaar kann
der HPV-Nachweis streng typenspezi-
fisch sein oder den Nachweis fast aller
genitalen HPV-Typen erlauben: Soge-
nannte ,,consensus primers“ oder ,,gene-
ral primers“ binden an Teile der L1/La2-
Region im Virusgenom, welche bei allen
genitalen HPV-Typen starke Homologi-
en aufweisen. Die meistverwendeten
dieser gruppenspezifischen Primer sind
die Paare MYoo/MYu1 [18] und
GPs5+/GP6+ [14], welche fiir das Scree-
ning von HPV-Infektionen breite Ver-
wendung finden. Bei positivem HPV-Be-
fund kann dann eine Typisierung durch
Hybridisierung mit typenspezifischen
Sonden oder durch weitere, typenspezi-
fische PCR-Reaktionen erfolgen.

Die extrem hohe Empfindlichkeit
der PCR ist jedoch auch fiir die Schwi-
chen der Methode verantwortlich: Zum
einen ist die PCR hochanfillig gegen
Kontaminationen, die nur durch ver-
schiedene Vorsichtsmafinahmen und
bei einiger Erfahrung vermieden wer-
den konnen; zum anderen erfafit sie
auch sehr geringfiigige, transiente und
latente HPV-Infektionen ohne klinische
Bedeutung. Bei der ,consensus pri-
mer“-PCR ist die Empfindlichkeit ge-
geniiber der Verwendung von typen-
spezifischen Primern jedoch verringert
und daher fiir die Praxis gut geeignet.
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Auf Grund der vielen Fehler- und
Kontaminationsmoglichkeiten bedarf
es zur Durchfithrung der PCR unbe-
dingt eines molekularbiologischen Spe-
ziallabors mit entsprechend erfahre-
nem Personal. Die Kosten fiir die reine
HPV-Bestimmung mit Gelelektropho-
rese belaufen sich auf ca.12 DM Materi-
alkosten (general primer-PCR und
Kontrollreaktion, z.B. fiir B-Globin) bei
einmaligen Gerdtekosten von ca.
20000,- DM. Jedoch kann sich fiir eine
exakte Bestimmung des HPV-Typs je
nach den notwendigen Zusatzversu-
chen der Kosten- und Zeitaufwand ver-
vielfiltigen.

Hybrid Capture Assay
(Fliissig-Hybridisierung)

Dieses fiir die Diagnostik am Zervixab-
strich entwickelte System (Fa. Dige-
ne/Abbot) ist eine Weiterentwicklung
der ersten, klassischen Hybridisierungs-
verfahren. Es enthilt RNA-Sondengemi-
sche fiir Low-risk- und High/intermedi-
ate risk-HPV-Typen und erlaubt so eine
sehr spezifische Unterscheidung zwi-
schen diesen Risikogruppen, jedoch kei-
ne weitere Typenbestimmung. Diese
RNA-Sonden hybridisieren in Losung
mit der denaturierten Proben-DNA; da-
nach wird das Gemisch in ,,Capture®-
Rohrchen iiberfiihrt, die mit hochspezi-
fischen Antikérpern gegen RNA-DNA-
Doppelstringe beschichtet sind, so dafl
die entstandenen Hybride hier eingefan-
gen werden. Nach Entfernen nicht-ge-
bundener Bestandteile erfolgt die Detek-
tion mit weiteren, Alkalische-Phosphata-
se-gekoppelten Antikérpern und einem
Substrat, welches bei seiner Umsetzung
Lichtblitze freisetzt. Diese Chemilumi-
neszenz wird dann im Luminometer
quantitativ gemessen.

Das klassische Hybrid Capture-Sy-
stem erfaflt 14, das Nachfolgesystem
(HCII), welches statt Rohrchen Mi-
krotiterplatten verwendet, 18 genitale
HPV-Typen. Die Empfindlichkeit des
HPV-Nachweises durch das Rohrchen-
System liegt bei Abstrichen mit der
Diagnose LSIL/HSIL bzw. Pap 3D/Pap 4
nur geringfiigig unter der der PCR, und
auch die Klassifizierung in Low- bzw.
High-risk-HPV-Typen entspricht der
durch PCR erzielten Typisierung ([4];
eigene Ergebnisse Tabelle 2). Bei zyto-
logisch normalen Abstrichen liegen die
HPV-Nachweisraten mit der PCR dage-
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Tabelle 2

HPV-Typisierung durch PCR und Hybrid-Capture-Analyse. Vergleichsstudie
an 300 HPV-positiven Zervixabstrichen mit der zytologischen Diagnose Pap 3D

HPV-Typ (PCR) n= Hybrid-Capture-Resultat
high risk high-+low risk low risk negativ
HPV 16/18/31/33/
31/33/35/45/51/52 224 171 42 0 1
HPV 6/11 14 1 1 10 2
HPV X? 62 28 5 5 24

2 Positiv mit,,consensus primers” [35], jedoch negativ in der PCR mit typenspezifischen Primern fiir

HPV 6/11,16,18,31,33,35,45,51,52

gen ca. doppelt so hoch [4]. Dies spie-
gelt die geringen Kopienzahlen bei sol-
chen asymptomatischen, meist transi-
enten HPV-Infektionen wider. Beim
HCII-Nachfolgesystem mit erhohter
Nachweisempfindlichkeit liegen die
Werte jedoch auch hier nahe denen der
PCR.

Dem Nachteil der hohen Material-
kosten (ca. 37 DM/Probe) und Anfangs-
investitionen (Gerite fiir ca. 45000,—
DM) stehen beim Hybrid Capture-Sy-
stem die sichere und schnelle Identifi-
zierung der Risikogruppe (High/Low-
risk-HPV) und die einfache Handha-
bung des Systems auch fiir molekular-
biologisch wenig erfahrenes Personal
gegeniiber.

Nutzen der HPV-Bestimmung

Daf3 es einen Zusammenhang zwischen
Papillomavirus-Infektionen und der
Entstehung von Zervixkarzinomen
gibt, ist im Laufe der letzten Jahre ins
medizinische Allgemeinwissen iiberge-
gangen. Viele Gynikologen erwarten
daher heute vom Pathologen bei Ein-
sendung einer Zervixbiopsie auch Zu-
satzuntersuchungen zum HPV-Status.
Bei eindeutigem histologischen Befund
einer schweren Dysplasie, Carcinoma
in situ oder eines invasiven Karzinoms
bietet die HPV-Bestimmung und Typi-
sierung jedoch keine Vorteile, hier ist
die klassische HE-Diagnostik zur Zeit
ausreichend. Innerhalb der Zervixdia-
gnostik konnte eine HPV-Analytik
durch PCR oder Hybrid Capture dage-
gen heute in folgenden Anwendungsbe-
reichen sinnvoll sein:

a) Routinescreening von Zervixab-
strichen: Verschiedene Studien haben
gezeigt, daf} die Zahl falsch-negativer

Ergebnisse in der Routinezytologie
durch den Einsatz der HPV-Diagnostik
deutlich reduziert werden konnte [29].
Gegen eine routineméflige Anwendung
der HPV-Diagnostik in der Krebsvor-
sorge sprechen jedoch der Kostenauf-
wand und die hohe HPV-Nachweisrate
in zytologisch normalen Abstrichen,
insbesondere bei jungen Patientinnen.
Aus diesen Griinden wird bei ausrei-
chender Qualititssicherung von der
Mehrzahl der Experten die ,Triple“-
Diagnostik aus Kolposkopie, Zytologie
und Histologie als ausreichend fiir die
Fritherkennung betrachtet.

b) Kontrollbediirftiger Abstrichbe-
fund: Bei rezidivierenden Pap 3D-Be-
funden bzw. unklarer Zytologie (AS-
CUS) kann die HPV-Diagnostik wichti-
ge diagnostische und prognostische
Hinweise geben. Bis heute existieren er-
hebliche Unsicherheiten bei zytologi-
schen Normabweichungen am unteren
Ende der ,PAP-Skala“: Dies spiegelt
sich in den verschiedenen Begriffen
wieder (Pap3, suspekter Zervixaus-
strich, ,Borderline“-Zytologie, ,AS-
CUS* ,,AGUS“ etc.). Ca. 30% solcher
Abstriche sind HPV-positiv [5]. In der
Nachsorge wurde gezeigt, dafl 20-60%
dieser Frauen eine Dysplasie ent-
wickeln. Solche Fille sollten daher un-
bedingt kolposkopisch und histolo-
gisch abgekldrt werden, wobei die
HPV-Analytik ein wichtiges zusitzli-
ches Kriterium darstellt (Abb. 6).

¢) Pap 3D-Befund: auch bei der
Diagnose Pap 3D (Low-grade-SIL; s.
Riethdorf et al., in diesem Heft) ist eine
HPV-Analytik empfehlenswert. Schon
lange ist bekannt, daf3 nicht jede ,,Koi-
lozytose“ HPV-positiv ist,immerhin 1/4
der Zellausstriche mit ,,Koilozytosen®
sind HPV-negativ. Diese Fehlinterpre-
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Abb.6 A Rolle der HPV-Diagnostik im Management von Patientinnen mit,Borderline”-Zytologie
(~atypical squamous cells of undetermined significance”, ASCUS)

tationen entstehen v.a. aufgrund ent-
ziindlicher Prozesse (,,Pseudokoilozy-
tosen®). Um Fehldiagnosen und Uber-
behandlung zu vermeiden, aber auch in
Hinsicht auf prospektive Aussagen, ist
es notwendig, die HPV-Infektion zuver-
lassig festzustellen. Zusdtzlich sind ca.
40% der Abstriche mit der Diagnose
Pap3D HPV-negativ oder mit Low-risk-
HPV-Typen assoziiert ([16]; eigene Un-
tersuchungen) und haben daher gegen-
iiber High-risk-Infektionen ein mini-
males Entartungsrisiko (Abb.1).

d) Okkulter Primdrtumor: Da die
HPV-Infektion im Verlauf der Tumor-
ausbreitung und -metastasierung pers-
istent ist, kann der HPV-Nachweis in be-
stimmten Féllen auch die Zuordnung
von Metastasen unklarer Genese unter-
stiitzen. Eine Bestimmung des HPV-Typs
bei invasiven Karzinomen hat jedoch
keinen sicheren prognostischen Wert.

e) Therapiekontrolle: Nach lokaler
ablativer Therapie (Laser-, Loop-Be-
handlungen) bzw. wihrend und nach
einer systematischen Behandlung (z.B.
mit Interferon a) stellt die HPV-Analy-
tik einen wichtigen Parameter in Fol-

low-up-Untersuchungen dar. Bei be-
kanntem HPV-Status vor Therapiebe-
ginn konnen negative Befunde auf eine
komplette Remission, positive auf ein
Rezidiv hindeuten. Verschiedene Unter-
suchungen haben gezeigt, dafl die HPV-
Befunde dem klinischen Bild entspre-
chen ([12]; eigene Beobachtungen).

Bei sorgfiltiger Abwégung von Ko-
sten und Nutzen kann heute also folgen-
de Empfehlung ausgesprochen werden:

morphologischer HPV-Bestimmung

Befund sinnvoll?

normal nein

ASCUS ja

LSIL ja

HSIL nein

Karzinom nein (Ausnahmen:s. oben)
Ausblick

Die Erkenntnis, dafl HPV-Infektionen
die zentrale Rolle bei der Entstehung
von Zervixkarzinomen spielen, fithrte

zu intensiven Anstrengungen in der
Entwicklung von Impfstoffen gegen
HPV. Sowohl prophylaktische als auch
therapeutische Vakzinierungen (Schutz
vor Metastasierung oder Rezidiven)
sind z.Z. in der Entwicklung oder Er-
probung und zeigen in Tiermodellen
z.T. bereits erfreuliche Ergebnisse [17].
Erschwerend ist hierbei, daf§ der Schutz
jeweils nur einen HPV-Typ betrifft.
Trotzdem ist die Entwicklung eines
Impfstoffes gegen eine der hdufigsten
Krebserkrankungen der Frau ein
hochst vielversprechender Ansatz, ins-
besondere fiir die Anwendung in Lédn-
dern ohne ein funktionierendes Vor-
sorgesystem.

Fazit fiir die Praxis

Epidemiologische und molekularbiologi-
sche Untersuchungen haben unser Wissen
liber die Entstehung von Zervixkarzino-
men und ihren Vorstufen deutlich erwei-
tert. Sicher ist heute, daf3 fast 100% dieser
Tumoren mit bestimmten, onkogenen Pa-
pillomavirus-Typen assoziiert sind und daf3
virale Onkoproteine fiir die Transformation
zum malignen Phanotyp verantwortlich
sind. Obwohl fiir die Diagnostik von invasi-
ven Zervixkarzinomen und schweren Dys-
plasien auch heute noch die klassische Hi-
stologie und Zytologie mit herkdmmlichen
Farbungen ausreicht, liefert bei Patientin-
nen mit unklarem zytologischem Befund
(ASCUS) oder mit Zeichen einer leichten
Dysplasie (LSIL) eine HPV-Bestimmung mit
den heute verfiigharen, hochempfindli-
chen Methoden (PCR, Hybrid Capture)
wichtige erganzende Informationen fiir
Diagnose und Therapieplanung.

Wir danken J. Koppelmeier fiir die Anferti-
gung der Abb. 3.
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