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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Einleitung: Das zytologische Zervixkarzinomscreening wurde im Januar 2020 in Deutschland um
einen humanen Papillomvirus (HPV) Test erweitert. Dadurch wird die Sensitivitat (Sens.) erhoht,
die Spezifitit (Spez.) aber reduziert, was zu Uberdiagnostik fiihren kann und daher Triagierung
erfordert. Diese Arbeit prift den QuantiGene-Molecular-Profiling-Histology (QG-MPH) Test an

einer Subpopulation der MARZY-Screeningkohorte als Screening- und Triagemethode.

Methodik: Der QG-MPH quantifiziert onkogene mRNA von 18 High-Risk (HR) HPV-Genotypen
sowie von zelluldren Biomarkern aus Zervixabstrichen. Fur die Methode wurden HPV-Cutoffs
und Risikoscores fur die Krankheitsschwellen zervikale intraepitheliale Neoplasie 2 und héher
(CIN2+), CIN3+ und invasives Karzinom mit Abstrichen von Querschnitts- und Uberweisungs-
populationen entwickelt, welche in dieser Arbeit an einer Subpopulation (n = 524) der MARZY -
Kohorte im Querschnitt evaluiert wurden. An Proben mit gesicherter Histologie (n = 61) wurden
Sens. und Spez. bestimmt. Die prognostische Aussagekraft des QG-MPH wurde mittels Follow-

up (FU) Analysen (n =499) und 15 Fallbeschreibungen deskriptiv statistisch beurteilt.

Ergebnisse: Der Vergleich QG-MPH HR-HPV-Diagnostik und Digene Hybrid Capture® 2 High-
Risk-HPV-DNA-Test (HC2; Qiagen, Venlo, Niederlande) bzw. GP 5+/6+ RLB PCR (PCR; In
House Test; Amsterdam UMC, VUMC, Niederlande) zeigt eine Konkordanz von 87 % bzw. 85 %
bei einem mittelmaRkigem « von 0,29 bzw. 0,27. Fir die Detektion von CIN2+ und CIN3+ erreicht
die QG-MPH HR-HPV-Diagnostik eine Sens. von 56 % bzw. 67 % (adjustiert 23 % bzw. 21 %)
bei einer Spez. von 87 % bzw. 85 % (adjustiert 97 %). Die QG-MPH Dysplasie-Diagnostik mittels
Risikoscores — die zelluldre Biomarker einschlielen — verzeichnet fir CIN2+ bzw. CIN3+ eine
Sens. von 67 % bzw. 83 % (adjustiert 27 %) bei einer Spez. von 83 % bzw. 82 % (adjustiert 85 %).

Diskussion: Die QG-MPH HR-HPV-Diagnostik zeigt sich 11-124 % spezifischer, aber 15-38 %
weniger sensitiv als die DNA-basierten HPV-Tests HC2 und PCR. Im Vergleich zum PAP und
zur flussigkeitsbasierten Zytologie (LBC) ist die QG-MPH HR-HPV- und QG-MPH-Dysplasie-
Diagnostik 64—205 % sensitiver bei grolitenteils vergleichbarer (9 % hoherer bis 11 % niedrigerer)
Spez. Fir den HC2, die PCR und die Cotesting-Varianten ergeben sich im Vergleich zur QG-MPH
Dysplasie-Diagnostik eine 2 % héhere bis 68 % geringere Spez. bei gleicher Sens. fiir CIN3+ und
gleicher bis 37 % hoherer Sens. fir CIN2+. Die deskriptiven FU-Analysen und
Fallbeschreibungen legen eine Prognostik der QG-MPH Dysplasie-Diagnostik nahe. Somit knnte
der QG-MPH eine kosteneffiziente, nicht-invasive Screening- und Triagemethode darstellen, was

jedoch in weiteren prospektiven, longitudinalen Screeningstudien validiert werden muss.



Abstract

Abstract

Background: Since January 2020, the German cytological screening program for cervical cancer
was amended by a Human Papillomavirus (HPV) test. This increases the sensitivity (sens.) but
decreases the specificity (spec.), potentially leading to overdiagnosis, and necessitates a triage step.
This study examines the QuantiGene-Molecular-Profiling-Histology (QG-MPH) assay on a

subsample of the MARZY screening cohort as a potential screening and triage method.

Methods: The QG-MPH quantifies oncogenic mRNA of 18 High-Risk (HR) HPV genotypes and
cellular biomarkers from cervical smears. HPV cutoffs and risk scores for the disease thresholds
cervical intraepithelial neoplasia grade 2 and higher (CIN2+), CIN3+ and invasive carcinoma were
calculated using this method in cross-sectional studies of referral-populations. In this study, these
results were evaluated cross-sectionally with a subpopulation (n =524) of the cohort study
MARZY. On all samples with a valid histology result (n = 61) sens. and spec. were determined.
The prognostic potential of the QG-MPH was estimated by descriptive statistics on follow-up (FU)

analyses (n = 499) and 15 case reports.

Results: The comparisons of QG-MPH HR-HPV-diagnostic with Digene Hybrid Capture® 2
High-Risk HPV DNA test (HC2; Qiagen, Venlo, Netherlands) and GP 5+/6+ RLB PCR (PCR; in-
house test; Amsterdam UMC, VUMC, Netherlands) show a concordance of 87 % and 85 % at a
fair x of 0.29 and 0.27, respectively. For the detection of CIN2+ and CIN3+ the QG-MPH HR-
HPV-diagnostic achieves a sens. of 56 % and 67 % (adjusted 23 % and 21 %) with a spec. of 87 %
and 85 % (adjusted 97 %), respectively. The QG-MPH dysplasia-diagnostic using the risk scores
— which include cellular biomarkers — has a sens. of 67 % and 83 % (adjusted 27 %) with a spec.
of 83 % and 82 % (adjusted 85 %) for the detection of CIN2+ and CIN3+, respectively.

Discussion: The QG-MPH HR-HPV-diagnostic shows a 11-124 % higher spec., but a 15-38 %
lower sens. than the DNA-based HPV tests HC2 and PCR. Compared to PAP and liquid-based
cytology (LBC) the QG-MPH HR-HPV- and the QG-MPH dysplasia-diagnostic are 64-205 %
more sensitive with a mostly comparable spec. (9 % higher up to 11 % less spec.). The HC2, the
PCR and the different cotesting scenarios yielded a 2 % higher up to 68 % lower spec. with an
equal sens. for CIN3+ and an equal or up to 37 % higher sens. for CIN2+ compared to the QG-
MPH dysplasia-diagnostic. The descriptive FU analyses and case reports suggest a prognostic
potential of the QG-MPH dysplasia-diagnostic. Thus, the QG-MPH may be a cost-efficient, non-
invasive screening and triage method. However, validations in prospective, longitudinal screening

studies are mandatory.
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1 Einleitung

1.1 Das Zervixkarzinom

1.1.1 Geschichte

Seit den 1880er Jahren wird das Zervixkarzinom als eigenstandige Erkrankung geflhrt. Der
Gynakologe Johann Veit (1852-1917) und sein Kollege, der Pathologe Carl Ruge (1846-1926),
die beide u. a. auch an der Charité in Berlin titig waren, brachten damals erstmals die
Unterscheidung zwischen dem oberen Gebdrmutterkrebs (Endometriumkarzinom) und dem

unteren Gebarmutterkrebs, dem Krebs des Gebarmutterhalses (Zervixkarzinom), auf.?

Als erste Friherkennungsuntersuchung fiir das Zervixkarzinom, welche fiir die Therapie einer
solch malignen Erkrankung sehr bedeutend ist, entwickelte Hans Hinselmann (1884-1959), ein
deutscher Gynékologe, 1925 die Kolposkopie. Hierbei kdnnen mithilfe einer VergrolRerungsoptik
(Kolposkop) UnregelmaRigkeiten der Schleimhautoberflache von Vulva, Vagina und Portio
beobachtet und beurteilt, und somit Anzeichen auf ein Zervixkarzinom bereits in einem
symptomfreien Stadium erkannt werden.? Neben dieser makroskopischen Untersuchungsmethode
begann George Nicholas Papanicolaou (1883-1962) in den 1920er Jahren eine mikroskopische
Variante der Friherkennung zu entwickeln, die heute PAP oder konventionelle Zytologie genannt
wird. Dafur entnahm er weiblichen Angestellten einer New Yorker Frauenklinik systematisch
zervikale Abstriche und untersuchte diese unter dem Mikroskop auf Zellverdnderungen. Es war
ihm maoglich, in Abstrichen tumorés und prékanzerds verénderte Zellen von normalen Zellen zu
unterscheiden, sodass er ein Zervixkarzinom bereits in dessen Vorstufen ohne makroskopisch
sichtbare Veranderungen identifizieren konnte. Anerkennung erlangten seine Beobachtungen aber
erst spater, weshalb seine Methode zur Fritherkennung des Zervixkarzinoms erst in den 1950er

Jahren weltweit, in Deutschland sogar erst 1972, eingefiihrt wurde.® 4 °

Einen weiteren Meilenstein in der Forschung um das Zervixkarzinom lieferte Harald zur Hausen
(geb. 1936) in den 1980er Jahren. Er identifizierte das humane Papillomvirus (HPV) als Ursache
des Zervixkarzinoms bzw. zervikaler Dysplasien® und erhielt dafiir 2008 den Nobelpreis fir
Medizin.” Nach dem heutigen Stand der Forschung sind mehr als 90 % aller Zervixkarzinome mit
High-Risk-HPV (HR-HPV) assoziiert und nur wenige Félle mit anderen Ursachen zu
verzeichnen.®® Diese Erkenntnis stellt auch heute noch die Grundlage weiterer Forschungsarbeiten

zu einer verbesserten Friherkennung und Primérpravention durch Impfungen dar.
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1.1.2 Epidemiologie

Das Zervixkarzinom ist mit weltweit ca. 600.000 Neuerkrankungen pro Jahr aktuell die
vierthdufigste Krebsart bei Frauen. Die Mehrheit der Patientinnen stammt aus Entwicklungs-

landern, vornehmlich aus Afrika, wie Abbildung 1 fir das Jahr 2020 zeigt.'°

2252
16.7-25.2
11.7-16.7

7.0-11.7 I Not applicable
<70 No data

Abbildung 1: Weltweiter Vergleich der geschétzten altersstandardisierten Inzidenzen des Zervixkarzinoms pro
100.000 Frauen im Jahr 2020. [Quelle: International Agency for Research on Cancer, 2021]

In Deutschland stellte der Gebarmutterhalskrebs im Jahr 2020 mit einer Inzidenz von 4.666 die
vierzehnthaufigste Krebserkrankung bei Frauen dar.®® Aufgrund der oben genannten
Forschungserkenntnisse, besonders durch die Einfuhrung der PAP-Untersuchung, konnte die
Mortalitat des Zervixkarzinoms von den 1970ern bis in die 2000er in Deutschland deutlich gesenkt
werden. So lag die altersstandardisierte Mortalitatsrate 1973 in Deutschland noch bei
6,71/100.000/Jahr (4.274) und fiel bis zum Jahr 2006 auf 1,79/100.000/Jahr (1.492) (Abb. 2).1
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Abbildung 2: Altersstandardisierte Mortalititsrate von Frauen mit Zervixkarzinom in Deutschland im zeitlichen
Verlauf. (Jahrliche Inzidenzwerte (fett), Trendlinie (diinn)) [Modifiziert nach WHO, 2019%']
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Doch in den letzten 10 Jahren stagnierten diese Zahlen, sodass 2020 mit einer
altersstandardisierten Mortalitatsrate von 2,2/100.000/Jahr kein weiterer Riickgang zu verzeichnen

war.® Daher ist eine Verbesserung bisheriger Friiherkennungsmanahmen dringend notwendig.

1.1.3 Symptome und klinischer Verlauf

Das Zervixkarzinom wird in eine lokal begrenzte und eine invasive Form eingeteilt. Dabei liegt
das mittlere Erkrankungsalter von Frauen mit einem bereits invasiven Zervixkarzinom in
Deutschland bei 53 Jahren, wohingegen ein lokal begrenzter Tumor (intraepithelial) der Zervix
meistens etwa 20 Jahre fruher auftritt. Letzterer wird aufgrund seiner fehlenden Invasion ins

umliegende Gewebe auch in-situ-Karzinom genannt.!

Sowohl die Vorstufen, sogenannte Prékanzerosen, als auch das Friihstadium dieser Erkrankung
sind in den meisten Fallen symptomlos. Erste Symptome treten meist erst in fortgeschrittenen
Stadien auf. Zu diesen zahlen ein fleischwasserfarbener, Ubelriechender Fluor und vaginale
Blutungen, wie z. B. Kontaktblutungen, Schmierblutungen, Metorrhagien und postmenopausale
Blutungen. Selten kommt es bei weiter fortgeschrittenen invasiven Zervixkarzinomen auch zu
lumbosakralen Schmerzen, Miktions- und Defékationsbeschwerden, Lymphddemen und einer
Hydronephrose.'®* Aufgrund dieser sehr unspezifischen, spét auftretenden Symptome ist eine

optimale Friiherkennungsuntersuchung fur einen positiven Therapieverlauf von groRer Bedeutung.

1.2 Humanes Papillomvirus

1.2.1 Aufbau und Kilassifikation des humanen Papillomvirus

Das von zur Hausen in den 1980er Jahren identifizierte HPV, ein unbehtillt doppelstrangiges DNA
(Desoxyribonukleinsdure) Virus aus der Familie der Papillomaviridae, ist ca. 50-60 nm grof und
beinhaltet ein ca. 8.000 Basenpaare grofies Genom. Dieses enthalt acht bis neun Leserahmen, Open
Reading Frames (ORF), welche in drei Gruppen eingeteilt werden.**® Dabei sind die Aufgaben
der frihexprimierten Gene, der ,Early Genes“ E1, E2, E4-E7, die Virusreplikation,
Regulationsprozesse und die Umprogrammierung der Wirtszelle durch Wechselwirkung mit
zelluldren Proteinen. Die beiden viralen spatexprimierten Gene, die ,,Late Genes* L1 und L2, sind
hingegen fiir den Aufbau des Viruskapsids zustdndig. Komplementiert wird das Erbgut des Virus
durch eine nicht kodierende Long Control Region (LCR), auch Upstream Regulatory Region
(URR) genannt, welche die Kontrolle Uber die Replikation und Transkription des genetischen
Materials tibernimmt.2>1¢ Abbildung 3 stellt die doppelstrangige zirkulare DNA von HPV 16 als

Kreis dar und erklart kurz die einzelnen Funktionen der Sequenzen.
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Abbildung 3: A) Das HPV 16 Genom in schematischer Darstellung. B) Die Eigenschaften und Funktionen der Open
Reading Frames des HPV. (DNA = Desoxyribonucleic Acid, E = Early Gene, HPV = Humanes Papillomvirus, L =
Late Gene, LCR = Long Control Region, P97 und P670 = Promotoren,) [Modifiziert nach Viarisio et al., 20177]

Verschiedene Papillomvirustypen lassen sich anhand von Strukturabweichungen der L1-
Nukleotidsequenz (um mindestens 10 %) unterscheiden.!®° Mit diesem Klassifikationssystem
wurden bereits mehr als 200 verschiedene Papillomvirustypen identifiziert, von denen ca. 150
spezielle Unterarten des humanen Papillomvirus sind. Dabei lassen sich die unterschiedlichen
human infizierenden Genotypen aufgrund von Ahnlichkeiten in der L1-Nukleotidsequenz in funf
verschiedene Genera, alpha, beta, gamma, nu und mu einteilen, wobei nur die Genotypen des
Genus alpha die Schleimhaut infizieren und damit fir das Zervixkarzinom verantwortlich sein

konnen. 14171920 Wichtig in diesem Zusammenhang ist, dass HPV streng speziesspezifisch ist.

Die World Health Organization (WHO) und auch die deutschen Leitlinien stufen momentan 12
bzw. 13 HPV-Genotypen als ,,High-Risk* bezuglich ihres karzinogenen Potentials ein. Dazu
zéhlen die Genotypen 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 und potentiell auch 68,162
wobei die Genotypen 16 und 18 fiir etwa 70% der Gebarmutterhalskrebsfalle ursachlich sind.?22
Dabei 16st Genotyp 16 Uberwiegend Plattenepithelkarzinome, die haufigste histologische
Subgruppe des Gebarmutterhalskrebses, aus, wahrend Genotyp 18 v. a. zu Adenokarzinomen

fiihrt.2® Letztere machen in Deutschland etwa 20 % aller Zervixkarzinome aus.?

Sogenannte ,,Low-Risk“-HPV-Genotypen (LR-HPV), wie z. B. HPV 6 und 11, dagegen tragen
nicht zur Inzidenz des Zervixkarzinoms bei,?? rufen aber haufig lastige Kondylome
(Genitalwarzen) hervor, fiir die es eine breite Auswahl therapeutischer Optionen gibt. Diese lassen

sich grob in eine topisch nicht chirurgische und eine ablativ-chirurgische Behandlung einteilen.
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Eine antivirale Therapie, die sich speziell gegen HPV richtet, konnte bislang noch nicht entwickelt

werden.?
1.2.2 Pathogenese einer zervikalen HPV-Infektion

Eine zervikale HPV-Infektion erfolgt meist auf sexuellem Weg, sodass eine erste Infektion haufig
bereits kurz nach Aufnahme erster sexueller Aktivitaten auftritt.>>2° Uber Mikroldsionen der
zervikovaginalen Mukosa gelangt das HPV an deren Basalmembran.'® Mithilfe seines L1-Proteins
kann das Virus an die in dieser Membran enthaltenen Heparansulfat Proteoglykane (HSPG)
binden, die so als initiale, virale Rezeptoren fungieren.?’?®8 Dabei kommt es zu einer
Konformationsénderung des Viruskapsids, welche wiederum mithilfe der Proprotein-Convertase
(PC), Furin, und/oder PC5/6 die Spaltung des L2-Proteins bewirkt. Dies ermdglicht die Bindung
des Virus an die aufgrund von  Wundheilungsprozessen  eingewanderten
Keratinozytenstammzellen und fihrt zu einer Clathrin- oder Caveolin 1- und Dynamin 2-
assoziierten Endozytose des Virusgenoms.?®=! Danach folgt die (durch pH-Abnahme verursachte)
Freisetzung des Virusgenoms und sein Transport zum Nucleus, wo es als extrachromosomal

episomales Genom vorliegt.3233

Bei einer HPV-Infektion sind bis zu drei Stadien mdglich. Direkt nach dem Viruseintritt und der
Freisetzung des Virusgenoms folgt zunéchst ein latentes Stadium ohne starke transkriptionelle
Aktivitat des Virus. Demzufolge treten hierbei auch keinerlei histopathologische Verénderungen
des Epithels auf, sodass von einer klinisch inapparenten Infektion die Rede ist.*? Aufgrund noch
nicht verstandener Bedingungen kann die Virusinfektion nun in einigen Fallen in ein permissives
Stadium tbergehen. Das HPV-Virusgenom besitzt keine Gene oder Enzyme zu dessen Integration
in das Chromosom der Wirtszelle und auch keine, die fur eine autonome Replikation notwendig
waren. Eine HPV-Replikation und damit die Bildung eines HPV-Virusreservoirs in den
Basalzellen ist komplett von zellularen Replikationsmechanismen abhangig.32*+* Kommt es im
Verlauf zur Differenzierung der von den infizierten Baselzellen gebildeten Tochterzellen, hat das
HPV mithilfe seiner Gensequenzen E6 und E7 die Mdglichkeit, die Zelle am Verlassen des
Zellzyklus bei der terminalen Differenzierung zu hindern und damit die Replikation weiter
aufrecht zu erhalten.'®% Kontrolliert werden diese beiden Early Genes E6 und E7 v. a. durch E2,
das durch Autoregulationsmechanismen fiir die Herstellung eines Gleichgewichts zwischen
Expression und Hemmung der Promotoren von E6 und E7 von groRer Bedeutung ist. Die mittels
des E2-Regulationsmechanismus auf einem niedrigen Niveau gehaltenen E6- und E7- Transkripte
fuhren neben der Replikation der eigenen Virus-DNA auch zu der der Wirtszelle, was fast immer
eine produktive Hyperproliferation des Gewebes und somit das Hervortreten einer HPV-
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assoziierten Gewebeveranderung (Lasion, Dysplasie) zur Folge hat.323” Sobald die Wirtszelle nun
einen bestimmten Grad der Differenzierung erreicht hat, fallt die Produktion der Early Genes ab,
wohingegen die der Late Genes steigt.3233® Letztere sorgen fiir die Synthese viraler Kapside,
welche das Virusgenom verpacken und fiir dessen passive Freisetzung an der epithelialen
Oberflache und einer dadurch bedingten Virusverbreitung wichtig sind. Dieses Stadium wird
histologisch als zervikale intraepitheliale Neoplasie (CIN) des Grades 1 bezeichnet. Sobald
allerdings die Sequenzen E6 und E7 beginnen sehr stark transkribiert zu werden und es folglich
zu einer Genominstabilitat der Wirtszelle kommt, muss von einem transformierenden Stadium der
Infektion ausgegangen werden, welches sich als CIN des Grades 2+ prasentiert.3? Abbildung 4
veranschaulicht den mdglichen Verlauf einer HPV-Infektion und ihrer Stadien. Auf das

transformierende Stadium wird nachfolgend genauer eingegangen.

Latente Infektion  Permissive Transformie
EG6/E7 aus E6/E7 nied E6/E7 hoch/p
|

|
e o Reguliert Deregulierte HPV Genexpression

Zylinderepithel Plattenepithel

Transformierende Infektion, invasives Karzinom

HPV Replikation

Abbildung 4: Maglicher Verlauf einer HPV-Infektion und ihrer Stadien an der zervikalen Transformationszone. (E
= Early Gene, HPV = Humanes Papillomvirus) [Modifiziert nach von Knebel Doeberitz et al., 2009%]

1.2.3 Progression einer HPV-Infektion zu Dysplasien

Die HPV-Infektion gehort zu den haufigsten sexuell Gibertragbaren Infektionen (STI), sodass sich
ein Grol3teil der Frauen mindestens einmal in ihrem Leben damit ansteckt. Doch bei den meisten
HPV-Infektionen handelt es sich um eine transiente Form, die innerhalb von ein bis zwei Jahren
ausheilt.®® Nur wenige HPV-Infektionen filhren zur Entstehung eines Zervixkarzinoms oder von
dessen Vorstufen. Umgekehrt ist jedoch zu vermerken, dass fur eine derartige Verdnderung eine
HPV-Infektion nahezu unabdingbar ist.** Hierbei fiihren allerdings lediglich (iber einen langeren
Zeitraum persistierende HPV-Infektionen zu einem erhohten Transformationsrisiko des zervikalen
Gewebes und damit einer mdglichen Zellentartung.®® Den bevorzugten Entstehungsort einer
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Transformation bildet die sogenannte Transformationszone (TZ).3? Deren Ursprung bildet die
zervikale Junktionszone, die bereits in der Kindheit die Grenzlinie zwischen dem ektozervikalen
mehrschichtigen, nicht-verhornenden Plattenepithel und dem endozervikalen einreihigen,
hochprismatischen  Zylinderepithel darstellt. Aufgrund anatomischer und hormoneller
Veranderungen wahrend der Adoleszenz verschiebt sich die Position der zervikalen
Junktionszone, wodurch ein Ubergangsbereich mit metaplastischen Umbauprozessen und folglich
Plattenepithelmetaplasien zwischen der urspringlichen und der neuen Lokalisation entsteht.

Dieses Areal wird als Transformationszone bezeichnet.*42

Um den Entstehungsmechanismus der Zell- und Gewebeverédnderungen im transformierenden
Stadium zu verstehen, missen v. a. die hierbei Uberexprimierten Gensequenzen E6 und E7 des
HPV betrachtet werden. Der Anstieg der Transkription dieser beiden Early Genes, die auch als
virale Onkogene bezeichnet werden, entsteht durch fehlendes negatives Feedback des E2, welches
oft durch einen DNA-Strangbruch, meist zwischen den Early Genes E1 und E2, im Rahmen der
Virusintegration in die Wirtszelle bedingt wird.*”*® Weshalb es zur Aufnahme des HPV-Genoms

in den Wirt kommt, wird nachfolgend erklart.

Die Funktionen von E7

Unter physiologischen Bedingungen kann Cyclin D unter Einfluss von Wachstumsfaktoren die
Bindung zwischen dem Retinoblastom-Protein (pRb) und dem Transkriptionsfaktor E2F aufldsen,
sodass letzteres, nun frei und aktiviert, Uber die Bildung bestimmter Proteine den Zellzyklus in die
S-Phase uberfiihren kann. Das dabei u. a. produzierte p16 (p16™K*) fiinrt zu einer negativen
Riickkopplung auf Cyclin D und verhindert so eine Uberexpression von Zellzyklusproteinen wie
MCM (Minichromosome Maintenance), PCNA (Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen), Cyclin E
und pl4. Kommt es zu einer HPV-Infektion, kann das E7-Protein durch Bindung des pRb E2F
freisetzen und daflr sorgen, die Zellen in die S-Phase zu uberfiihren. Da dies unabhangig von
Cyclin D erfolgt, wird der Mechanismus des negativen Feedbacks Ubergangen und eine
durchgangige Proliferation der Zellen ist die Folge.** LR-HPV binden bei diesem Mechanismus
schwacher als HR-HPV, sodass ihre Wirkung im Vergleich deutlich geringer ausfallt.*® Weitere
Funktionen des E7 bestehen in der Bindung an Histon-Deacetylasen, Komponenten des AP-1
(Activator Protein 1), und an die cyclinabhangigen Kinase Inhibitoren (CDKI) p21 und p27.34
Letzteren ist es durch den Zusammenschluss mit E7 nicht mehr mdglich, die cyclinabhéngige
Kinase (CDK) 2 zu hemmen, was ebenfalls den Ubergang in die S-Phase unterstiitzt.*® Dartiber

hinaus hat sich in Studien gezeigt, dass das E7-Protein, verstarkt durch das Zusammenspiel mit
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dem E6-Protein, zu einer abnormen Zentrosomenzahl und folglich zu einer Genominstabilitat und
Fehlern bei der Mitose fuhren kann, wodurch vermutlich die Integration des Virusgenoms in die

Wirtszelle wahrscheinlicher wird.4"48

Die Funktionen von E6

Die nun dauerhaft proliferierende Zelle wirde normalerweise uber das in der S-Phase gebildete
Zellzyklusprotein p14 den Tumorsuppressor p53 aktivieren, der wiederum die Zelle im Rahmen
der DNA Damage Response in den programmierten Zelltod fiihrt. Doch dies wird durch das E6-
Protein verhindert. So verursacht dieses mithilfe des E6-assoziierten Proteins (E6-AP) einen
Zusammenschluss mit p53, was eine Ubiquitinierung und infolgedessen die Degradation des
Tumorsuppressors bewirkt.>*4°%0 Weiterhin kann E6 die Telomeraseaktivitat iber eine gesteigerte
Transkription des  Telomerase-katalytischen  Untergruppengens,  Telomerase-Reverse-
Transkriptase (TERT), erhéhen.>*3 Dies filhrt zu einer Verlangerung der Telomere und damit zu
einer Hemmung der Zellseneszenz. Beide durch E6 ausgelosten Mechanismen erhdhen die

Lebensspanne HPV-infizierter Zellen und unterstiitzen damit deren Transformation.®*

Zusammengefasst fihren also die Onkogensequenzen E7 und E6 zum einen zu einer erhdhten
Zellproliferation und einer verlangerten Lebensdauer infizierter Zellen. Auf der anderen Seite
bedingen sie eine Genominstabilitdt, durch welche die Integration des Virusgenoms in die
Zielzelle angestolRen und daraus folgend die andauernde Zellproliferation durch das Virus selber
reguliert wird, was eine Transformation der Zelle ermdglicht. E5 dient dabei der Unterstlitzung

der beiden Sequenzen.> Der Ablauf der Transformation wird in Abbildung 5 veranschaulicht.

‘ Effekte auf die Zelle ‘
pelted |
| Zentrosomenabnormalitiit |
‘ PRb | | p21, p27 ‘ p53 ‘ TERT-Transkriptiont |
| Genominstabilitit |
\ E2F frei | | CDK21t ‘ Apoptose | l Telomeraseaktivitit] |
Apoptoseinhibition,
Onkogenaktivierung,
Tumorsuppressorinaktivierung Zellproliferation?
(fehlende Limitierung)
Integration des Virusgenoms
Zellproliferation? mit E2-Verlust
TRANSFORMATION

Abbildung 5: Interaktionen der HPV-Onkoproteine E7 und E6 mit zelluldren Regulatoren und deren Effekte bei der
Entstehung des Zervixkarzinoms. (CDK = Cyclin-Dependent Kinase, E = Early Gene, HPV = Humanes
Papillomvirus, p21 und p27 = Cyclin-Dependent Kinase Inhibitoren, p53 = Tumorsuppressor, pRB = Retinoblastom-
Protein, TERT = Telomerase-Reverse-Transkriptase)

10
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1.3 Pravention

Dieses Wissen um die Ursachen des Zervixkarzinoms und dessen Vorstufen bildet den Grundstein

flr den gezielten Einsatz von Praventionsmalnahmen.

1.3.1 Primarpréavention

So empfiehlt die Standige Impfkommission (STIKO) seit 2007 zur Primdrpravention des
Zervixkarzinoms fiir alle Madchen eine HPV-Impfung.>® Aktuell sind dabei im Alter von 9 bis 14
Jahren, vor dem ersten sexuellen Kontakt, zwei Impfdosen im Abstand von mindestens 5 Monaten
vorgesehen. Sollte der Impfbeginn im Alter von 15 bis 17 Jahren erfolgen oder der Impfabstand
von mindestens 5 Monaten nicht eingehalten worden sein, ist eine dritte Impfung erforderlich. Ziel
der Impfung ist die Reduktion der Krankheitslast durch HPV-assoziierte Tumore.®® Eine
Metaanalyse mit Studien aus den Jahren 2007 bis 2014 konnte bereits einen Riickgang von HPV-
Infektionen seit Einflhrung der HPV-Impfung fur Madchen zeigen und zwar nicht nur bei den
Geimpften, sondern aufgrund einer Herdenimmunitat auch bei Nicht-Geimpften.>” Dies
bekraftigen auch Chow et al. 2017 mit ihrer Studie Uber die Infektionsentwicklung von HPV in
Australien seit Einfuhrung der quadrivalenten HPV-Impfung der Méadchen/Frauen dort. Diese
verzeichnet einen Riickgang der Pravalenz von HPV-Infektionen der Genotypen 6, 11, 16 und 18
bei ungeimpften australisch-stdmmigen Mannern alleine durch Impfung weiblicher

Einheimischer.?®

Die Grundlage einer solchen HPV-Impfung ist dabei ein L1 VLP (Virus-Like Particle), eine leere
Virushulle, welche durch Stimulation korpereigener Antikorper die Bindung des Virus an die
Basalmembran, den Initialschritt der HPV-Infektion (s. Kapitel 1.2.2), verhindert.>® Mit diesem
Wirkmechanismus sind in Deutschland seit 2007 bzw. 2016 die beiden Impfstoffe Cervarix
(bivalent: HPV 16 und 18) und Gardasil 9 (nonavalent: HPV 6, 11, 16, 18, sowie 31, 33, 45, 52
und 58), das Folgeprodukt von Gardasil (quadrivalent: HPV 6, 11, 16 und 18), zugelassen.®® Wird
die Impfung rechtzeitig vor der ersten HPV-Infektion beendet, kann diese sogar bis zu 100 %
Impfschutz gegen die Entwicklung von CIN-Lésionen/Dysplasien bieten.* Dariiber hinaus gibt es
Anzeichen dafir, dass die HPV-Impfung aufgrund von Kreuzprotektionen auch gegen Infektionen

mit HPV-Genotypen schiitzt, auf die der Impfstoff nicht primar abzielt.®2

Studien der letzten Jahre zufolge fallt die Impfbereitschaft unter M&dchen des relevanten Alters in
Deutschland allerdings eher gering aus. So waren im Jahr 2015 44,6 % der 17-jahrigen und 31,3 %
der 15-jahrigen Madchen vollstandig gegen HPV geimpft.®® Da das Erreichen einer
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Herdenimmunitat mit einer Impfbeteiligung unter 50 % kaum mdglich ist und HPV daruiber hinaus
insbesondere bei Mannern Oropharynxkarzinome verursachen kann, empfiehlt die STIKO seit
Anfang Juni 2018 auch das Impfen von Jungen im Alter von 9 bis 14 Jahren.®° Des Weiteren ist
trotz Impfung weiterhin eine regelmélige Sekundérpravention fur eine dauerhaft niedrige
Zervixkarzinompréavalenz essentiell, weil nicht alle karzinogenen HR-HPV Genotypen in den

Impfstoffen eingeschlossen sind und die Impfquote nicht ausreichend ist.

1.3.2 Sekundarpravention

Die Sekundérpravention dient neben der Friherkennung des Zervixkarzinoms auch zu dessen
Vorbeugung, da so Prékanzerosen diagnostiziert und chirurgisch therapiert werden konnen.
Bislang wurde Frauen ab einem Alter von 20 Jahren jahrlich eine zytologische Untersuchung
empfohlen und nur dann eine weitere Diagnostik, wie HPV-Test, Kolposkopie und histologische
Untersuchung durchgefiihrt, wenn diese auffallig war.>?1%* Da diese Methode jedoch eine geringe
Sensitivitat (Sens.) aufweist und damit nur etwa die Halfte aller Patientinnen mit Krebsvorstufen
erkannt werden,>® hat der Gemeinsame Bundesausschuss (G-BA) im September 2016
beschlossen, ab Januar 2020 allen Frauen ab 35 Jahren anstelle der jéhrlich zytologischen
Untersuchung alle 3 Jahre eine Kombination aus zytologischem Abstrich und HPV-Diagnostik
anzubieten.®® Einige Studien haben gezeigt, dass diese Kombination im Vergleich zur alleinigen
Zytologie deutlich mehr CIN2+-Erkrankungen detektiert.%” Frauen zwischen dem 20. und 34.

Lebensjahr konnen weiterhin jahrlich einen zytologischen Abstrich durchfiihren lassen.?

Screening mittels Zytologie

Bei einer gynékologisch zytologischen Untersuchung werden Zellen der Portio und somit auch der
TZ des Gebarmutterhalses unter einem Mikroskop begutachtet. Dabei kann die Untersuchung
entweder mittels konventioneller PAP-Methode, bei der das auf einer Biirste bzw. einem Spatel
erfasste Zellmaterial auf einem Objekttrager ausgestrichen und fixiert wird,% oder mittels
Dunnschichtzytologie erfolgen. Bei der zuletzt genannten flissigkeitsbasierten Zytologie (LBC)
wird das Material ebenfalls mit einer Burste und/oder einem Spatel aus dem Bereich der Endo-
und Ektozervix gewonnen, dann aber in einer Losung fixiert. Obwohl diese beiden Methoden
bezlglich ihrer Sens. fir CIN2+-Erkrankungen keine wesentlichen Unterschiede aufweisen und
die  Dinnschichtzytologie  deshalb  noch  nicht  verpflichtend ins  gesetzliche
Friherkennungsprogramm in Deutschland aufgenommen wurde, wurde diese in einigen anderen

Landern aufgrund zusétzlicher Vorteile bereits als Methode der Wahl eingefiihrt.?%* Dazu zéhlen
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eine um 27 % kurzere Mikroskopierdauer, die Moglichkeit von Zusatztests mit demselben
Material (Reflextestung), aber auch eine verbesserte Probenqualitat.? Zur mikroskopischen
Analyse wird in Deutschland bei beiden Verfahren die Minchner Nomenklatur, die von der
Koordinations-Konferenz-Zytologie (KoKoZyt) entworfen und zuletzt im November 2013
Uberarbeitet wurde, herangezogen. Tabelle 1 zeigt eine Gegenuberstellung der neuen und alten
Miinchner Nomenklatur 111 bzw. 11 sowie des internationalen Bethesda-Systems.®*"® PAP Ilw/Ilk
(w fur Wiederholung, k fiir Kontrolle), in Deutschland inoffizielle Kategorien der Munchner
Nomenklatur 11, stehen fur unklare Befunde und werden &dquivalent zu ASC-US (Atypical

Squamous Cells of Undetermined Significance) im Bethesda-System benutzt.

Laut der Metaanalyse von Cuzick et al. liegt die Sens. des zytologischen Abstrichs bei 53 %
(48,6 %-57,4 %) bei einer durchschnittlichen Spezifitat (Spez.) von 96 % (96,1 %-96,5 %).%° Das
vor einigen Jahren eingefiihrte p16-Ki-67-Dual-Stain-Verfahren kann als Zusatzfarbemethode die
Sens. zwar erhohen, aber nicht in einem zufriedenstellenden MaR, sodass der G-BA seit Januar
2020 auf die Kombinationsuntersuchung mit einem HPV-Test setzt.%"1
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Tabelle 1: Munchner Nomenklatur 111 und Il im Vergleich mit dem Bethesda-System. [Modifiziert nach KoKoZyt,
2013 und Synlab, 201779

Unzureichendes Material > Abstrichwiederholung Unsatisfactory for evaluation

Unauffallige und unverdachtige Befunde - Abstrich im NILM
Vorsorgeintervall

Unauffallige Befunde bei auffalliger Anamnese - ggf. zytologische
Kontrolle wegen auffalliger Anamnese

Befunde mit eingeschrénkt protektivem Wert

Endometriumzellen bei Frauen > 40. Lebensjahr in der zweiten Endometrial cells
Zyklushalfte = Klinische Kontrolle unter Beriicksichtigung von
Anamnese und klinischem Befund

Plattenepithelzellen mit geringergradigen Kernverdnderungen als bei ASC-US
CIN1, auch mit koilozytdrem Zytoplasma/Parakeratose - ggf.
zytologische Kontrolle unter Berticksichtigung von Anamnese und
klinischem Befund

Zervikale Driisenzellen mit Anomalien, die Uber das Spektrum AGC endocervical NOS
reaktiver Veranderungen hinausreichen - ggf. zytologische Kontrolle
in Abhangigkeit von Anamnese und klinischem Befund

Unklare bzw. zweifelhafte Befunde

CIN2/CIN3/Plattenepithelkarzinom nicht  auszuschlieRen > ASC-H
Differentialkolposkopie, ggf. additive Methoden, evtl. kurzfristige
zytologische  Kontrolle nach Entzindungsbehandlung und/oder
hormoneller Aufhellung

Ausgeprégte Atypien des Drisenepithels, Adenocarcinoma in AGC endocervical favor
situ/invasives Adenokarzinom nicht auszuschliellen > neoplastic
Differentialkolposkopie, ggf. additive Methoden

Abnorme endometriale Zellen (insbesondere postmenopausal) -> AGC endometrial
Weiterfliihrende klinische Diagnostik, ggf. mit histologischer Klérung

Zweifelhafte Drisenzellen ungewissen Ursprungs - AGC favor neoplastic

Weiterflhrende Diagnostik (zum Beispiel fraktionierte Abrasio; ggf.
additive Methoden/Differentialkolposkopie)

Dysplasiebefunde mit grofierer Regressionsneigung

Zellbild einer leichten Dysplasie analog CIN1 - Zytologische Kontrolle LSIL
in 6 Monaten, bei Persistenz > 1 Jahr: ggf. additive
Methoden/Differentialkolposkopie

Zellbild einer maRigen Dysplasie analog CIN2 -> Zytologische HSIL
Kontrolle in 3 Monaten, bei Persistenz > 6 Monate:
Differentialkolposkopie, ggf. additive Methoden

Unmittelbare Vorstadien des Zervixkarzinoms -
Differentialkolposkopie und Therapie

Zellbild einer schweren Dysplasie/eines Carcinoma in situ analog CIN3 HSIL

Zellbild eines Adenocarcinoma in situ AIS

Zellbild einer CIN3, Invasion nicht auszuschlieRRen HSIL suspicious for invasion
Zellbild eines Adenocarcinoma in situ, Invasion nicht auszuschlieRen AIS suspicious for invasion
Malignome > Weiterfiilhrende Diagnostik mit Histologie und Therapie

Plattenepithelkarzinom Squamous cell carcinoma
Endozervikales Adenokarzinom Endocervical adenocarcinoma
Endometriales Adenokarzinom Endometrial adenocarcinoma
Andere Malignome, auch unklaren Ursprungs Other malignant neoplasms

AGC = Atypical Glandular Cells, AIS = Adenocarcinoma In Situ, ASC-H = Atypical Squamous Cells of Undetermined
Significance, Cannot Rule Out HSIL, ASC-US = Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance, CIN =
Cervical Intraepithelial Neoplasia, HSIL = High-Grade Squamous Intraepithelial Lesion, LSIL = Low-Grade
Squamous Intraepithelial Lesion, MN = Minchner Nomenklatur, NILM = Negative for Intraepithelial Lesion or
Malignancy, NOS = Not Otherwise Specified
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Screening mittels HPV-Test

Der eben erwéhnte, bislang nur zur Abklarung auffalliger Befunde benutzte HPV-Test schutzt laut
Ronco et al. etwa 60-70 % effektiver vor Zervixkarzinomen als der zytologische Abstrich.”
Madglich ist dies v. a. aufgrund seiner hohen Sens., die in der Metaanalyse von Koliopoulos et al.
aus dem Jahr 2017 mit dem Digene Hybrid Capture® 2 High-Risk-HPV- DNA-Test (HC2) fiir
CIN2+ bei 92,6 % (89,6 %-95,3 %) lag.”® Da seine Spez. jedoch niedriger ist als die der Zytologie
(in der genannten Metaanalyse 89,3 % (87,0 %-91,2 %)"®) und viele HPV-Infektionen, wie oben
bereits erwahnt, spontan ausheilen, kam es zum Entschluss, die beiden Methoden zu
kombinieren.®® Die Altersgrenze fiir diese Kombinationsuntersuchung wurde auf das 35.
Lebensjahr festgesetzt®®, denn HPV-Infektionen verlaufen bei jingeren Frauen haufiger transient
selbstlimitierend als bei alteren Frauen.” Daher steigt die Spez. des Tests mit zunehmenden Alter
deutlich an. Viele andere Lander verzichten sogar ganzlich auf das zytologische Screening, sodass

die Vorsorgeuntersuchung dort allein auf dem HPV-Test basiert.”

Aufgrund der Forschungsergebnisse der letzten Jahre entstand ein grofRer Markt mit vielen
verschiedenen HPV-Tests, was wiederum eine genaue Validierung dieser Tests erfordert. Hierfur
werden in den deutschen Leitlinien die Konsortialkriterien von Meijer et al. und Stoler et al.
herangezogen, die neben einer Inter- und Intralaborreproduzierbarkeit von 90 % v. a. eine Sens.
und eine Spez. flr die Detektion von CIN2+-Ldsionen fordern, die mindestens 90 % bzw. 98 %
der zwei als Goldstandard definierten HPV-Testmethoden, HC2 und  GP5+/6+ PCR
Enzymimmunoassay, aufweisen.?>’®7" Tabelle 2 listet die Testverfahren auf, die aktuell diese
Kriterien erfillen. Es kommen aber standig weitere hinzu. Die letzte Spalte zeigt, welche von
ihnen in den USA bzw. in der EU bereits zugelassen sind. Des Weiteren ist zu erkennen, ob sich
das jeweilige Testverfahren auf eine Detektion von DNA oder RNA (Ribonukleinséure) stutzt, ob
der Test die einzelnen HR-HPV-Genotypen detektiert oder nur kumulativ die Prédsenz von HR-
HPV angibt und ob dies tber eine Target- oder Signalamplifikation erreicht wird. Eine sogenannte
Targetamplifikation, welche das Zielmolekdl direkt vervielféltigt und misst, hat dabei eine hohe
Sens., wohingegen die Signalamplifikation nur das detektierte Signal amplifiziert, und so die

Quantitat des Targetmolekiils, also die Viruslast, mitbestimmt werden kann.?%7®
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erflllen. [Modifiziert nach S3 Leitlinien, 2017%* und Arbyn et al., 201578]

Digene Hybrid® | QIAGEN Signalamplifikation | DNA NEIN (16, 18, 31, 33, 35, |FDA, CE
Capture 2 High- | Gaithersburg (ganzes 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
Risk-HPV- Genom) 68)
DNA-Test
Cobas® HPV- |Roche Targetamplifikation | DNA (L1) |JA (16, 18) FDA, CE
Test Diagnostics NEIN (31, 33, 35, 39, 45,

51, 52, 56, 58, 59, 66, 68)
Cervista™ HPV | Hologic Signalamplifikation [ DNA JA (16, 18) FDA, CE
HR und (E6, E7, L1) |NEIN (16, 18, 31, 33, 35,
Genfind™ DNA 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
Extraction Kit 66, 68)
APTIMA® Hologic Targetamplifikation | RNA NEIN (16, 18, 31, 33, 35, |FDA, CE
HPV Assay (E6, E7) 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,

66, 68)
Abbott RT Abbott Targetamplifikation [ DNA (L1) [JA (16, 18)
High-Risk- NEIN (31, 33, 35, 39, 45,
HPV-Test 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68)
BD Onclarity™ |BD Targetamplifikation [ DNA JA (16, 18, 31, 45, 51, 52; | CE
HPV-Test Diagnostics (E6, E7) 33-58; 56-59-66; 35-39—

68)
Papillocheck® | Greiner Targetamplifikation | DNA (E1) |JA (16, 18, 31, 33, 35, 39,
HPV-Test Bio-One 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59,

66, 68, 70, 73, 82, 6, 11,

40, 42, 43, 44)

CE = Conformité Européenne, DNA = Desoxyribonucleic Acid, E = Early Gene, FDA = Food and Drug

Administration, HPV = Humanes Papillomvirus, L = Late Gene, RNA = Ribonucleic Acid

Kolposkopie, Histologie und Konisation

Kommt es zu Auffalligkeiten in den oben genannten Screeninguntersuchungen, kann eine
Kolposkopie mit der Option einer Knipsbiopsie, dem Goldstandard zur Diagnosestellung eines
Zervixkarzinoms und seiner Vorstufen, durchgefiihrt werden. Bei der kolposkopischen
Untersuchung wird mithilfe einer VergroRerungsoptik die Portio inspiziert, wobei hdufig auch eine
lod- und Essigprobe angewandt wird, um meta- bzw. dysplastische Veranderungen der
Portiooberflache besser sichtbar zu machen.?! Mithilfe der Nomenklatur der IFCPC (International
Federation of Cervical Pathology and Colposcopy), die ganz grundsétzlich zwischen ,,Normal
Findings®, ,,Abnormal Findings* mit ,,Minor Changes* und ,,Major Changes* sowie ,,Suspicious
for Invasion unterscheidet, soll eine Standardisierung der Untersuchungsauswertung erreicht
werden.”® Da fiir ein adaquates Gelingen der Kolposkopie das Einsehen der TZ besonders wichtig
ist*?, sollen auch die Beobachtungen hierzu mittels Einteilung in drei Grade notiert und
standardisiert werden. Dabei kann man bei einer sogenannten T1 die TZ vollstandig ektozervikal,

bei einer T2 diese zwar vollstandig, aber innerhalb des Zervikalkanals und bei einer T3 diese nicht
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oder unvollstandig erkennen.?8 Dennoch bedingt unter anderem die Subjektivitat und limitierte
Reproduzierbarkeit der Kolposkopie eine geringe Sens. und Spez., sodass diese flr das Screening
keinerlei Bedeutung hat und ausschlieRlich als Abklarungsuntersuchung dient.?* Mithilfe der an
einer kolposkopisch auffalligen Stelle entnommenen Biopsie kann der Pathologe anschlieRend
eine Aussage bezlglich des histologischen Zustands der Portio bzw. der L&sion machen. Neben
einem Zervixkarzinom lassen sich dabei die Prékanzerosen anhand histologischer Merkmale, wie
z. B. Koilozyten, Mitosen und Zellkernveranderungen, in den Stufen CIN1-3 diagnostizieren.
Eine alternative Einteilung der Préakanzerosen, LAST (Lower Anogenital Squamous Terminology)
genannt, wurde 2013 eingefuhrt. Diese basiert auf einer Kombination aus der eben beschriebenen
morphologischen Bewertung und einer immunhistochemischen Farbung mit Biomarkern, wie v.
a. den Tumorsuppressorproteinen pl6, Ki-67 und Stathmin. Letztere weisen eine hohe Spez. fir
zervikale Dysplasien auf.82-8* Tabelle 3 stellt das alternative LAST-System der klassischen CIN-
Einteilung gegentber, wobei ersteres eine grobere Differenzierung vornimmt, die zum Teil bereits
das Stadium CIN 2 als High-Grade Squamous Intraepithelial Lesion (HSIL) einstuft. Da eine CIN2
bei jlngeren, unter 25-jahrigen Patientinnen zu 60 % innerhalb von zwei Jahren ausheilt, ist hier
jedoch eine konservative Therapie und nicht die einer HSIL anzustreben. Daher sollte die CIN-

Einteilung immer zur Therapieentscheidung einbezogen werden.®

Tabelle 3: Vergleich der histologischen Einteilungssysteme von Prakanzerosen, LAST und CIN.8284

LSIL (Low-Grade Squamous Intraepithelial Lesion) CIN1
CIN2 + p16 negativ

HSIL (High-Grade Squamous Intraepithelial Lesion) | CIN2 + p16 positiv
CIN3

Als nachster diagnostisch-therapeutischer Schritt wirde bei prakanzerosen Auffalligkeiten in der
histologischen Untersuchung eine Konisation, das Entfernen der L&sion mittels Laser oder
elektrischer Schlinge, folgen. Aufgrund ihrer Nebenwirkungen, v. a. in Bezug auf eine folgende
Schwangerschaft (Fruhgeburtlichkeit, Zervixinsuffizienz, Folgen fur das Neugeborene), ist hierfur

eine zuverlassige Indikationsstellung, z. B. durch genaue Triagierung, von groRer Bedeutung.8%8

1.4 Relevante Biomarker fur das Zervixkarzinom und seine Vorstufen

Mithilfe spezifischer Biomarker fiir das Zervixkarzinom und dessen Vorstufen kann ein Abstrich
dartiber hinaus auf molekularbiologischer Ebene beurteilt werden. Ein groRer Vorteil dabei ist,
dass im Gegensatz zur Zytologie und Kolposkopie eine objektive und reproduzierbare Beurteilung
beziglich des vorliegenden Krankheitsstadiums mdglich ist. Nachfolgend werden einige fur das

Zervixkarzinom und seine Vorstufen relevante Biomarker vorgestellt.
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HPV-Genotypisierung anhand viraler Onkoproteine und Splicemarker

Das onkogene Potential der HPV E7-Sequenz wurde in Kapitel 1.2.3 bereits beschrieben. Laut
Baron et al. steht die Aktivitat von E6/E7-mRNA in Korrelation mit dem Schweregrad einer
zervikalen Dysplasie.® Mithilfe einer quantitativen Detektion der HPV E7-Sequenz kann neben
der Genotypisierung auch die Bestimmung des am stérksten exprimierten, somit ,,fithrenden®,

wahrscheinlich dysplasieverursachenden HPV-Genotyps vorgenommen werden.

Schmitt et al. haben 2009 mit dem Wissen, dass haufig HPV 16 die Ursache des Zervixkarzinoms
ist, das Transkript dieses Genotyps analysiert. Dabei wurde ein Zusammenhang zwischen HPV 16
MRNA-Splicevarianten und den zervikalen Dysplasiestadien entdeckt. So zeigten sich E6*I
(226/409) und E1C (880/2582), welche direkt bzw. indirekt tber Transaktivierung der LCR oder
Suppression von E2 fiir die Synthese von E7 verantwortlich sind, in schwerwiegenden Lasionen
erh6ht.29 Die Aufgabe der E1"E4-mRNA-Sequenz (880/3358) dagegen besteht — lber die
Expression von E4 —in der Vervielfaltigung der Virus-DNA und der Initiierung der Kapsidbildung
und Virusfreisetzung, wie es fiir produktive Infektionen typisch ist.®? Bei Karzinomen scheint
diese mMRNA-Splicesequenz dagegen in geringerer Konzentration vorzuliegen.®® Hofler et al.
bestatigen, dass mithilfe der drei in Abb. 6 dargestellten mMRNA-Splicesequenzen zwischen
verschiedenen Infektionsstadien unterschieden werden kann.* Weshalb es zu diesen
Modifikationen im mRNA-Virustranskriptom von HPV 16 kommt, ist bislang jedoch unbekannt.

EL—= ] [EETT
LCR Pw, rP;’DI ’Poly-;\
1 1000 2000 3000 4000

Eo'T

E1°E4 = b

Abbildung 6: Das humane Papillomvirus (HPV) 16 Genom mit den relevanten gesplicten mRNA-Sequenzen. (E =
Early Gene, L = Late Gene, LCR = Long Control Region, P97 und P670 = Promotoren) [Quelle: Hofler et al., 2015%]

Marker der zervikalen Junktionszone (squamocolumnar junction: SCJ)

Zervixkarzinome und High-Grade CIN-L&sionen finden sich fast ausschlief3lich im Bereich der
zervikalen Junktionszone (s. Kapitel 1.2.3). Auch wenn die Griinde hierfiir noch nicht bekannt
sind, wurde in diesem Bereich eine kleine Population kuboider Epithelzellen nachgewiesen,

welche anhand flnf spezifischer AntikOrper detektiert werden kdnnen. Zu diesen zéhlen u. a.
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Keratin 7 (KRT7) und die Matrix-Metalloproteinase 7 (MMP7). Herf et al. zeigen, dass diese finf
Antikorper in ihrer Studie in allen High-Grade CIN-Lé&sionen (CIN2+) und Karzinomen exprimiert
waren, wéhrend Low-Grade CIN zum Grofdteil (34 von 42) an anderen Stellen, etwa der
Ektozervix bzw. der TZ, zu finden sind und somit keine Antikdrperfarbung sichtbar war. Dies lasst

auf eine Korrelation zwischen SCJ-Biomarkern und dem Stadium einer CIN-Lasion schlieRen.*?
A B
Endozervikal/TZ CIN1 Junktionale CINI1 CIN2/3 scC

J - . .
z Iransformationszone Elktozervix

f KRT7
o

n

Abbildung 7: A) Darstellung der zervikalen Junktionszone. B) KRT7- und MMP7-Farbungen der zervikalen
Junktionszone in den verschiedenen Dysplasiestadien. (CIN = Cervical Intraepithelial Neoplasia, KRT7 = Keratin 7,
MMP7 = Matrix-Metalloproteinase 7, SCC = Squamous Cell Carcinoma, TZ = Transformationszone) [Modifiziert
nach Herfs et al., 201247

Zellulare Onkoproteine und Stammzellmarker

BIRC5/Survivin, aus der Familie der Apoptoseinhibitoren, ist am Schutz vor einer Zellapoptose
und der Regulation der Mitose beteiligt.** Wahrend dieser Biomarker in differenziertem Gewebe
kaum auffindbar ist, kommt es bei fast allen Karzinomen zu dessen Uberexpression.® Grund dafiir
ist beim Zervixkarzinom die durch das virale Onkoprotein E6 bedingte Degradation des
Tumorsuppressors p53, welcher im gesunden Gewebe BIRC5 hemmt.®®%" Dessen erhéhte
Expression bei Karzinomen steht dartber hinaus im Zusammenhang mit einem fortgeschrittenen
Krankheitsstadium, einer erhdhten Rezidivrate, einem verkurzten Gesamtiberleben sowie einer

Resistenz gegen Chemo- und Radiotherapie.%®*°

Wahrend jeder Zellteilung kommt es zur Verkirzung der Telomere, was jedoch bei einer
transformierenden HPV-Infektion durch das virale Onkoprotein E6 verhindert wird. Denn dieses
erhoht die TERT-Produktion und daraus folgend die Telomeraseaktivitat und kann somit die
Zellseneszenz und den Zelltod verhindern.®* Es konnte gezeigt werden, dass eine erhohte
Expression von TERT mit dem zytologischen Schweregrad einer zervikalen Lasion korreliert und

dabei bereits in friihen Stadien registriert wird.1%

In der Karzinogenese konnen Stammzellen im Zusammenspiel mit HPV-Onkogenen und
zelluldren Veranderungen zu Krebsstammzellen umgewandelt werden. Das VVorhandensein dieser
Krebsstammzellen l&sst sich mithilfe von Stammzellmarkern nachweisen. Aus diesem Grund

haben Tulake et al. Biopsien von Zervixkarzinomen und dessen Vorstufen mittels quantitativer
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Reverse-Transkriptase-PCR (qRT-PCR) auf eben solche Stammzellmarker hin untersucht. Sie
fanden bei allen Zervixkarzinomen eine signifikante Erhdhung von ALDH1Al (Aldehyde
Dehydrogenase 1 Al), NANOG, POU5F1 (OCT4 = Oktamer-bindender Transkriptionsfaktor 4)
und SOX2 (Sex Determining Region Y-Box 2) im Vergleich zu dysplasiefreiem Zervixgewebe.
OCT4 und ALDH1A1 aus der Familie der ALDH-Enzyme, welche fiir die Entgiftung von Ethanol-
Stoffwechselprodukten verantwortlich und somit fiir das Uberleben von Zellen unabdingbar sind,

zeigten auch signifikante Unterschiede zwischen CIN2-3 und dysplasiefreiem Zervixgewebe.

Als weiteren Stammzellmarker des Zervixkarzinoms haben Escabor-Hoyos et al. in ihrer Arbeit
2014 Keratin 17 (KRT17), ein Intermedidrfilament des Zytoskeletts, validiert. Sie konnten eine
signifikante Erhohung dieses Markers bei HSIL und Plattenepithelkarzinomen der Zervix im
Vergleich zu Low-Grade Squamous Intraepithelial Lesions (LSIL) und dysplasiefreiem
ektozervikalem Gewebe zeigen. Daruiber hinaus soll KRT17 signifikant (p = 0,009) mit einer
verminderten Uberlebensrate von Patientinnen mit zervikalem Plattenepithelkarzinom assoziiert
sein. So lag die 5-Jahres-Uberlebensrate bei einem niedrigen KRT17-Wert bei 96,67 % und bei
einem hohen hingegen bei 64,31 %. KRT17 kann somit als Biomarker sowohl eine Aussage tber

den Schweregrad der Erkrankung als auch tiber den prognostischen Uberlebensverlauf machen.%?

p63, aus der Familie der p53-Proteine, fordert die Stammzellproliferation in der Basalschicht, die
Regulation der Zelldifferenzierung und die DNA Damage Response (Reparatur der DNA).
Eldakhakhny et al. bestétigen in ihrer Arbeit, dass bei Zervixkarziomen die Onkogensequenz E7
dessen vermehrte Transkription induziert.’*® Eine Studie von Das et al. 2018 konnte zeigen, dass
p63 bei Zervixkarzinomen im gesamten Epithel verteilt ist, wéhrend es im gesunden zervikalen
Gewebe nur in der Basalzellregion gefunden wird. Sie konnten auch eine Erhéhung von p63 bei
transformierenden Infektionen verzeichnen und dartiber hinaus eine Korrelation zwischen der

Expressionshohe dieses Markers und dem Schweregrad einer zervikalen Dysplasie beweisen.'%

Tumorsuppressoren

Tumorsuppressoren sind Proteine, die fir die Zellzykluskontrolle und Apoptoseinduktion
(programmierter Zelltod) im Falle eines DNA-Schadens zustandig sind. Zu diesen zéhlt u. a. p53,
Wiéchter des Genoms,'® das wihrend der Karzinogenese in der Zervix durch das Onkoprotein E6
degradiert und damit funktionsunfahig gemacht wird.>® Ob die Messung der RNA dieses Proteins

eine Aussage Uber das Stadium des Zervixkarzinoms zuldsst, ist noch nicht bekannt.

Wie in Kapitel 1.2.3 beschrieben reguliert p16, auch als CDKN2A bekannt, iber Inhibierung von
Cyclin D/CDK den Ubergang in die S-Phase des Zellzyklus. Da dieser Ubergang bei einer HPV-
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Infektion jedoch unabhdngig von Cyclin D/CDK, autonom von der Onkogensequenz E7,
eingeleitet wird, kommt es zu einer Erhdhung von pl16, ohne dass dies die Beendigung des
Ubergangs bewirkt. p16, ein Biomarker dessen Erhohung somit auf eine Uberexpression von E7
und damit auf eine Transformation der Zelle hindeutet, ist bereits Teil der immunzytochemischen
bzw. -histochemischen Farbung der Sekundarprivention.?44 Zudem konnten Clarke et al.
feststellen, dass die Triagierung mithilfe des p16-Ki-67-Dual-Stain-Verfahren im Gegensatz zur

alleinigen Zytologie eine deutlich verbesserte Risikostratifizierung iiber 5 Jahre bietet.'%

Proliferationsmarker

Stathmin, auch als Onkoprotein 18 bezeichnet, ist ein Mikrotubulidestabilisator, der ubiquitar
exprimiert wird und in die Regulation der Mikrotubulidynamik und damit des Zytoskeletts sowie
die der Mitose involviert ist.!%” Reguliert wird Stathmin normalerweise durch CDKI p27,1%’
welches bei einer HPV-Infektion durch die Onkogensequenz E7 gehemmt wird,'% sodass bei
transformierenden Lasionen der Zervix eine Uberexpression von Stathmin nachweisbar ist. In der
immunhistochemischen Férbung konnten Howitt et al. nachweisen, dass Stathmin aus diesem

Grund spezifisch fiir High-Grade Dysplasien (CIN3+) der Zervix ist.%

Ki-67 oder MiKi67 ist ein Protein, das wéhrend allen aktiven Phasen des Zellzyklus (G1, G2 und
Mitose) nachweisbar und nur wéhrend der GO-Phase abwesend ist. Aus diesem Grund stellt es
einen geeigneten Marker der Zellproliferation dar.® Zusammen mit p16 wird es, wie oben
erwahnt, bereits im immunzytologischen und -histologischen p16-Ki-67-Dual-Stain-Verfahren

verwendet und kann der Triagierung HPV-positiver Patientinnen dienen.*°

Neben der Topoisomerase 2o (TOPO2a), einem Enzym, das durch Aufbrechen der DNA und
Anderungen der Topologie die Transkription erst ermdglicht'!?, spielt auch MCM2 eine wichtige
Rolle in der Karzinomzellproliferation. Letzteres gehort zur Familie der Minichromosome
Maintenance Proteine und ist in die Initiierung der Genomreplikation involviert.}'? Zheng et al.
konnten in ihrer Arbeit nachweisen, dass bei zervikalen Lasionen MCM2 Uberexprimiert ist und

mit dem Vorhandensein von HPV-Genotypen positiv korreliert.!t®

Zellularitatsmarker

Sowohl in gesunden, als auch in HPV-infizierten Zervixepithelzellen und zervikalen Dysplasien
konnten Steinau et al. einen stabilen Wert fiir das Haushaltsgen Actin-8 nachweisen.*'* Aus diesem
Grund kann mit diesem Marker die Zellularitat der Proben, die der Quantifizierung der oben

genannten Biomarker dient, bestimmt werden. Ein weiteres Haushaltsgen ist Ubiquitin C (UBC).
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2 Fragestellung

Mit der seit Januar 2020 eingeflihrten Erweiterung des zytologischen Zervixkarzinomscreenings
durch einen HPV-Test fur Frauen ab dem 35. Lebensjahr steigt vermutlich die Sens. der VVorsorge,
jedoch nicht deren Spez.%® Viele HPV-Infektionen und auch CIN-Lésionen, die damit vermehrt
detektiert werden, heilen spontan aus, sodass durch diese Kombinationsdiagnostik die Gefahr der
Uberdiagnostik mit potentiellen Nebenwirkungen (s. Kapitel 1.3.2) besteht.”®® Um dies zu
vermeiden und HPV-positive Frauen ohne Entnahme einer Biopsie besser triagieren zu kénnen,

kann eine Messung spezieller Biomarker, u. a. der oben genannten, eine sinnvolle Methode sein.

2.1 Forschungskontext dieser Arbeit

Eine Methode, die Biomarker in Abstrichen bestimmt und bereits in die Sekundarprévention
aufgenommen wurde, ist die immunzytochemische p16/Ki67-Farbung (CINtec® Plus, Roche), die

nach uneindeutiger Zytologie eine Aussage zum Vorhandensein transformierter Zellen macht.?"

Der QG-MPH (QuantiGene-Molecular-Profiling-Histology)  Test basiert auf der
Technologieplattform QuantiGene® 2.0 Plex Assay (ThermoFisher, Waltham, USA). Es handelt
sich um einen Luminex Bead-basierten Multiplex-Assay, der aus Zelllysat eines Zervixabstrichs
die Expression von bis zu 80 Biomarkern gleichzeitig qualitativ und auch quantitativ bestimmt.1%°
Dabei konnen neben den viralen E7-Onkogensequenzen zur HPV-Genotypisierung auch
Zervixkarzinom-spezifische Biomarker gemessen werden, sodass der QG-MPH in nur einer
Messung objektiv quantitative Ergebnisse von normalerweise zwei Verfahren liefern kann.
Weiterhin kann durch die Messung der jeweiligen E7-Expressionsstarke der unterschiedlichen
HPV-Genotypen auch eine Aussage zum dysplasieverursachenden Virustyp getroffen werden. Der
QG-MPH misst ausschliellich mRNA, welche nur bei aktiven Infektionen und nicht bei HPV-
Kontaminationen/Deposits gebildet wird. Diese Eigenschaft konnte helfen, zwischen transienten
und transformierenden Infektionen zu unterscheiden und damit eine gute Alternative flr das

Screening bzw. dessen Triagierung oder sogar eine Kombination beider Schritte darstellen.*®

In einer friheren Dissertation von P. Hannemann wurde die Labor- und Messmethodik des QG-
MPH anhand einer proof-of-principle-Studie fur in vitro kultivierte Zervixkarzinomzelllinien und
erste klinische Proben entwickelt.!'® AnschlieBend wurde der QG-MPH von N. Nevermann in
einer ersten Pilotstudie erweitert sowie im klinischen Zusammenhang getestet'’ und daraufhin
von M. Basten in einer prospektiven Querschnittsstudie an einer konsekutiven Probensammlung

aus einer Dysplasiesprechstunde analysiert.}*® Bei diesen Arbeiten wurden neben HPV-Cutoffs
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(Schwellenwerte) zur Bestimmung der HPV-Positivitdt aus den Ergebnissen der Biomarker
Risikoscores (RS) fir verschiedene Krankheitsschwellen entworfen, anhand derer man die HPV-
Infektionen beziiglich ihrer klinischen Relevanz beurteilen und davon abhéngig eine Entscheidung
uber weitere diagnostische und therapeutische Schritte treffen konnte. Insgesamt deuten die ersten
Ergebnisse der RS darauf hin, dass der QG-MPH fur die Zervixkarzinomdiagnostik eine héhere
Sens. bei etwas niedrigerer Spez. als die reine Zytologie und eine deutlich héhere Spez. bei etwas
niedrigerer Sens. im Vergleich zu den etablierten HPV-Tests aufweist. Im Gegensatz zum
aktuellen Goldstandard der Zervixkarzinomdiagnostik, der histologischen Untersuchung
(teilweise mit immunhistochemischer Féarbung), scheint dem QG-MPH durch die Quantifizierung
von Biomarkern eine objektive Beurteilung und nicht nur eine subjektive Aussage des

Untersuchers zur Zellentartung moglich zu sein. 17118

2.2 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es, diese ersten Erkenntnisse aus der Entwicklung und Testung des QG-MPH
in Bezug auf seine Anwendbarkeit im Zervixkarzinomscreening an Proben einer echten
Screeningpopulation zu Uberpriifen. Dabei sollen insbesondere die in den Vorgangerarbeiten
entwickelten HPV-Cutoffs und RS anhand klinisch erhobener Daten, Ergebnisse anderer Tests
und v. a. anhand der histologischen Untersuchungsergebnisse als Screening- bzw.
Triagierungsmethode validiert werden. Daruber hinaus soll mittels Follow-up-Proben dieser
longitudinalen Studie die prognostische Aussagekraft des QG-MPH in Hinblick auf die

Krankheitsentwicklung beurteilt werden.

2.3 Hypothesen

e Fir die QG-MPH HR-HPV-Diagnostik finden wir eine gute Ubereinstimmung (nach
Cohens Kappa (k) und Konkordanz) mit den etablierten DNA-basierten HPV-Tests

e Mit der QG-MPH HR-HPV-Diagnostik kann eine bessere Sens. als mit der Zytologie
(> 50 %) erreicht werden.

e Der QG-MPH kann mithilfe von Risikoscores eine bessere Aussage beziiglich des
aktuellen Krankheitsstadiums treffen als etablierte DNA-basierte HPV-Tests, die
Zytologie oder das Cotesting.

e Der QG-MPH kann mithilfe von Risikoscores eine Aussage bezuglich des
Entartungsrisikos machen und damit der Triagierung auffalliger Patientinnen im Screening

dienen.
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3 Methodik und Materialien

3.1 Studienpopulation und Probenauswahl

Fur die vorliegende Arbeit wurden Proben der MARZY-Studie der Johannes Gutenberg-
Universitat Mainz (Prof. Dr. med. Stefanie Klug) bereitgestellt. Im Rahmen der MARZY-Studie
haben alle Probandinnen nach griindlicher Aufklarung durch den niedergelassenen Gynakologen
schriftlich in die Studienteilnahme eingewilligt. Folglich beruht auch diese Arbeit auf dem
Ethikvotum der MARZY-Studie, Ethikkommission der Landesérztekammer Rheinland-Pfalz:
837.438.03 (4100). Weiterhin liegt die Unbedenklichkeit des Datenschiitzers Rheinland-Pfalz

vor.11?

3.1.1 Beschreibung der zugrundeliegenden MARZY -Studie

Die MARZY-Studie wurde als randomisierte populationsbasierte Kohortenstudie im aktuellen
Screeningkontext zur Evaluierung der Teilnahmebereitschaft am Zervixkarzinomscreening in
deutschen gynakologischen Praxen mit verschiedenen Einladungsmodellen, zur Bestimmung der
HPV-Pravalenz sowie zum Vergleich verschiedener zytologischer und HPV-Testmethoden
konzipiert. Uber die Einwohnermeldedmter der Stadt Mainz und des Kreises Mainz-Bingen
wurden per Zufall 9.383 Frauen im Alter von 30 bis 65 ausgelost und in zwei Interventionsgruppen
(mit Einladungsschreiben, mit Einladungsschreiben und zuséatzlicher Broschiire) und eine
Kontrollgruppe (ohne Einladung) randomisiert.!*® Alle Frauen aus den Interventionsgruppen
wurden zu einem Screening mit einem konventionellen PAP-Abstrich eingeladen. Zusétzlich
wurde ein flissigkeitsbasierter Studienabstrich genommen, aus welchem eine LBC sowie zwei
HPV-Tests, der HC2 (Qiagen, Venlo, Niederlande) und das GP5+/6+ PCR Enzymimmunoassay
mit anschlieBender Reverse Line Blot Genotypisierung (In House Test; Amsterdam UMC,
VUMC, Niederlande), durchgefiihrt wurden. Als Ausschlusskriterien der Teilnahme galten
Zustand nach Hysterektomie bzw. Zervixkarzinom sowie eine aktuelle Schwangerschaft.
Insgesamt nahmen 2.627 der eingeladenen Frauen ohne Ausschlusskriterium am Baseline-
Screening zwischen 2005 und 2007 teil.*?° Von diesen erschienen 2.093 zwei bis drei Jahre nach
Baseline (BL) zwischen 2008 und 2012 nach erneuter Einladung zum Follow-up (FU). Hierbei
wurden als Ausschlusskriterien abermals Zustand nach Hysterektomie bzw. Zervixkarzinom, eine

aktuelle Schwangerschaft sowie Tod der Patientin festgelegt.
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3.1.2 Substudie MABE (MARZY-Study Material Analysis for Biomarker Expression)

Aus den 2.093 Frauen wurden von Sarah Tegenfeldt, Doktorandin der MARZY-
Kooperationsgruppe, alle mit in der Zytologie (LBC-Zweitmeinung > ASC-US), im HPV-Test
(HC2 und/oder GP5+/6+ PCR Enzymimmunoassay (14 HR-HPV-Genotypen)) und/oder in der
Histologie (> CIN1) des BL und/ oder des FU aufféalligen Befunden ausgewahlt. Dazu wurde von
ihr eine eins-zu-eins alters-gematchte Kontrollgruppe aus den fir die genannten vier
Untersuchungsmethoden negativen Frauen zuféllig per Computersystem gebildet. Proben mit zu
wenig Restmaterial mussten dabei ausgeschlossen werden, sodass am Ende pro Gruppe 275
Patientinnen jeweils mit BL- und FU-Probe in die MABE-Studie aufgenommen werden konnten.
Das Restmaterial dieser Studienabstriche wurde pseudonymisiert an das Labor flr
Gynakologische Tumorimmunologie der Klinik fir Gynédkologie, Campus Benjamin Franklin,

Charité — Universitatsmedizin Berlin gesendet.

Weiterhin wurden in dieser Arbeit auch fur die QG-MPH-Messung Ausschlusskriterien definiert.
Diese waren ein zu geringes Actin-B-Signal von < 100 MFI (Mittlere Fluoreszenzintensitat),

weniger als 20 gemessene Beads pro Marker sowie ein zu hoher Messhintergrund der Probe.

Da im ersten Teil der Auswertung ausschlieBlich die BL-Ergebnisse im Querschnitt analysiert
wurden, konnten daftir unter Berlcksichtigung der Kriterien 524 von den insgesamt 550 Proben
verwendet werden. AuBerdem wurden fur einen Teil der Querschnittsauswertungen nur die 61
Proben mit histologischem Ergebnis, dem aktuellen Goldstandard, herangezogen. Abbildung 8

zeigt eine Ubersicht tiber die Probenauswahl fiir die Querschnittsanalysen dieser Arbeit.

2.093 Studienteilnehmerinnen mit Baseline
(BL) und Follow-up (FU) Probe

v v

275 m BL und/oder FU positiv getestete 275 im BL und FU negativ getestete Frauen (LBC,
Frauen (LBC > ASC-US, HPV positiv und/oder » HPV und/oder Histologie negativ) = gleichgroBe
Histologie > CIN1) eins-zu-eins altersgematchte Kontrollgruppe

Y

550 BL-Proben

ausgeschlossen
i \
ausgeschlossen
ausgeschlossen \
< \
¥

524 BL-Proben fiir die Querschnittsanalysen (Subpopulation 1)

h J

61 BL-Proben mit Histologie (Subpopulation 2)

Abbildung 8: Ubersicht des Ein- und Ausschlussverfahrens fiir die Querschnittsanalysen der Baseline-Proben. (ASC-
US = Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance, CIN = Cervical Intraepithelial Neoplasia, HPV =
Humanes Papillomvirus, LBC = Liquid-Based Cytology (Zweitmeinung))
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Fur die longitudinalen Analysen mussten dagegen 50 Patientinnen, alle mit einer ausgeschlossenen
Probe im BL oder FU aussortiert werden. Weiterhin konnte eine Patientin mit Therapie nach BL
lediglich als Fallbeschreibung beriicksichtigt werden, sodass fiir die deskriptiv-statistischen FU-
Analysen 499 Patientinnen zur Verfigung standen. Die nachfolgende Abbildung 9 zeigt eine

Ubersicht des Ein- und Ausschlussverfahrens fiir diesen zweiten Teil der Auswertungen.

2.093 Studienteilnehmerinnen mit Baseline
(BL) und Follow-up (FU) Probe

v v

275 im BL und/oder FU positiv getestete 275 im BL und FU negativ getestete Frauen (LBC,
Frauen (LBC > ASC-US, HPV positiv, » HPV, oder Histologie negativ) = gleichgrofe eins-
und/oder Histologie > CIN1) zu-eins altersgematchte Kontrollgruppe

h J
550 Studienteilnehmerinnen mit BL-
und FU-Probe

ausgeschlossen
<\
_ ausgeschlossen
\ >
ausgeschlossen
<A
ausgesc{ussﬂl

A 4

499 Studienteilnehmerinnen fiir die
longitudinalen Analysen

’_

\ 4

Nur fiir Fallbeschreibung

Abbildung 9: Ubersicht des Ein- und Ausschlussverfahrens fiir die longitudinalen Analysen der Proben. (ASC-US =
Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance, CIN = Cervical Intraepithelial Neoplasia, HPV = Humanes
Papillomvirus, LBC = Liquid-Based Cytology (Zweitmeinung))

Klinische Daten

Neben dem Restmaterial der Studienabstriche wurden fiir die Analysen dieser Arbeit auch die
Ergebnisse der innerhalb der MARZY-Studie durchgefiihrten Tests/Untersuchungen
bereitgestellt. Dazu z&hlen die des PAP-Abstrichs, der LBC Erstmeinung, des HC2, der GP5+/6+
RLB PCR (PCR), der kolposkopischen und histologischen Untersuchung sowie die mit
Fragebdgen abgefragten Patientenangaben beztglich einer friheren STI-Erkrankung und einer
moglicherweise durchgefuhrten Therapie. Die Einzelheiten Uber die Testverfahren in der
MARZY-Studie sind bei Liang et al. ver6ffentlicht.?

Probenentnahme und -lagerung

Die Proben wurden mit einem Ayre-Spatel und einer endozervikalen Biirste oder einer Zytobrush,
je nach Einsicht in die Portio, aus dem Geb&rmutterhals sowie ektozervikal entnommen, jeweils
in 20 ml methanolhaltigem PreservCyt®-Medium (ThinPrep®, Cytyc/Holocic Inc., Marlborough,
USA) fixiert und anschlielend untersucht. Das brige Material der Proben wurde seitdem bei

—20 °C aufbewahrt und im Januar 2019 pseudonymisiert an das Labor fir Gynédkologische
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Tumorimmunologie der Klinik fir Gynékologie, Campus Benjamin Franklin, Charité —

Universitatsmedizin Berlin gesendet.

3.2 QuantiGene-Molecular-Profiling-Histology-Test

Die QG-MPH-Messmethode beruht auf der Technologieplattform QuantiGene® 2.0 Plex Assay
(ThermoFisher, Waltham, USA). Im Folgenden werden die Begriffe und Benennungen aus diesem
Assayprotokoll (ThermoFisher, Waltham, USA) verwendet. Die QG-MPH-Messmethode
kombiniert die XMAP® (Multi-Analyte Profiling Beads) Technik und die bDNA (branched DNA)
Signalamplifikation und erstreckt sich tiber zwei Tage. Der erste Tag dient der Lysatherstellung
und einer Ubernacht-Hybridisierung (18-22 Stunden) der Ziel-mRNA in der Probe mit Capture-
Oligonukleotiden, die an farbkodierte magnetische Luminex Beads gekoppelt sind. In der
vorliegenden Arbeit wurden 39 bzw. 40 verschiedene mRNA-Capture-Sonden fur den HPV-
Nachweis und die HPV-Genotypisierung sowie fur die Analyse der Biomarkerexpression
herangezogen. Letztere ist fur spezielle Dysplasiegrade charakteristisch (s. Kapitel 1.4). Am
zweiten Tag findet nicht wie bei der qRT-PCR eine Amplifizierung der Targets statt, sondern eine
Signalamplifikation mittels bDNA-Technologie. Bei dieser Signalamplifikation werden
Hybridisierungen mit verschiedenen Reagenzien wie Pre-Amplifier, Amplifier, Labelprobe und
SAPE (Streptavidin-konjugiertes Phycoerythrin) Working Mix durchgefihrt, einer ELISA-
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) typischen Farbemethode. Der SAPE Working Mix am
Ende dient dabei einer Markierung der Targets mit einem Fluoreszenzfarbstoff, welcher
anschlieBend mit dem Bio-Plex® 200 System (BioRad, Hercules, Kalifornien, USA) detektiert
werden kann. Das System basiert auf einer Durchflusszytometrie mit zwei Lasern. Dabei
unterscheidet der rote Laser die einzelnen farbkodierten Beads, wohingegen der griine Laser flr
die quantitative Messung der Fluoreszenzintensitat des SAPE genutzt wird. Diese wird fur jeden
Marker als gemittelte Fluoreszenzstarke in MFI angegeben und ist proportional zur jeweilige
mRNA-Menge in einer Probe. 1?1122

3.2.1 Bertcksichtigte Biomarker (inklusive HPV-Genotypen)

Die QG-MPH-Messungen dieser Arbeit wurden mit einer Auswahl von 39 bzw. 40 Biomarkern
durchgefuhrt, welche in Tabelle 4 eingeteilt in ihre jeweiligen funktionellen Gruppen aufgelistet
sind. Der Biomarker MMP7 wurde nur in die zweite Beadpanel-Charge aufgenommen, sodass

dieser lediglich bei einem Teil der Proben gemessen werden konnte.
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Tabelle 4: Einteilung der im QG-MPH-Test dieser Arbeit beriicksichtigten Biomarker in ihre jeweilige funktionelle
Gruppe.

LR-HPV-E7 HPV 6

HR-HPV-E7 HPV 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73, 82
Splicemarker HPV 16 E1"E4, E1C, E6*|

Marker der zervikalen Junktionszone | KRT7, MMP7

Zellulare Onkoproteine BIRCS5 (Survivin)

Stammzellmarker p63, KRT17, ALDH1AL, SOX2, NANOG, POU5F1 (OCT4), TERT
Tumorsuppressoren p53, p16

Proliferationsmarker Stathmin, Ki67, MCM2, Topo2a

Zellularitatsmarker Actin-, UBC

ALDH1AL = Aldehyde Dehydrogenase 1 Al, E = Early Gene, HPV = Humanes Papillomvirus, HR-HPV = High-
Risk-HPV, KRT = Keratin, LR-HPV = Low-Risk-HPV, MCM = Minichromosome Maintenance, MMP7 = Matrix-
Metalloproteinase 7, QG-MPH = QuantiGene-Molecular-Profiling-Histology, TERT = Telomerase-Reverse-
Transkriptase, TOPO2a = Topoisomerase 2a, UBC = Ubiquitin

3.2.2 Durchfiihrung des QuantiGene-Molecular-Profiling-Histology-Tests
Lysatherstellung

Um den QG-MPH-Test durchfuhren zu kénnen, war zunéchst die Herstellung von Zelllysaten
notwendig. Dazu wurden nach kurzem Vortexen je 2 ml der Probe in ein Eppendorf-Tube abgefillt
und fiir 10 Minuten bei 21.885 x g (15.000 rpm) zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig
abgekippt und zum Zellpellet 100 pl verdinnter Diluted Working Lysis Mixture zugegeben,
dessen Zusammensetzung in Tabelle 5 zu sehen ist. War bei einer Probe kein Zellpellet sichtbar,
wurden nur 50 pl der Losung hinzugegeben. Nach Vortexen, bis zur Resuspension des Zellpellets,
wurde die Probe fur 30 Minuten bei 50 °C und 650 rpm zur Inkubation in einen Thermoschuttler
gestellt. Zeigte sich in der folgenden QG-MPH-Messung bei einer Probe eines der oben
angegebenen Ausschlusskriterien, wurde diese erneut gemessen. Bei manchen wurde daftr ein
neues Zelllysat, je nach Restbestand teilweise unter Verwendung von bis zu max. 4 ml
Probenmaterial, hergestellt. Konnten die entstandenen Zelllysate nicht direkt verwendet werden,

wurden diese bis zur Durchfiihrung des QG-MPH bei —80 °C gelagert.

Tabelle 5: Zusammensetzung des Diluted Working Lysis Mixture.

Lysis Mixture 1 Raumtemperatur, vor dem Versuch aufwarmen im Wasserbad
Proteinase K (50 pg/pl) 0,01 Bei —20 °C
Ribonuklease-freies Wasser | 2 Raumtemperatur

Tag 1: Hybridisierung der mRNA aus den Zelllysaten an magnetische Capture Beads

Zu Beginn der Versuchsdurchfiihrung wurden alle bendtigten Lysate und Reagenzien (s. Tabelle

6) auler der Proteinase K und den Capture Beads (diese erst kurz vor Verwendung) aufgetaut bzw.
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auf Raumtemperatur gebracht sowie der Lysis Mixture im Wasserbad bei 37 °C fir ca. 30 Minuten
vorgewdrmt, der Thermoschttler auf 54 °C eingeschaltet und eine 96-Well-Rundbodenplatte
(Hybridization Plate) bereitgestellt. Von jedem aufgetauten, zu messenden Lysat wurden nach
kurzem Vortexen 20 ul in jeweils ein Well pipettiert. Als Negativkontrolle (NK) wurden je 20 pl
verdunnter Lysis Mixture (1/3 Lysis Mixture, 2/3 Ribonuklease-freies Wasser) in drei Wells und
als Positivkontrolle (PK) ein standardisiertes Zelllinienlysat von HPV 16-positiven CaSki-Zellen
in einem weiteren Well verwendet. Anschlie3end wurde der Working Bead Mix in der Reihenfolge
entsprechend Tabelle 6 angesetzt, durch 15 Sekunden Vortexen gemischt und daraufhin von
diesem in jedes Well 5 pl hinzugegeben. Dabei ist zu beachten, dass ein Entmischen des Working
Bead Mix durch regelméRiges Vortexen zu verhindern ist. Die Platte wurde nun mit einer
Versiegelungsfolie (Pressure Seal) luftdicht abgedichtet und dann zur Inkubation der Proben bei
54 °C und 600 rpm fiir 18-22 Stunden in den Thermoschiittler gestellt.

Tabelle 6: Zusammensetzung des Working Bead Mix.

1 Ribonuklease-freies Wasser | Raumtemperatur 1,3
2 Lysis Mixture Raumtemperatur 1,65
3 Blocking Reagent -20°C 0,5
4 Proteinase K (50 pg/ul) -20°C 0,05
5 Probe Set —20 °C 1,25
6 Capture Beads 4°C 0,25
Gesamtvolumen 5

Tag 2: Signalamplifikation und Messung

Zu Beginn des zweiten Tages wurde der Pre-Amplifier im Wérmebad bei 37 °C fiir ca. 30 Minuten
vorgewdarmt sowie die 96-Well-Platte aus dem Thermoschittler genommen und fiir eine Minute
bei 240 x g und Raumtemperatur zentrifugiert. Wahrenddessen wurde der Thermoschdttler auf
50 °C adjustiert und der Waschpuffer entsprechend Tabelle 7 angesetzt. Die Proben (inkl. NK/PK)
wurden nach Entfernen der Folie zur Resuspension der Capture Beads ca. fiinfmal auf- und

abpipettiert und daraufhin auf eine Flachbodenplatte (Magnetic Separation Plate) tibertragen.

Tabelle 7: Zusammensetzung des Waschpuffers fur eine 96-Well-Platte.

Washbuffer Component 1 0,5
Washbuffer Component 2 7
Ribonuklease-freies Wasser 132,5
Gesamtvolumen 140

Nachdem die Platte auf die Magnetplatte (Hand-Held Magnetic Plate Washer) gesetzt wurde,

konnte diese nach einer Minute Wartezeit zur Fixierung der magnetischen Beads am Plattenboden
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zligig ausgekippt und leicht auf Papiertiichern ausgeklopft werden. Da die relevante mRNA an die
magnetischen Capture Beads, die die Magnetplatte am Plattenboden fixiert, gebunden war, wurde
bei diesem Vorgang lediglich Gberstehende Flissigkeit entfernt. Anschliefend wurde die Platte
dreimal gewaschen. Hierbei wurde die Platte jeweils von der Magnetplatte genommen und nach
Hinzufligen von 100 pul Waschpuffer erst fir 10 Sekunden auf den Thermoschuttler und dann
wieder auf die Magnetplatte gesetzt und nach einer Minute Wartezeit erneut ausgeschuttet. Nach
dreimaliger Wiederholung dieses VVorgangs wurden pro Well 50 pl Pre-Amplifier hinzupipettiert,
dann die Platte mit einer Folie (Plate Seal) versiegelt und bei 50 °C flr eine Stunde zur
Hybridisierung in den Thermoschittler gestellt. Fur die ersten zwei Minuten wurde der
Thermoschdttler zur Resuspension der Beads auf 800 rpm und fir die restlichen 58 Minuten auf

600 rpm geschaltet.

Das im letzten Abschnitt beschriebene Prozedere wurde noch zwei weitere Male wiederholt, wobei
anstelle des Pre-Amplifiers bei der ersten Wiederholung 50 pl/Well Amplifier und in der
darauffolgenden 50 ul/Well Labelprobe hinzugegeben wurden. Der Amplifier und die Labelprobe

miussen wie der Pre-Amplifier vor Benutzung fir 30 Minuten bei 37 °C vorgewarmt werden.

Nach der letzten einstiindigen Hybridisierung wurde die Platte erneut gewaschen und der SAPE
Working Mix, bestehend aus 6 ml SAPE Diluent und 18 ul SAPE (fur eine 96-Well-Platte),
angesetzt. Wichtig hierbei ist, den SAPE erst kurz vor Gebrauch aus dem Kuhlschrank zu nehmen
und vor Hinzufiigen zum SAPE Diluent fur einige Sekunden zu vortexen und zum anschlieRenden
Sammeln des Inhalts am Boden des Tubes eventuell kurz zu zentrifugieren. Der fertige SAPE
Working Mix sollte vor weiterer Benutzung mittels VVortexen gut vermischt werden. Des Weiteren
sollte die Heizung des Thermoschuttlers nach Entfernen der Platte ausgestellt und in diesen zwei
Kihlakkus zum schnelleren Abkuhlen gelegt werden. Nun wurden 50 pl des SAPE Working Mix
in jedes Well pipettiert, die Platte daraufhin erneut versiegelt und fur weitere 30 Minuten zur
Bindung des SAPE bei Raumtemperatur geschuttelt, wobei auch hier die Drehzahl in den ersten

zwei Minuten 800 rpm und anschlie’end 600 rpm betrug.

Wahrenddessen wurde der Luminex®, das in dieser Arbeit verwendete Durchflusszytometer,
sowie die Bio-Plex® Manager Software gemal den Herstellerangaben fir die Messungen
vorbereitet. Dazu wurde die fur die Messung bendétigte Tréagerflissigkeit aufgefillt und ein Gerate-
Start-up (alternativ: ,,Wash between plates®) durchgefuhrt, wonach das bis zu 30 Minuten
andauernde ,,Warm up* fir den Laser gestartet und das Messprotokoll erstellt werden konnte.
Nach der 30-minttigen Hybridisierung wurde die Platte erneut gewaschen, diesmal allerdings mit
einem SAPE Waschpuffer. Im Anschluss wurden als Messmedium 120 ul des SAPE
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Waschpuffers in jedes Well gegeben und durch grundliches Auf- und Abpipettieren die Luminex
Beads, an denen die signalamplifizierte spezifische mMRNA gebunden war, resuspendiert. Diese
konnte unter Verwendung des Luminex® mithilfe des Bio-Plex® 200 Systems gemessen und
abschlieBend ausgewertet werden.*?* Abbildung 10 veranschaulicht den Versuchsablauf von der

Lyse bis hin zur Messung mit dem Luminex® bzw. Bio-Plex® 200 System.

T j \?J’;f /\5/ L\ - ' I -
@

Abbildung 10: Arbeitsschritte der Zelllyse und des QuantiGene-Molecular-Profiling-Histology-Tests. [Modifiziert
nach User Manual des Herstellers, 20141%%]

Die Versuchsdurchfiihrung wurde teilweise abweichend von den Herstellerangaben durchgefihrt,
was in den Arbeiten von P. Hannemann, N. Nevermann und M. Basten keine Verénderung der
Messqualitat zur Folge hatte. Zu diesen Abweichungen zahlten aus Griinden der Kosteneffizienz
die Herunterskalierung der Lysatmenge und des Working Beadmix auf ein Viertel, die Reduktion
der Farbereagenzien Pre-Amplifier, Amplifiers, Labelporbe und SAPE auf die Halfte sowie das
Ablosen der Flachbodenplatte von der Magnetplatte und deren kurzes Schitteln wahrend des
Waschvorgangs zu dessen verbesserter Effizienz durch Verhinderung der Beadaggregation und -
akkumulation am Boden der Platte. Weiterhin wurde zur Beschleunigung der Messung das

Messvolumen im Luminex® Reader auf 90 pl gesetzt,116-118

3.2.3 Verwendete Materialien und Geréte

Die nachfolgenden  Tabellen stellen alle verwendeten Reagenzien (Tabelle 8),

Verbrauchsmaterialien und Geréte (Tabelle 9) dar.

31



Methodik und Materialien

Tabelle 8: Verwendete Reagenzien wahrend der Lyse und des QuantiGene-Molecular-Profiling-Histology-Tests.

QuantiGene® 2.0 Sample Processing Kit, blood samples

Affymetrix Inc. (Santa Clara, USA)

Lysis Mixture

Proteinase K (50 pg/ul)

QuantiGene-Molecular-Profiling-Histology Kit

Affymetrix Inc. (Santa Clara, USA)

Proteinase K (50 p/ul)

Blocking Reagent

Label Probe

Pre-Amplifier

Amplifier

Streptavidin-konjugiertes Phycoerythrin (SAPE)

SAPE Diluent

Lysis Mixture

Washbuffer Component 1

Washbuffer Component 2

SAPE Washbuffer

Capture Beadplex und Probe Set (kundenspezifisch)

Affymetrix Inc. (Santa Clara, USA)

Ribonuklease-freies Wasser Ampuwa® Spilldsung

Fresenius Kabi GmbH (Bad Homburg, Deutschland)

Sheath Fluid

Bio-Rad Laboratories Inc. (Hercules, USA)

Natronlauge (NaOH)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Isopropanol

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)

Tabelle 9: Verwendete Verbrauchsmaterialien und Geréte.

Reaktionsgefal}

Tube 2 ml

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Falcon® Tube 15 ml, 50 ml

Corning Inc. (Corning, USA)

Serologische Pipetten

Falcon® Pipet 5 ml, 10 ml, 25 ml

Corning Inc. (Corning, USA)

Pipettenspitzen

Biosphere® Filter Tips 0,5-20 pl,
2-100 pl, 100-1000 pl

Sarstedt AG & Co. (Numbrecht,
Deutschland)

Vortex

Vortex-Genie 2

Scientific Industries Inc. (Bohemia, USA)

Pipettierhilfe

Glassmaster

Ranin Instruments Co, Inc. (Columbus, USA)

Eppendorf Pipetten

Research plus® 0,5-10 pl; 10—
100 pl; 100-1000 pl

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Eppendorf
Multikanalpipetten

Research plus® 0,5-10 pl, 10—
1000 pl

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Biofuge primo R (Rotor: Heraeus

Heraeus/Thermofisher Scientific Inc.

BT e 7500 7593 24 x 2 ml) (Waltham, USA)
Wasserbad TW 12 Julabo GmbH (Seelbach, Deutschland)
I e B [ETVE Grant Instruments Ltd. (Shepreth, UK)

Platte

Thermoschiittler 2-ml-Tubes

Thermomixer comfort

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Platten-Zentrifuge

Heraeus Multifuge 1 s.r (Rotor
7500 2010)

Heraeus/Thermofisher Scientific Inc.
(Waltham, USA)

Magnetplatte

Hand-Held Magnetic Plate Washer

Affymetrix Inc. (Santa Clara, USA)

Luminex®-Reader

Bio-Plex® 200 System

Bio-Rad Laboratories Inc. (Hercules, USA)

96-Well-Platten

Magnetic Separation Plate

Affymetrix Inc. (Santa Clara, USA)

Hybridization Plate

Affymetrix Inc. (Santa Clara, USA)

Versiegelungsfolie Plate Seals Affymetrix Inc. (Santa Clara, USA)
Pressure Seals Affymetrix Inc. (Santa Clara, USA)
Kihl- und Eisschranke 4°C Liebherr (Bulle, Schweiz)
-20°C Liebherr (Bulle, Schweiz)
80 °C Heraeus/Thermofisher Scentific Inc.

(Waltham, USA)
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3.2.4 Auswertungsvorgehen

Fur die Auswertung der Messungen mussen HPV-Cutoffs, die Formel zur Relativierung und
Normalisierung der gemessenen Biomarker sowie die Berechnungen der RS und daraus folgend

der QG-MPH Dysplasie-Diagnostik definiert werden.

HR-HPV-Cutoffs fur die QG-MPH HR-HPV-Diagnostik

Um eine Probe als HR-HPV-positiv bzw. -negativ einstufen zu kénnen, missen zunéchst die
quantitativen Ergebnisse der einzelnen HR-HPV-Genotypen mittels Cutoffs dichotomisiert
werden. Diese wurden in der Arbeit von M. Basten mithilfe von ROC-Analysen (Receiver
Operating Characteristic) basierend auf den Ergebnissen des Multiplex Genotyping Assays
(GP5+/6+ Luminex®) ermittelt.}!® Tabelle 10 zeigt die in dieser Arbeit verwendeten Cutoffs.

Tabelle 10: Verwendete HR-HPV-Cutoffs mit Sensitivitat und Spezifitdt im Vergleich zu den Ergebnissen des
Multiplex Genotypings. [Modifiziert nach Basten, 20191€]

HR-HPV-Genotyp Klinischer Cutoff (MFI) Sensitivitat (%) Spezifitat (%)
16 32,25 65,8 97,1
18 54,75 78,7 95,3
26 59,50 100,0 99,9
31 31,75 81,7 95,0
33 28,25 65,6 91,0
35 33,75 84,0 99,6
39 28,75 66,1 95,2
45 64,75 61,0 93,2
51 38,75 54,7 99,3
52 27,75 59,8 96,8
53 26,75 59,7 93,0
56 29,25 60,3 98,7
58 25,25 84,4 97,1
59 26,75 64,7 92,1
66 40,75 33,3 96,5
68 23,75 79,2 78,7
73 55,50 80,0 99,6
82 31,25 66,7 99,0

HPV = Humanes Papillomvirus, HR-HPV = High-Risk-HPV, MFI = Mittlere Fluoreszenzintensitat

Relativierung der Biomarker

Der erste Schritt zur Relativierung der Biomarker ist in jeder Messung der Abzug des aus den NK
berechneten Signalhintergrunds in MFI (Mittelwert der NK) von den Rohwerten in MFI. Um einen
auf die Zellzahl relativierten Wert der Biomarker zu erhalten, wird anschlielend das
Zwischenergebnis auf das Haushaltsgen Actin-p, bei dem zuvor auch der Signalhintergrund
abgezogen wurde, normiert (Division durch MFI-Wert von Actin- der jeweiligen Probe). Fiir eine

bessere Veranschaulichung der Werte werden die Ergebnisse mit dem Faktor 100 multipliziert.
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Die nachfolgende Formel 1, die in der Arbeit von N. Nevermann zuerst genutzt wurde, fasst diese
Schritte zur Errechnung der relativierten MF1 (rMFI1) noch einmal zusammen.!}” Abweichend zu
N. Nevermann konnten in dieser Arbeit bei einigen Messungen aufgrund zu starker
Signalhintergrundabweichungen nur zwei NK verwendet werden. Nach der Relativierung der

Biomarker wurden alle negativen rMFI-Werte auf 0 gesetzt.

Formel 1: Formel zur Relativierung der Biomarker. [Modifiziert nach Nevermann, 2019%"]

gemessener Rohwert Biomarker (MFI) — Mittelwert der Negativkontrollen Biomarker (MFI)

rMFI = , , - - * 100
gemessener Rohwert Actin- (MFI) — Mittelwert der Negativkontrollen Actin-g (MFI)

MFI = Mittlere Fluoreszenzintensitat, rMFI = Relativierte mittlere Fluoreszenzintensitat

Berechnung der Risikoscores und der QG-MPH Dysplasie-Diagnostik

Zur Bestimmung der QG-MPH Dysplasie-Diagnose und somit des Stadiums einer zervikalen
Dysplasie, wurden die RS, die in der Dissertation von M. Basten fur drei definierte
Krankheitsschwellen entwickelt wurden, verwendet. Als weiterer Biomarker diente der in ihrer
Arbeit eingefihrte ,,flihrende HPV*. Hierflr wurde in der vorliegenden Arbeit leicht abweichend
von M. Basten der hochste Wert aller relativierten HR-HPV-Ergebnisse herangezogen, auch wenn

die Probe anhand der Rohwerte als HR-HPV-negativ dichotomisiert wurde.

Der RS CIN2+ dient der Zuordnung (Dichotomisierung) einer Probe in eine der zwei Kategorien,
histologisch normal (unaufféllig) oder CIN1 einerseits und CIN2 oder hoher andererseits. Dieser
wurde von M. Basten anhand der finf Biomarker, die in ihrer Dissertation bei der multivariaten
logistischen Regression in Kombination die beste VVorhersagekraft fir diese Krankheitsschwelle
zeigten, entwickelt.!® Dazu wurden zuvor von ihr die relativierten Biomarkerwerte anhand der
durch ROC-Analysen berechneten fiir diese Krankheitsschwelle besten Cutoffs nach Youden-
Index dichotomisiert. Bei Uberschreitung des jeweiligen Cutoffs wurde im RS ein von ihr
berechneter Regressionskoeffizient b mit 1 multipliziert, ansonsten mit 0. Die Formel wurde von
M. Basten durch eine berechnete Konstante a ergénzt. Die genaue Berechnung des RS CIN2+

sowie die hierfur benutzten Biomarker mit ihren jeweiligen Cutoffs zeigt Formel 2.
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Formel 2: Formel zur Berechnung des Risikoscores CIN2+. [Modifiziert nach Basten, 201929

1
p(ClN2+) = 1+ e—(—1,430+1,364*x1+0,718*x2+0,612*x3+0,928*x4+0,413*x5)
X1 = 0 bzw. 1, wenn fuhrender HPV <bzw.> 1,34 rMFI
X2 = 0 bzw. 1, wenn HPV16 E6*I < bzw.> 1,17 rMFI
X3 = 0 bzw. 1, wenn HPV16 E1"E4 < bzw. > 1,00 rMFI
Xs = 0 bzw. 1, wenn p16 <bhzw.> 6,47 rMFI
xs = 0 bzw. 1, wenn Stathmin < bzw. > 17,33 rMFI

CIN = Cervical Intraepithelial Neoplasia, E = Early Gene, HPV = Humanes Papillomvirus, rMFI = Relativierte
mittlere Fluoreszenzintensitét

Zur weiteren Auswertung wurden die RS CIN2+-Ergebnisse nun mithilfe des durch erneute ROC-
Analyse von M. Basten ermittelten besten Cutoffs nach Youden-Index dichotomisiert
(positiv/negativ). Dieser Cutoff liegt fiir den RS CIN2+ mit einer Sens. von 73,4 % und einer Spez.
von 78,0 % bei p > 0,51.18 In der Arbeit von M. Basten wurden dieselben Berechnungen zur
Entwicklung der RS flr die Krankheitsschwellen zur CIN3+, welche eine Probe einer der zwei
Kategorien, histologisch normal, CIN1 oder CIN2 einerseits und CIN3 oder Karzinom andererseits
zuweisen soll, sowie fur die Krankheitsschwelle zum Zervixkarzinom (CxCa), durchgefihrt.
Letzterer soll der Zuordnung in eine der zwei Kategorien, Karzinom oder alle niedrigeren
histologischen Stadien, dienen. Die jeweils notwendigen Biomarker mit Cutoffs sowie die genauen
Berechnungen dieser RS sind in den Formeln 3 und 4 zu sehen, wobei die Cutoffs flir den RS
CIN3+ bei p>0,19 (Sens. 82,4 %, Spez. 63,3 %) und fiir den RS CxCa bei p > 0,02 (Sens. 90 %,
Spez. 79,9 %) liegen.18

Formel 3: Formel zur Berechnung des Risikoscores CIN3+. [Modifiziert nach Basten, 201919
1

p(CIN3 +) = 1 4 e—(=2,396+0,697+x1+0,736+x2+0,794+x3+1,097*x4+0,582+X5)
x1 = 0 bzw. 1, wenn HPV16 E6*I| < bzw.> 1,34 rMFI
X2 = 0 bzw. 1, wenn HPV16 E1"E4 < bzw. > 1,05 rMFI
x3 = 0 bzw. 1, wenn fiihrender HPV < bzw. > 1,40 rMFI
X4 =0 bzw. 1, wenn p16 < bzw. > 11,10 rMFI
x5 = 0 bzw. 1, wenn MCM2 < bzw.> 5,19 rMFI

CIN = Cervical Intraepithelial Neoplasia, E = Early Gene, HPV = Humanes Papillomvirus, MCM =
Minichromosome Maintanence, rMFI = Relativierte mittlere Fluoreszenzintensitat,

Formel 4: Formel zur Berechnung des Risikoscores CxCa. [Modifiziert nach Basten, 201919

1
p(CxCa) = 1 4 e~ (=6,563+1,391%x1+1,227+x2+1,444+x3+1,166+x4+1,142+X5)
x1 = 0 bzw. 1, wenn MCM2 < bzw. > 7,96 rMFI
X2 = 0 bzw. 1, wenn BIRC5 < bzw.> 1,52 rMFI
x3 =0 bzw. 1, wenn ALDH1A1 < bzw. > 2,99 rMFI
X4 = 0 bzw. 1, wenn TERT <bzw.> 0,49 rMFI
xs = 0 bzw. 1, wenn fihrender HPV < bzw. > 13,43 rMFI

ALDH1AL = Aldehyde Dehydrogenase 1 Al, CIN = Cervical Intraepithelial Neoplasia, E = Early Gene, HPV =
Humanes Papillomvirus, MCM = Minichromosome Maintanence, rMFI = Relativierte mittlere Fluoreszenzintensitat,
TERT = Telomerase-Reverse Transkriptase
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Aus der Zusammenschau der drei dichotomisierten RS-Ergebnisse lassen sich nun QG-MPH
Dysplasie-Diagnosen bilden. Dabei gilt eine Patientin als QG-MPH CIN2+, wenn sie positiv im
RS CIN2+ und/oder RS CIN3+ und/oder RS CxCa eingestuft wurde. Analog dazu wird die
Diagnose QG-MPH CIN3+ bei einem positiven Ergebnis im RS CIN3+ und/oder RS CxCa gestellt
sowie die Diagnose QG-MPH CxCa, wenn die Patientin im RS CxCa Uber dem Cutoff liegt.

3.2.5 Beadmix-Validierung

Da die MARZY-Proben zunéchst mit einem 39- und spéater mit einem neuen 40-Plex Beadmix
gemessen wurden, die RS aber mit einem 46-Plex Beadmix (46 Biomarker) entwickelt wurden,
mussten erstere vor Verwendung in einer Beadmix-Validierung (39- vs. 46-Plex Beadmix) bzw.
in einer Chargenvalidierung (40- vs. 39-Plex Beadmix, s. Kapitel 3.2.6) geprift werden. Hierfir
wurden zunéchst die kultivierten Zervixkarzinomzelllinien HelLa und CaSki in den
Konzentrationen 30.000 und 300 Zellen pro 20 ul sowie sechs Konzentrationen (500 ng, 125 ng,
31,3 ng, 7,8 ng, 2 ng und 0,5 ng) der humanen Referenz-RNA (hURR) pro 20 pl mit dem 46-Plex
Beadmix (alter Beadmix) und dem 39-Plex Beadmix (neuer Beadmix) gemessen und dann die
Werte der jeweils entsprechenden Proben verglichen. Der Grund fur die Reduktion des Beadmix

auf 39 bzw. 40 Biomarker war das Weglassen von nicht aussagekraftigen Biomarkern.

Bei der Auswertung wurden einerseits die Variationskoeffizienten (Standardabweichung geteilt
durch Mittelwert) fur die Rohwerte der 18 HR-HPV-Genotypen, die zur Bestimmung der HR-
HPV-Positivitat herangenommen wurden, und andererseits die Variationskoeffizienten der in die
RS eingehenden relativierten Biomarker (fihrender HPV, HPV16 E6*I, HPV16 E1"E4, p1l6,
Stathmin, MCM2, BIRC5, TERT, ALDH1AL1) betrachtet. Um mdglicherweise irrefihrend hohe
Variationskoeffizienten bei den relativierten Werten zu vermeiden, wurden fir deren
Berechnungen sowohl in der Beadmix-Validierung als auch in der Chargenvalidierung (s. Kapitel
3.2.6) und der Test-Retest-Reliabilitat (s. Kapitel 3.2.7) alle rMFI < 0,1 auf 0 gesetzt. Ohne diesen
Schritt wiirde man beispielsweise bei einem relativierten Wert von 0,03 mit dem alten Beadmix
und 0,01 mit dem neuen Beadmix einen Variationskoeffizienten von 50 % erhalten, obwohl die
absolute Abweichung irrelevant klein ist.

Der Variationskoeffizient liegt unter Einschluss der Rohwerte der 18 HR-HPV-Genotypen im
Durchschnitt bei ca. 21 %. Fur die in die RS eingehenden relativierten Biomarker wurde ein
durchschnittlicher Variationskoeffizient von ca. 24 % verzeichnet, wobei im Durchschnitt TERT
mit 54 % die grofte und HPV16 E1"E4 mit 5 % die geringste Abweichung aufweist, wie auch in

den nachfolgenden Tabellen 11A und B zu sehen ist.
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Tabelle 11: Variationskoeffizienten der relativierten Biomarkermessergebnisse zwischen altem und neuem Beadmix.
A) HPV16 E1"E4. B) TERT.

A HPV16 E1"E4
neuer Beadmix | alter Beadmix Stan_dard— Mittelwert Varia_ti_ons—
(rMFI) (rMFI) abweichung koeffizient
500 ng 0,00 0,00 0,00 0,00 0%
125 ng 0,00 0,00 0,00 0,00 0%
hURR 31,3 ng 0,00 0,00 0,00 0,00 0%
7,8 ng 0,00 0,00 0,00 0,00 0%
2 ng 0,00 0,00 0,00 0,00 0%
0,5 ng 0,00 0,00 0,00 0,00 0%
Mittelwert 0%
30.000 Zellen 0,00* 0,00* 0%
HelLa
300 Zellen 0,00 0,00 0%
Mittelwert 0%
Caski 30.000 Zellen 6,24* 10,19* 1,97 8,22 24 %
300 Zellen 6,67 10,65 1,99 8,66 23 %
Mittelwert 24 %
Mittelwert 5%
B TERT
neuer Beadmix | alter Beadmix Stan_dard— Mittelwert Varia_tipns—
(rMFI) (rMFI) abweichung koeffizient
500 ng 0,60 0,64 0,02 0,62 3%
125 ng 0,19 0,33 0,07 0,26 27 %
hURR 31,3 ng 0,13 0,25 0,06 0,19 30 %
7,8 ng 0,00 0,25 0,13 0,13 100 %
2 ng 0,00 0,26 0,13 0,13 100 %
0,5 ng 0,00 0,60 0,30 0,30 100 %
Mittelwert 60 %
Hela 30.000 Zellen 0,15* 0,18* 0,01 0,17 8 %
300 Zellen 0,00 0,21 0,11 0,11 100 %
Mittelwert 54 %
Caski 30.000 Zellen 0,00* 0,00* 0,00 0,00 0%
300 Zellen 0,16 1,00 0,42 0,58 72 %
Mittelwert 36 %
Mittelwert 54 %

*Die obere Grenze des dynamischen Messbereichs des Luminex liegt bei ca. 25.000 Zellen, jedoch fiir jeden
Biomarker unterschiedlich hoch.

HPV = Humanes Papillomvirus, hURR = Humane Referenz-RNA, rMF| = Relativierte mittlere Fluoreszenzintensitét,
TERT = Telomerase-Reverse-Transkriptase

Auch wenn beim Marker TERT die Variationskoeffizienten bedingt durch sehr niedrige
relativierte Messwerte hoch erscheinen, sind die absoluten Abweichungen dieser Werte dennoch
so gering, dass meistens die Werte des alten und des neuen Beadmix oberhalb oder beide Werte
unterhalb des Cutoffs (> 0,49) liegen. Die Durchschnittsvariationskoeffizienten von ca. 21 % bzw.

24 % befinden sich etwas Uber der von uns angestrebten Maximalabweichung (bis ca. 20 %).

Im zweiten Teil der Beadmix-Validierung wurden 30 Proben, die von M. Basten mit dem 46-Plex

Beadmix gemessen wurden, mit dem neuen 39-Plex Beadmix erneut untersucht. Dabei wurden
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aus ihrem Probenkollektiv jeweils sechs Proben pro histologischer Gruppe (Normal, CIN1, CIN2,
CIN3, Karzinom) gewahlt und deren mit dem neuen Beadmix gemessenen Ergebnisse mit den
Daten von M. Basten verglichen. Beziiglich der Auswertung der QG-MPH HR-HPV-Diagnostik
aus den Rohdaten mittels Cutoffs (die Betrachtung von 18 HR-HPV Genotypen bei 30 Proben
ergibt eine Gesamtzahl von 540 Messergebnissen) zeigt sich eine Ubereinstimmung von 98 %
(529/540), wahrend die Auswertung der QG-MPH Dysplasie-Diagnostik 83 % (25/30)
Ubereinstimmung aufweist. Die nachfolgende Abbildung 11 veranschaulicht die RS-Ergebnisse
der beiden Messungen. Beim Vergleich der mit dem alten und der mit dem neuen Beadmix
gemessenen Ergebnisse kam es beim RS CIN2+ bei zwei Proben (7 %), beim RS CIN3+ bei drei
Proben (10 %) und beim RS CxCa bei zwei Proben (7 %) zu relevanten Abweichungen in der
Auswertung. Insgesamt erreichen die beiden Beadmixe mit den genannten Ubereinstimmungen

von 98 % und 83 % weitestgehend vergleichbare Ergebnisse.
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Abbildung 11: Auswertung und Vergleich der Messungen mit dem alten und dem neuen Beadmix anhand der
Risikoscoreberechnungen bei sechs verschiedenen Patientinnen pro histologischer Gruppe (Normal, CIN1, CINZ2,
CIN3 und CxCa). A) RS CIN2+. B) RS CIN3+. C) RS CxCa. (Alter Beadmix (rot), neuer Beadmix (gelb), Cutoff
(schwarze Linie), Probe positiv (Balken oberhalb des Cutoffs), Probe negativ (Balken unterhalb des Cutoffs), CIN =
Cervical Intraepithelial Neoplasia, CxCa = Cervical Cancer, RS = Risikoscore)

3.2.6 Chargenvalidierung

Fur die Messung der 1.100 MARZY -Proben wurden zwei verschiedene Chargen (39- und 40-Plex
Beadmix) verwendet, welche in einer Chargenvalidierung gegentbergestellt werden. Die zweite
Charge enthélt einen zusétzlichen Biomarker MMP7, der bereits im Kapitel 3.2.1 ausfihrlich
beschrieben wurde. Bei der Validierung wurden wie bei der Beadmix-Validierung im vorigen
Kapitel erneut zwei Konzentrationen der kultivierten Zervixkarzinomzelllinien HeLa und CaSki

sowie sechs Verdinnungskonzentrationen von hURR verwendet (s. Kapitel 3.2.5).

Der durchschnittliche Variationskoeffizient liegt fiir die Rohwerte der 18 HR-HPV-Genotypen bei
ca. 14 % und fur die in die RS eingehenden relativierten Biomarker bei ca. 15 %. TERT ist dabei
mit ca. 42 % erneut der Biomarker mit der groRten durchschnittlichen Abweichung. Der Marker

mit den stabilsten Werten ist hier allerdings Stathmin mit durchschnittlich 5 % Abweichung.

Auch hier wurden im zweiten Teil der Validierung 30 MARZY-Proben, die mit der 39-Plex
Charge bereits ausgewertet wurden, erneut mit der 40-Plex Charge gemessen und die Ergebnisse
gegenubergestellt. Beim Vergleich der Auswertung der QG-MPH HR-HPV-Diagnostik aus den
Rohwerten mittels Cutoffs wurde eine Ubereinstimmung von 100 % konstatiert, darunter ein
positiver Fall. Beziiglich der QG-MPH Dysplasie-Diagnostik zeigt sich eine Ubereinstimmung
von ca. 93 % (28/30). Dabei wurden in den RS CIN2+ und CIN3+ keine Abweichungen
verzeichnet, lediglich beim RS CxCa wurde zwischen den beiden Messungen fir 2 von 30
Patientinnen (ca. 7 %) ein unterschiedliches Ergebnis vermerkt. Tabelle 12 zeigt den Vergleich
der QG-MPH Dysplasie-Diagnosen.
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Tabelle 12: Vergleich der QG-MPH Dysplasie-Diagnosen der 39- und 40-Plex Charge.

Patientin 12|34 |5]|6 |7 |8 |9 |10]11|12| 13|14 | 15
39-Plex Charge o(o0j0j0]O0]O 21 2]0]0]J0|0]|0O0
40-Plex Charge H 00 00 0 0 H 2 2 0 0|0 0 0
Patientin 16 | 17 |18 |19 |20 | 21 |22 | 23 | 24 | 25|26 | 27 | 28 | 29 | 30
39-PlexCharge | O | O | O} 0} 2|0]|J0|0|0|0]O0]O0O]JO0|O0]|0O0
40-PlexCharge | 0O | O | 0| 0|2 ]0]0|0]|]0|O0]J]O0O]|O0|O0]O0O]O
Abweichende Resultate orange markiert, 0 = Normal, 1 = QG-MPH CIN2+, 2 = QG-MPH CIN3+, 3 = QG-MPH

CxCa, CIN = Cervical Intraepithelial Neoplasia, CxCa = Cervical Cancer, QG-MPH = QuantiGene-Molecular-
Profiling-Histology

Aus den PK der einzelnen Messungen konnte fur jeden Marker jeweils ein Mittelwert flr die 39-
Plex bzw. 40-Plex Charge ermittelt und diese gegenubergestellt werden. Zwischen den beiden
Gruppen zeigt sich fur die Rohwerte der 18 HR-HPV-Genotypen ein durchschnittlicher
Variationskoeffizient von ca. 11 % und fur die in den RS eingehenden relativierten Biomarker von
ca. 2%. Die Zusammenschau dieser drei Teile der Chargenvalidierung legt vergleichbare

Ergebnisse der beiden Chargen nahe.

3.2.7 Test-Retest-Reliabilitat

Fur eine initiale Beurteilung beziiglich der Test-Retest-Reliabilitat wurden acht MARZY -Proben
zweimal mit der 40-Plex Charge hybridisiert und gemessen. Der durchschnittliche
Variationskoeffizient fur die Rohwerte der 18 HR-HPV-Genotypen liegt bei ca. 10 %, wobei die
anschlieBende Auswertung der QG-MPH HR-HPV-Diagnostik aus den Rohwerten mittels Cutoffs
(die Betrachtung von 18 HR-HPV Genotypen bei acht Proben ergibt eine Gesamtzahl von 144
Messergebnissen) eine Ubereinstimmung von ca. 99 % (143 von 144) zeigt. Darunter waren in der
ersten Messung drei Proben HR-HPV positiv, wovon in der zweiten Messung zwei erneut positiv
dichotomosiert wurden (66,66 %). Bei der in der ersten Messung knapp tber dem Cutoff liegenden
HR-HPV positiven Probe, die in der zweiten Messung HR-HPV negativ dichotomisiert wurde,
wurde in letzterer zwar ein erhohtes Signal gemessen, dieses lag jedoch noch unter dem Cutoff.
Fur die neun relativierten Biomarker, die in die RS eingehen, betragt der Variationskoeffizient ca.
17 %. Die Ubereinstimmung der QG-MPH Dysplasie-Diagnostik liegt bei 100 % (8/8). Insgesamt
kann somit von einer guten Test-Retest-Reliabilitat ausgegangen werden.

3.3 Statistische Auswertung

Die statistischen Analysen wurden in Zusammenarbeit mit Statistikern und Mitarbeitern der
MARZY-Studie in Minchen durchgefuhrt. Es wurden dafiir die Programme Excel® 2016

40



Methodik und Materialien

(Microsoft® Corporation, Redmond, USA) und R® Version 4.0.3'2 verwendet. Im Institut fir
Biometrie und Klinische Epidemiologie der Charité — Universitdtsmedizin Berlin wurde das
analytische Vorgehen anschlieBend hinsichtlich der angewandten Methoden Gberpriift und als

adaquat befunden.

Deskriptive Statistik

Zur Beschreibung der Studienpopulationen der Querschnittsanalysen wurden fir das Alter, die
klinischen Untersuchungsergebnisse (LBC, PAP, HC2, PCR, Kolposkopie, Histologie) sowie die
Angaben in den Fragebdgen zur Therapie und zu STI-Erkrankungen der Patientinnen die absoluten
und relativen Haufigkeiten bestimmt. Dies wurde auch fur die QG-MPH HR-HPV-Ergebnisse und
die QG-MPH Dysplasie-Diagnostik sowie fiir die Beschreibung der deskriptiven prognostischen
FU-Ergebnisse vorgenommen. Fir letztere wurden zusétzlich 95 % Konfidenzintervalle (KI)

berechnet.

Konkordanz und Cohens Kappa

Um das Vermdogen der QG-MPH HR-HPV-Diagnostik zu bewerten, wurde zuerst die Konkordanz
(po) zwischen den HR-HPV-Ergebnissen des QG-MPH und denen bereits etablierter DNA-
basierter HPV-Tests ermittelt. Da eine grof3e Anzahl negativer Ergebnisse zu einer hohen Anzahl
zufélliger Ubereinstimmungen fiihrt und somit die errechnete Konkordanz positiv verfilschen
kann, wurde weiterhin eine Analyse nach Cohens Kappa (k) mit zugehdrigem 95 % Kl mithilfe
des R Package ,,psych“!?* durchgefiihrt. Cohens Kappa korrigiert das Ergebnis um den Anteil
zufalliger Ubereinstimmungen und besitzt somit eine héhere Aussagekraft. Die Auswertung der
k-Ergebnisse erfolgte nach der Einteilung von Landis und Koch folgendermaRen: ,,schlecht/poor*
(x < 0), ,,gering/slight* (x = 0-0,2), ,,mittelm&Rig/fair* («x = 0,21-0,4), ,,moderat/moderate*
(x = 0,41-0,6), ,,beachtlich/substantial“ (x = 0,61-0,8) und ,fast perfekt/almost perfect®
(x = 0,81-1).1 Die Berechnungen dieser beiden Methoden werden in den Formeln 5 und 6

veranschaulicht.

Formel 5: Formel zur Berechnung der Konkordanz (p,) bei einer Gesamtzahl (n).

Y. Ubereinstimmungen
Po =

n
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Formel 6: Formel zur Berechnung von Cohens Kappa (i) und der zufalligen Ubereinstimmungen (p,) bei einer
Gesamtzahl (n).

(Methodel positiv.  Methode2 positiV) + (Methodel negativ. Methode2 negativ>
Pe = * *

n n n n

po = Konkordanz

Sensitivitat, Spezifitat und Likelihood Ratio

Um die Qualitat der QG-MPH HR-HPV-Diagnostik und QG-MPH Dysplasie-Diagnostik zu
bestimmen, wurden in dieser Arbeit die Sens. und Spez. sowohl flr diese als auch fir die
Untersuchungsmethoden der MARZY -Studie errechnet. Da die Histologie den Goldstandard zur
Diagnostik des Zervixkarzinoms und seiner Vorstufen darstellt, wurde sie als Referenzmethode
herangezogen. Als Endpunkte dieser und nachfolgender Berechnungen wurden die histologischen
Diagnosen CIN2+ und CIN3+ gewahlt. Zundchst wurden die rohen Sens. und Spez. wie in Formel

7 und 8 veranschaulicht und die zugehérigen 95 % KI mithilfe des Packages ,,epiR**?® berechnet.

Formel 7: Formel zur Berechnung der Sensitivitat.

e richtig als krank erkannte Frauen
Sensitivitat =

alle erkrankten Frauen

Formel 8: Formel zur Berechnung der Spezifitat.

richtig als gesund erkannte Frauen

Spezifitit =

alle gesunden Frauen

Um daruber hinaus auch den klinischen Nutzen der Methode zu eruieren, wurden Likelihood
Ratios (LR) mit zugehorigen 95 % KI bestimmt. Dabei gibt die positive LR (LR™) das Verhaltnis
der Wahrscheinlichkeit einer Erkrankung zur Wahrscheinlichkeit keiner Erkrankung im Falle
eines positiven Testergebnisses an. Die negative LR (LR") dagegen stellt das Verhaltnis der
Wahrscheinlichkeit krank zu sein gegenuber der Wahrscheinlichkeit gesund zu sein bei einem
negativen Testergebnis dar. Auch fiir diese Analysen wurde das R Package ,,epiR*'?® verwendet.
Die Formeln 9 und 10 zeigen die Berechnungswege und Tabelle 13 die Bewertung der LR-

Ergebnisse hierfur.

Formel 9: Formel zur Berechnung der positiven Likelihood Ratio (LR™).

LR Wahrscheinlichkeit eines positiven Testergebnisses bei erkrankten Personen

Wahrscheinlichkeit eines positiven Testergebnisses bei gesunden Personen

gleichbedeutend:

LR* — Sensitivitat
1 - Spezifitat

42



Methodik und Materialien

Formel 10: Formel zur Berechnung der negativen Likelihood Ratio (LR™).

LR- Wahrscheinlichkeit eines negativen Testergebnisses bei erkrankten Personen

Wahrscheinlichkeit eines negativen Testergebnisses bei gesunden Personen

gleichbedeutend:

LE- = 1 — Sensitivitat
~ Spezifitat

Tabelle 13: Bewertung der Ergebnisse der Likelihood Ratio (LR). [Modifiziert nach Schwarzer et al., 2002%?]

LR* LR~ Interpretation

> 10 <0,1 Uberzeugende diagnostische Evidenz
5-10 0,1-0,2 Hohe diagnostische Evidenz

2-5 0,2-0,5 Schwache diagnostische Evidenz

1-2 05-1 Kaum relevante diagnostische Evidenz

Dariiber hinaus wurde eine adjustierte Variante der Sens., Spez., LR* und LR" ermittelt, die den
sogenannten Verifikationsbias herausfiltert. Dieser beruht in der MARZY -Studie im Wesentlichen
darauf, dass neben den Screening-positiven Frauen nur 5 % per Zufallssystem gewéhlte Screening-
negative Frauen zur Kolposkopie eingeladen wurden, und dass von diesen wiederum nicht alle der
Einladung gefolgt sind bzw. eine histologische Untersuchung erhalten haben. Zur Berechnung der
adjustierten Variante wurden die Teilnehmerinnen ausgehend von ihrem Screeningergebnis in drei
Gruppen eingeteilt:

e Stratum 1: Zytologie (PAP und LBC) und HC2 negativ

e Stratum 2: Zytologie (PAP und LBC) negativ und HC2 positiv

e Stratum 3: Zytologie (PAP und/oder LBC) positiv unabhangig vom HC2-Ergebnis

Fur jedes Stratum wurde die Wahrscheinlichkeit berechnet, dass eine beliebige Frau des jeweiligen
Stratums zur Gruppe der histologisch Untersuchten zadhlt. AnschlieBend wurden die
Wahrscheinlichkeiten der Strata invertiert als Gewichtung zur Berechnung der adjustierten Sens.,
Spez., LR" und LR benutzt. Das zugehdrige 95 % KI wurde (ber Bootstrap-Stichproben mithilfe

des Packages ,,boot12812° perechnet.

Die relative Sens. bzw. Spez. gibt das Verhaltnis der absoluten Sens. bzw. Spez. zweier zu
vergleichender Methoden an. Bei einem Wert > 1, ware diejenige Methode, die als Dividend
eingesetzt wurde, als besser zu werten und bei einem Wert < 1 diejenige Methode, die als Divisor
eingesetzt wurde. Das zugehdrige 95 % KI gibt die Signifikanz des Ergebnisses an. Sobald dieses
den Wert 1 nicht beinhaltet, gilt das Ergebnis als signifikant, wahrend ein Resultat mit Inklusion
des Werts 1 als nicht signifikant gewertet werden muss. Dargestellt werden die Ergebnisse der

relativen Sens. und Spez. in dieser Arbeit mithilfe des Packages ,,forestplot“**°,
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4 Ergebnisse

Zu Beginn der Ergebnisauswertung werden mithilfe der deskriptiven Statistik in Kapitel 4.1 die
fur die Querschnittsanalysen ausgewahlten  Studienteilnehmerinnen der MARZY-
Studienpopulation beziiglich klinischer Daten und der Ergebnisse der in der MARZY-Studie
durchgefuhrten Testverfahren sowie beziglich der Resultate der QG-MPH HR-HPV- und QG-
MPH Dysplasie-Diagnostik beschrieben. In Kapitel 4.2 wird die Ubereinstimmung der QG-MPH
HR-HPV-Ergebnisse mit den Resultaten zweier bereits etablierter DNA-basierter HPV-
Testverfahren anhand der Berechnungen von Konkordanz und Cohens Kappa (k) analysiert.
Basierend auf den Befunden des Goldstandards Histologie werden anschlieBend die absoluten
Sens. und Spez. der QG-MPH HR-HPV- und QG-MPH Dysplasie-Diagnostik und der in der
MARZY-Studie durchgefiihrten Screeningmethoden in Kapitel 4.3 dargestellt. Zum besseren
Vergleich des QG-MPH-Tests mit den anderen Screeningmethoden werden nachfolgend die
relativen Sens. und Spez. fur die histologischen Endpunkte CIN2+ und CIN3+ berechnet.
SchlieBlich wird mit den zugehdrigen FU-Befunden der Teilnehmerinnen die prognostische
Aussagekraft des QG-MPH-Tests anhand deskriptiver Statistik und Fallbeschreibungen geprift
(Kapitel 4.4).

4.1 Deskriptive Statistik klinischer Daten und Baseline-Ergebnisse

Fur die Analysen in Kapitel 4.2 und 4.3 wurden ausschlieBlich die klinischen Daten und BL-
Ergebnisse der fur die Querschnittsanalysen eingeschlossenen 524 Teilnehmerinnen (s. Kapitel
3.1.2) herangezogen. Mit allen 524 (Subpopulation 1) wurden die Ubereinstimmungsanalysen der
HR-HPV-Ergebnisse (4.2) vorgenommen. In den Sens.- und Spez.-Analysen (4.3) hingegen
konnten ausschlieBlich die BL-Ergebnisse der 61 Frauen beriicksichtigt werden, die im BL der
MARZY-Studie eine histologische Untersuchung erhalten hatten (Subpopulation 2). Aus diesem

Grund werden nachfolgend beide Studienpopulation vorgestellt.

4.1.1 Studienpopulation mit validem QG-MPH-Ergebnis im Baseline (Subpopulation 1)

Von den 524 Teilnehmerinnen, die fir die HR-HPV-Ubereinstimmungsanalysen (4.2)
herangezogen wurden, waren 36,26 % zwischen 30 und 39, 35,11 % zwischen 40 und 49 und
28,63 % Uber 49 Jahre alt.

In der MARZY-Studie wurden die zytologischen Untersuchungen LBC und PAP anhand der

Minchner Nomenklatur Il bewertet. Fur die Einstufung der Ergebnisse in die Kategorien

44



Ergebnisse

unaufféllig (negativ) einerseits und pathologisch (positiv) andererseits wurde aus Grinden der
Kompatibilitdt zur MARZY-Studie fir beide Untersuchungen der Cutoff > PAP IIw benutzt.
Wenn nicht anders angegeben, gilt dieser fiir alle Auswertungen dieser Arbeit. Die LBC, fir
welche in allen Auswertungen die Ergebnisse der Erstbegutachtung herangezogen wurden, ergab
fiir 509 Patientinnen (97,14 %) den Befund PAP | oder 11 und fur 15 Frauen (2,86 %) ein Ergebnis
> PAP llw. Demgegeniber zeigt sich in der PAP-Untersuchung bei 488 Frauen (93,13 %) der
Befund PAP | oder I1und bei 17 Teilnehmerinnen (3,24 %) ein Ergebnis > PAP llw. Fir 19 Frauen
ist kein PAP-Ergebnis im BL verfugbar.

In den Analysen dieser Arbeit beruhen die Ergebnisse der PCR auf denen der GP5+/6+ RLB PCR.
Mit der PCR konnten 92 (17,56 %), mit dem HC2 81 (15,46 %) HR-HPV-positive Befunde
detektiert werden. Damit liegen die Ergebnisse der beiden etablierten DNA-basierten HPV-Tests
in dieser Subpopulation etwas ber der angenommenen Pravalenz der deutschen Bevdlkerung.
Dies ist mit groRer Wahrscheinlichkeit der im Rahmen dieser Fall-Kontroll-Studie durchgefuhrten

Selektion der Proben (s. Kapitel 3.1.2) zuzuschreiben.

154 der 524 in die Querschnittsanalysen inkludierten Frauen wurden weiterfihrend zu einer
Kolposkopie eingeladen. Dabei handelt es sich um alle Frauen mit einem pathologischen Befund
in der Zytologie, dem PAP und/oder der LBC (Erstbegutachtung), und/oder einem positiven
Ergebnis im HC2. Zudem wurden 5 % per Zufall gewéhlte, zytologisch unauffallige und HC2-
negativ getestete Studienteilnehmerinnen eingeladen. Da die PCR erst post hoc durchgefiihrt
wurde, hatten deren Ergebnisse keinen Einfluss auf die Einladungen zur Kolposkopie. Der
Einladung sind 93 Frauen gefolgt, wobei bei 61 Patientinnen auch eine Biopsie entnommen wurde
und folglich ein histologisches Ergebnis vorliegt.

Bei der FU-Untersuchung wurden die Patientinnen gebeten, einen Fragebogen u. a. zu den Themen
Therapie und STI (Kondylome, Infektionen mit Chlamydien und Herpes) auszufiillen. Es handelt
sich hierbei jedoch ausschlie3lich um subjektive Patientenangaben und um eine generelle Frage
einer jemals aufgetretenen STI-Erkrankung ohne zeitliche oder qualitative Eingrenzung. Daraus
resultiert eine nur eingeschrankte Aussagekraft beziiglich einer mdglichen Beeinflussung der
Testergebnisse durch eine STI. Tabelle 14 stellt den Ausschnitt der Studienpopulation flr die

Querschnittsanalysen im Detail vor.
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Tabelle 14: Beschreibung der Subpopulation 1 (n = 524) anhand klinischer Daten und der Baseline-Ergebnisse der
MARZY -Studie.

n % n %
Alter (Jahre) PCR HR-HPV**
30 -39 190| 36,26 Positiv 92| 17,56
40 - 49 184| 35,11 Negativ 432| 82,44
50 - 59 106| 20,23 Fehlend 0| 0,00
60+ 44 8,40 Histologie
LBC (Liquid-Based Cytology) Normal 50 9,54
| 4| 0,76 CIN1 2| 0,38
1 505| 96,37 CIN2 3| 0,557
/11 0| 0,00 CIN3 6| 1,15
1w 0| 0,00 Kein Ergebnis 463 | 88,36
1k 5/ 0,95 Kolposkopie
11 0] 0,00 Ja 93| 17,75
111D 9 1,72 Nein (eingeladen, nicht gekommen) 61| 11,64
IVa 1| 0,19 Kein Ergebnis (nicht eingeladen) 370| 70,61
Vb 0 0,00 Therapie
V 0| 0,00 Ja 2| 0,38
Fehlend 0 0,00 Nein (keine Therapie/ keine Angabe) | 522| 99,62
PAP (Konventionelle Zytologie) Kondylome***
| 27| 5,15 Jemals 33| 6,30
1 392| 74,81 Nie 424| 80,92
/11 69| 13,17 Fehlend 67| 12,79
lw 10 1,91 Infektion mit Chlamydien***
11k 0 0,00 Jemals 22| 4,20
11 0| 0,00 Nie 396| 75,57
11D 6| 1,15 Fehlend 106 | 20,23
IVa 1 0,19 Infektion mit Herpes***
1Vb 0] 0,00 Jemals 15| 2,86
\ 0| 0,00 Nie 432| 82,44
Fehlend 19| 3,63 Fehlend 77| 14,69
HC2 HR-HPV* Gesamt 524 100,00
Positiv 81| 15,46
Negativ 443| 84,54
Fehlend 0| 0,00

CIN = Cervical Intraepithelial Neoplasia, HC2 = Digene Hybrid Capture® 2 High-Risk-HPV-DNA-Test, HPV =
Humanes Papillomvirus, HR-HPV = High-Risk-HPV, PCR = GP5+/6+ RLB PCR

* Fir den HC2 wurden 13 HR-HPV-Genotypen (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68) einbezogen
** FUr die PCR wurden 14 HR-HPV-Genotypen (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68) einbezogen
*** Informationen nur von Fragebdgen im FU verflighar

Insgesamt wurden mittels PCR mehr HR-HPV-positive Befunde (92) diagnostiziert als mittels
HC2 (81). Im Vergleich dazu wurden im QG-MPH lediglich 21 Frauen als HR-HPV-positiv
eingestuft, wobei sich unter diesen eine Frau mit einer multiplen Infektion mit mehreren HR-HPV-
Genotypen befand. Dabei wurden in der PCR 14, im HC2 13 und im QG-MPH 18 HR-HPV-
Genotypen berticksichtigt. Bei allen drei Methoden sind die 13 von der WHO als High-Risk
definierten HR-HPV-Genotypen eingeschlossen. Analysiert man nur diese 13 WHO HR-HPV-
Genotypen, liefert die PCR 88 positive Félle und der QG-MPH 20. Gliedert man die positiven

Falle der im jeweiligen Test standardmaliig gemessenen HR-HPV-Genotypen anhand der HPV
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Risikogruppeneinteilung auf, wurden bei der PCR 78,26 % und beim QG-MPH 66,67 % der High
HR-HPV (hHR) Gruppe, die aus den potentiell gefahrlichsten HPV-Genotypen 16, 18, 31, 33, 45,
52 und 58 besteht, zugeordnet. Sowohl in der PCR mit 41,30 % als auch im QG-MPH mit 23,81 %
ist HPV 16 der mit Abstand am haufigsten gemessene Genotyp, wie aus Tabelle 15 zu entnehmen
ist.

Tabelle 15: Vergleich der HR-HPV-Ergebnisse der PCR der MARZY-Studie mit denen der QG-MPH HR-HPV-
Diagnostik fiir die Gesamtpositivitat, die Risikogruppen (High-HR, Medium-HR und Potential-HR) und die einzelnen
Genotypen in Subpopulation 1.

PCR QG-MPH
n % n %

Gesamtzahl der Frauen 524| 100,0| 524 100,0
Anzahl der HR-HPV-negativen Frauen* 432| 82,44| 503| 95,99
Anzahl der HR-HPV-positiven Frauen* 92| 17,56 211 4,01
Anzahl der HR-HPV-negativen Frauen nach 13 WHO HR-HPV-Genotypen**) 436| 83,21| 504| 96,18
Anzahl der HR-HPV-positiven Frauen nach 13WHO HR-HPV-Genotypen**) 88| 16,79 20| 3,82
Anzahl der HR-HPV-positiven Frauen* 92| 100,0 21| 100,0
Einzelinfektion 77| 83,70 20| 95,24
Multiple Infektion 15| 16,30 1| 4,76
High-Risk-Gruppe positiv***

High-HR (16, 18, 31, 33, 45, 52, 58) 72| 78,26 14| 66,67
Medium-HR (35, 39, 51, 56, 59, 66, 68) 33| 35,87 8| 38,10
Potential-HR (73, 82)**** 1) 1,09 0| 0,00
High-Risk-Typen positiv***

HPV 16 38| 41,30 5| 23,81
HPV 18 7| 7,61 2| 9,52
HPV 26 0| 0,00
HPV 31 8| 8,70 2| 9,52
HPV 33 5| 543 0| 0,00
HPV 35 3| 3,26 0| 0,00
HPV 39 4| 4,35 1| 4,76
HPV 45 6| 6,52 0| 0,00
HPV 51 2| 2,17 1| 4,76
HPV 52 13| 14,13 2| 9,52
HPV 53 0| 0,00
HPV 56 16| 17,39 2| 9,52
HPV 58 1] 1,09 3| 14,29
HPV 59 1] 1,09 2| 9,52
HPV 66 11| 11,96 2| 9,52
HPV 68 1| 1,09 1| 4,76
HPV 73 0| 0,00 0| 0,00
HPV 82 1] 1,09 0| 0,00

HPV = Humanes Papillomvirus, HR = High-Risk, HR-HPV = High-Risk-HPV, PCR = GP5+/6+ RLB PCR, QG-
MPH = QuantiGene-Molecular-Profiling-Histology HR-HPV-Diagnostik, WHO = World Health Organization

* Fur die PCR wurden 14 HR-HPV-Genotypen (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68) und flir den QG-
MPH 18 HR-HPV-Genotypen (16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73, 82) einbezogen

** WHO HR-HPV-Genotypen: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68

*** |nfektionen mit multiplen Typen méglich

**** HPV 26 und 53 wurde nicht in der PCR gemessen und daher zum besseren Vergleich der Tests aus der
Gruppenanalyse ausgenommen

--- dieses Typen wurden nicht in die PCR Messung eingeschlossen
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Tabelle 16 vergleicht die QG-MPH Dysplasie-Diagnosen (Formeln s. Kapitel 3.2.4) mit den
Ergebnissen der Zytologie, wobei die PAP- und LBC-Untersuchungen sowohl getrennt als auch
kombiniert betrachtet werden. Auf die zytologischen Untersuchungen wurde der oben definierte
Cutoff angewendet. 52,94 % der 17 PAP-positiven Frauen wurden im QG-MPH CIN2+ positiv
befundet, wahrend 79,92 % der 488 PAP-negativen Teilnehmerinnen auch QG-MPH CIN2+-
negativ waren. Somit zeigt sich beim Vergleich zwischen PAP und QG-MPH CIN2+-Diagnostik
eine Gesamtiibereinstimmung der positiven (9 Ubereinstimmungen) und negativen (390
Ubereinstimmungen) Ergebnisse von 79,00 % (insgesamt 505 Vergleiche). Es muss dabei
allerdings vermerkt werden, dass 98 Frauen QG-MPH CIN2+-positiv bewertet wurden, die in der
PAP-Untersuchung ein Ergebnis kleiner PAP llw (negativ) hatten.

Wahrend 79,37 % der 509 LBC-negativen Frauen auch als QG-MPH CIN2+-negativ eingestuft
wurden, sind 46,67 % der 15 Teilnehmerinnen mit pathologischem LBC-Ergebnis auch QG-MPH
CIN2+-positiv. Dementsprechend zeigt sich zwischen LBC und QG-MPH CIN2+-Diagnostik eine

Ubereinstimmung von 78,44 %.

Werden nun diese beiden zytologischen Testverfahren kombiniert und eine Patientin als positiv
gewertet, sobald eine der beiden zytologischen Untersuchungen tber dem Cutoff liegt, so zeigen
80,21 % der 480 zytologisch negativen Frauen auch in der QG-MPH CIN2+-Diagnostik ein
negatives Ergebnis. Von den 27 zytologisch aufféalligen Frauen wurden 44,44 % auch in der QG-
MPH CIN2+-Diagnostik als positiv erkannt. Dies ergibt eine Gesamtibereinstimmung an
positiven (12 Ubereinstimmungen) und negativen (385 Ubereinstimmungen) Ergebnissen von
78,30 %.

Insgesamt wurden 112 Frauen QG-MPH CIN2+- und 110 Frauen dariiber hinaus auch QG-MPH
CIN3+-positiv getestet. Der Vergleich der Ergebnisse von QG-MPH CIN3+ vs. Zytologie zeigt
eine nahezu identische Ubereinstimmung wie der oben beschriebene Vergleich zwischen QG-
MPH CIN2+ vs. Zytologie. Als QG-MPH CxCa-positiv. wurden dagegen insgesamt 25
Patientinnen bewertet. Dass die Zahl der QG-MPH CxCa-Diagnosen unter den zytologisch
auffallig befundeten Frauen gering ausfallt, erscheint logisch, wenn man beriicksichtigt, dass bei
der regelméliig durchgefiihrten Zytologie haufig bereits die VVorstufen und nicht erst das Karzinom

erkannt werden.
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Tabelle 16: Vergleich der Ergebnisse der QG-MPH Dysplasie-Diagnostik mit denen der zytologischen
Untersuchungen der MARZY -Studie in Subpopulation 1.

PAP n=505(LBC n=524|PAP und/oder LBC n=507|Gesamt

Pos.| % |Neg.| % |Pos.| % [Neg.| % Pos. % Neg. % n %
Zytologie | 17 | 3,37 | 488 |96,63| 15 | 2,86 | 509 |97,14| 27 533 | 480 | 94,67 524 100 00
Gesamt 17 [100,00| 488 |100,00{ 15 |100,00| 509 |100,00f 27 |100,00] 480 |100,00 '
QG-MPH CIN2+ (RS CIN2+ und/oder RS CIN3+ und/oder RS CxCa pos.)
Pos. 9| 52,94| 98| 20,08 7| 46,67| 105| 20,63 12| 44,44 95| 19,79 112| 21,37
Neg. 8| 47,06] 390| 79,92 8| 53,33| 404| 79,37 15| 55,56 385/ 80,21 412| 78,63
QG-MPH CIN3+ (RS CIN3+ und/oder RS CxCa pos.)
Pos. 9| 52,94| 96| 19,67 7| 46,67| 103| 20,24 12| 44,44 93| 19,38 110{ 20,99
Neg. 8| 47,06/ 392| 80,33 8| 53,33 406| 79,76 15| 55,56 387| 80,63 414| 79,01
QG-MPH CxCa (RS CxCa)
Pos. 2| 11,76] 23| 4,71 1| 6,67 24| 4,72 3] 11,11 22| 4,58 25| 4,77
Neg. 15| 88,24 465| 95,29 14| 93,33| 485| 95,28 24| 88,89 458| 95,42| 499| 95,23

CIN = Cervical Intraepithelial Neoplasia, CxCa = Cervical Cancer, LBC = Liquid-Based Cytology, Neg. = Negativ,
Pos. = Positiv, QG-MPH = QuantiGene-Molecular-Profiling-Histology, RS = Risikoscore

In Tabelle 17 wird dariiber hinaus ein Vergleich der HR-HPV-Ergebnisse der QG-MPH HR-HPV-
Diagnostik mit denen der PCR dargestellt. Dabei waren 19,6 % der PCR-positiven Frauen auch in
der QG-MPH HR-HPV-Diagnostik positiv, wahrend 99,3 % der PCR-negativen auch im QG-
MPH ein negatives Ergebnis zeigten, sodass sich eine Gesamtiibereinstimmung von 85,3 % ergibt.
Die Gegenuberstellung der PCR und der QG-MPH HR-HPV-Diagnostik wird in Tabelle 17
auflerdem unterteilt in die verschiedenen HR-HPV Gruppen (hHR, mHR, potHR) abgebildet.

Tabelle 17: Vergleich der HR-HPV-Ergebnisse der QG-MPH HR-HPV-Diagnostik und der der PCR.

PCR* Gesamt

Positiv| % | Negativ| % n %
Gesamtzahl der Frauen 92| 176 432 | 824 524 | 100,0
92| 100,0 4321 100,0 524 100,0
Anzahl der QG-MPH HR-HPV-negative Frauen** 74| 80,4 429 99,3| 503| 96,0
Anzahl der QG-MPH HR-HPV-positiven Frauen** 18] 19,6 3 0,7 21 40

High-Risk Gruppe positiv***

. Positiv 13| 141 1 0,2 14 2.7
High-HR (16, 18, 31, 33, 45, 52, 58) Negativ 79| 859]  431] 998] 510] 973
- Positiv 6 6,5 2 0,5 8 1,5
Medium-HR (35, 39, 51,56, 59, 66, 68) |00 ativ 86| 935|  430] 995| 516| 985
. Positiv 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Potential-HR (73, 82) Negativ 921 100,0 432 100,0] 524 100,0

HPV = Humanes Papillomvirus, HR-HPV = High-Risk-HPV, PCR = GP5+/6+ RLB PCR, QG-MPH = QuantiGene-
Molecular-Profiling-Histology

* Fur die PCR wurden 14 HR-HPV-Genotypen (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68) einbezogen
(PCR = GP5+/6+ RLB PCR)

** Fr den QG-MPH wurden 18 HR-HPV-Genotypen (16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68,
73, 82) einbezogen

*** |nfektionen mit multiplen Typen mdoglich
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4.1.2 Studienpopulation mit histologischem Ergebnis im Baseline (Subpopulation 2)

Fur die Analyse der Sens. und Spez. der QG-MPH HR-HPV- bzw. QG-MPH Dysplasie-
Diagnostik konnten lediglich die BL-Ergebnisse der 61 Patientinnen mit vorhandener Histologie
im BL, welche als Referenzmethode gilt, herangezogen werden. Diese Frauen werden in Tabelle
18 entsprechend ihrer jeweiligen histologischen Diagnose, Normal (50 Patientinnen), CIN1 (zwei
Patientinnen), CIN2 (drei Patientinnen) und CIN3 (sechs Patientinnen), unterteilt und bezuglich
Alter, Zytologie-Ergebnissen, HR-HPV-Resultaten (inklusive QG-MPH HR-HPV-Diagnostik),

Therapie und STI-Erkrankungen beschrieben.

Von den insgesamt sechs Patientinnen der Gruppe CIN3 wurden in der LBC lediglich zwei
(33,33 %) als pathologisch eingestuft, von den 3 Patientinnen aus Gruppe CIN2 keine. Da in der
Gruppe Normal 44 der 50 Frauen ein unauffalliges LBC-Ergebnis zeigen, wurde somit bei sechs
Frauen (12,00 %) unter Zugrundelegung des Goldstandards ein falsch positiver Befund erhoben.
Gemal} den histologischen Resultaten wurde in der PAP-Untersuchung unter den histologisch als
normal eingestuften Frauen zu 18,00 % ein falsch positiver Befund sowie in der Gruppe CIN2 und

CIN3 zu 66,67 % ein falsch negativer Befund verzeichnet.

Der HC2 zeigt bei 60,00 % der in der Histologie als normal eingestuften Frauen ein positives HR-
HPV-Testergebnis, was, wie in der Einleitung bereits erwéhnt, mdglicherweise auf die Detektion
transienter Infektionen zurtckzufuhren ist. Demgegeniber konnte fur den HC2 in der Gruppe
CIN2 eine Detektionsrate von 100,00 % erreicht werden und auch in der Gruppe CIN3 wurde nur
eine Patientin nicht HC2-positiv getestet. Mittels PCR wurde in der Gruppe CIN3 ebenfalls nur
eine Teilnehmerin mit negativem HR-HPV-Ergebnis vermerkt. Unter den CIN2-Patientinnen
erkannte die PCR allerdings zwei der drei HC2-positiven Frauen nicht. Die Rate positiv
detektierter Frauen unter den histologisch Unauffalligen liegt dafir in der PCR mit 34,00 %
deutlich niedriger als im HC2. Die Analyse der einzelnen HR-HPV-Gruppen offenbart, dass in der
Gruppe CIN3 vier der finf PCR-positiven Frauen eine Infektion mit einem HR-HPV-Genotyp der
hHR-Gruppe hatten.

Die QG-MPH HR-HPV-Diagnostik verzeichnet im Vergleich zu den anderen beiden DNA-
basierten HPV-Tests insgesamt deutlich weniger HR-HPV-Infektionen (QG-MPH 12 vs. PCR 23
vs. HC2 39). So detektierte der QG-MPH-Test eine von drei Frauen aus der Gruppe CIN2 und 4
von 6 aus der Gruppe CIN3, wobei alle QG-MPH HR-HPV-positiven Félle (100,00 %) der hHR-
Gruppe zugeordnet wurden. Mit 14,00 % ist allerdings auch die Rate der durch die QG-MPH HR-
HPV-Diagnostik falsch positiv Getesteten erheblich niedriger.
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Beim Vergleich der histologischen Resultate mit den Ergebnissen der QG-MPH Dysplasie-
Diagnostik mittels Biomarkerexpression ist zu vermerken, dass von neun Frauen der
histologischen Gruppe CIN2+ (CIN2 und CIN3) sechs und damit 66,67 % auch mittels QG-MPH
als CIN2+ eingestuft wurden. Frauen mit einem histologischen Normalbefund bzw. CIN1 wurden
zu 82,00 % bzw. 100,00 % auch im QG-MPH-Test als unauffallig bzw. kleiner CIN2 befundet.
Anhnliche Ergebnisse wurden fiir die QG-MPH CIN3+-Diagnostik verzeichnet, die bei 83,33 %
der histologischen CIN3+ (CIN3) Erkrankungen ebenfalls ein positives Ergebnis konstatieren
konnte. Beziiglich der QG-MPH CxCa-Diagnostik kann gesagt werden, dass 95,08 % der Frauen
mit einem histologischen Normalbefund sowie einer CIN1-, CIN2- oder CIN3-Erkrankung auch
im QG-MPH-Test als negativ hinsichtlich des Risikos einer Karzinomerkrankung klassifiziert

wurden. Einen genauen Uberblick Gber diese Auswertungen verschafft Tabelle 19.
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Tabelle 18: Beschreibung der Subpopulation 2 (n = 61) anhand klinischer Daten und Baseline-Ergebnisse der
MARZY -Studie, eingeteilt in die jeweilige histologische Gruppe (Normal, CIN1, CIN2, CIN3).

Normal CIN1 CINZ2 CIN3 Gesamt
n % n % n % n % n %

50 81,97 2 3,28 3 4,92 6 9,84 61| 100,00
Alter (Jahre)
30-39 16 32,00 0 0,00 1 33,33 3 50,00 20 32,79
40-49 18 36,00 1 50,00 1 33,33 1 16,67 21 34,43
50-59 7 14,00 0 0,00 1 33,33 1 16,67 9 14,75
60+ 9 18,00 1 50,00 0 0,00 1 16,67 11 18,03
LBC (Liquid-Based Cytology)
Positiv (1lw+) 6 12,00 0 0,00 0 0,00 2 33,33 8 13,11
Negativ 44 88,00 2| 100,00 3| 100,00 4 66,67 53 86,89
Fehlend 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
PAP (Konventionelle Zytologie)
Positiv (1lw+) 9 18,00 1 50,00 1 33,33 2 33,33 13 21,31
Negativ 39 78,00 1 50,00 2 66,67 4 66,67 46 75,41
Fehlend 2 4,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 2 3,28
HC2 HR-HPV* (Digene Hybrid Capture® 2 High-Risk-HPV-DNA-Test)
Positiv 30 60,00 1 50,00 3| 100,00 5 83,33 39 63,93
Negativ 20 40,00 1 50,00 0 0,00 1 16,67 22 36,07
PCR HR-HPV** (GP5+/6+ RLB PCR)
Positiv 17 34,00 0 0,00 1 33,33 5 83,33 23 37,70
High-HR 14 82,35 0 0,00 1| 100,00 4 80,00 19 82,61
Medium-HR 6 35,29 0 0,00 0 0,00 1 20,00 7 30,43
Potential-HR 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Negativ 33 66,00 2| 100,00 2 66,67 1 16,67 38 62,30
QG-MPH HR-HPV*** (QuantiGene-Molecular-Profiling-Histology)
Positiv 7 14,00 0 0,00 1 33,33 4 66,67 12 19,67
High-HR 3 42,86 0 0,00 1| 100,00 4| 100,00 8 66,67
Medium-HR 5 71,43 0 0,00 0 0,00 0 0,00 5 41,67
Potential-HR 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Negativ 43 86,00 2| 100,00 2 66,67 2 33,33 49 80,33
Therapie
Ja 1 2,00 0 0,00 0 0,00 1 16,67 2 3,28
Nein 49 98,00 2| 100,00 3| 100,00 5 83,33 59 96,72
Kondylome****
Jemals 6 12,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 6 9,84
Nie 36 72,00 2| 100,00 2 66,67 4 66,67 44 72,13
Fehlend 8 16,00 0 0,00 1 33,33 2 33,33 11 18,03
Infektion mit Chlamydien****
Jemals 4 8,00 0 0,00 0 0,00 1 16,67 5 8,20
Nie 33 66,00 2| 100,00 2 66,67 2 33,33 39 63,93
Fehlend 13 26,00 0 0,00 1 33,33 3 50,00 17 27,87
Infektion mit Herpes****
Jemals 2 4,00 0 0,00 0 0,00 1 16,67 3 4,92
Nie 38 76,00 2| 100,00 2 66,67 4 66,67 46 75,41
Fehlend 10 20,00 0 0,00 1 33,33 1 16,67 12 19,67

CIN = Cervical Intraepithelial Neoplasia, HPV = Humanes Papillomvirus, HR = High-Risk, HR-HPV = High-Risk-
HPV

* 13 HR-HPV-Genotypen (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68) einbezogen

** 14 HR-HPV-Genotypen (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68) einbezogen

*** 18 HR-HPV-Genotypen (16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73, 82) einbezogen

**** |nformationen nur vom FU verfiigbar
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Tabelle 19: Vergleich der Ergebnisse der QG-MPH Dysplasie-Diagnostik mit denen der histologischen Untersuchung
der MARZY -Studie in Subpopulation 2.

Normal CIN1 CIN2 CIN3 Gesamt
n % n % n % n % n %

50| 81,97 2 3,28 3 4,92 6 9,84 61| 100,00
QG-MPH CIN2+ (RS CIN2+ und/oder RS CIN3+ und/oder RS CxCa positiv)
Positiv 9| 18,00 0 0,00 1| 33,33 5 83,33 15| 24,59
Negativ 41| 82,00 2| 100,00 2| 66,67 1| 16,67 46| 75,41
QG-MPH CIN3+ (RS CIN3+ und/oder RS CxCa positiv)
Positiv 9| 18,00 0 0,00 1| 33,33 5 83,33 15| 24,59
Negativ 41| 82,00 2| 100,00 2| 66,67 1| 16,67 46| 75,41
QG-MPH CxCa (RS CxCa positiv)
Positiv 1 2,00 0 0,00 1| 33,33 1| 16,67 3 4,92
Negativ 49| 98,00 2| 100,00 2| 66,67 5| 83,33 58| 95,08

CIN = Cervical Intraepithelial Neoplasia, CxCa = Cervical Cancer, QG-MPH = QuantiGene-Molecular-Profiling-
Histology, RS = Risikoscore

4.2 HR-HPV-Diagnostik mittels QuantiGene-Molecular-Profiling-Histology-
Test

Um die Treffsicherheit der QG-MPH HR-HPV-Diagnostik beurteilen zu kénnen, wurde ihre
Ubereinstimmung mit bereits etablierten, DNA-basierten HPV-Tests (PCR und HC2) auf der Basis
von Konkordanz und Cohens Kappa (k) Analysen (s. Tabelle 20) ermittelt. Letztere wurden, wie

in der Methodik bereits beschrieben, nach Landis und Koch durchgefiihrt.*?®

Beim Vergleich von QG-MPH HR-HPV-Diagnostik und der PCR zeigt sich unter Einbeziehung
aller vom jeweiligen Test berticksichtigen HR-HPV-Genotypen (QG-MPH HR-HPV-Diagnostik:
18, PCR: 14) eine Konkordanz von 85,31 % und ein mittelméRiges « von 0,27. Zu &hnlichen
Ergebnissen gelangt die Gegenuberstellung von QG-MPH HR-HPV-Diagnostik (18 Typen) und
HC2 (13 Typen). Die Ubereinstimmung der PCR und des HC2 fallt mit einer Konkordanz von
79,58 % und einem mittelmaliigem x von 0,26 etwas niedriger aus. Um die Vergleichbarkeit der
Methoden zu erhdhen, wurden bei einer erneuten Analyse fir alle drei HR-HPV-Tests lediglich
die 13 von der WHO als ,,High-Risk* definierten Genotypen herangezogen. Dies ergab jedoch nur

unwesentliche Unterschiede zu den oben genannten Ergebnissen.

Da der HC2 nur global angibt, ob eine Probe HR-HPV-positiv ist, ohne den HR-HPV-Genotyp zu
bestimmen, kdnnen mit diesem Test lediglich die Gesamtauswertungen verglichen werden. Bei
der QG-MPH HR-HPV-Diagnostik und der PCR kdnnen dartber hinaus auch die einzelnen HR-
HPV-Genotypen und -Gruppen betrachtet werden. Zwischen diesen beiden Tests zeigt sich fur die
Genotypen 51 und 59 mit einer Konkordanz von 99,81 % und einem «x von 0,67 sowie fur den

Genotyp 18 mit einer Konkordanz von 99,05 % und einem moderaten k von 0,44 eine gute
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Ubereinstimmung. Fiir die Genotypen 33, 35, 45, 73, 82 und somit auch fiir die Gruppe potHR (73
und 82) kann kein « ermittelt werden, da hier lediglich in einem der beiden Tests ein positiver Fall
auftrat. Ihre Konkordanz liegt dabei jeweils bei > 90,00 %. Fir die Genotypen 58 und 68 dagegen
liegt keine Ubereinstimmung der positiven Ergebnisse vor, sodass sich hier ein k von 0 ergibt,
obwonhl fir die Konkordanz aufgrund der groRen Ubereinstimmung an negativen Ergebnissen
Werte von 99,24 % bzw. 99,62 % erzielt werden. Die weiteren Ergebnisse der hHR- und mHR-
Gruppe sowie der Typen 16, 31, 39, 52, 56 und 66 liegen im Bereich der Gesamtiibereinstimmung.

Tabelle 20: Ubereinstimmungsanalyse der HR-HPV-Ergebnisse der QG-MPH HR-HPV-Diagnostik, der PCR und
des HC2 mittels Berechnungen von Konkordanz (K) und Cohens Kappa () in Subpopulation 1.

QG-MPH vs. PCR QG-MPH vs. HC2 PCR vs. HC2
524 524 524

Gesamtpositivitat K ()| « KIS % |K(%)| «x KIS % |K ()| « K195 %
HR-HPV-positiv* 85,31 0,17-0,38 | 87,02 0,17-0,40 | 7958 0,16-0,36
HR-HPV-positiv nach WHO** | 85,88 0,16-0,38 | 86,83 0,16-0,39 | 80,34 0,17-0,38
High-Risk-Gruppen
hHR (16, 18, 31, 33, 45, 52, 58) | 88,55 0,15-0,39
mHR (35, 39, 51, 56, 59, 66, 68)| 94,47 0,10-0,45
potHR (73, 82) 99,81 ----
High-Risk-Genotypen
16 93,70 0,06-0,38
18 99,05/ 0,44 | 0,04-0,85
31 98,85 0,01-0,78
33 99,05[ ----
35 99,43[ ----
39 99,43 10,401 —0,14-0,94
45 98,85| ----
51 99,81 0,67 | 0,05-1,00
52 97,90 —0,03-0,55
56 97,33 —0,04-0,47
58 99,24[ 0,00 | —0,01-0,00
59 99,811 0,67 | 0,05-1,00
66 98,28 (10,80 | —0,02-0,63
68 99,62| 0,00 | 0,00-0,00
73 100,00] ----
82 99,81[ ----

HC2 = Digene Hybrid Capture 2 High-Risk-HPV-DNA-Tests, hHR = High-HR, HPV = Humanes Papillomvirus, HR-
HPV = High-Risk-HPV, mHR = Medium-HR, PCR = GP5+/6+ RLB PCR, potHR = Potential-HR, QG-MPH =
QuantiGene-Molecular-Profiling-Histology HR-HPV-Diagnostik, WHO = World Health Organization

* Fir den QG-MPH wurden 18 HR-HPV-Genotypen (16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73,
82), fur die PCR 14 HR-HPV-Genotypen (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68) und fir den HC2 13
HR-HPV-Genotypen (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68) einbezogen

** WHO HR-HPV-Genotypen: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68

Einteilung nach Landis und Koch??: gelb: x = 0-0,2, orange: x = 0,21-0,4, rot. ¥ = 0,41-0,6, lila x = 0,61-0,8, blau:
xk=0,81-1,0

4.3 Sensitivitat, Spezifitat, positive und negative Likelihood Ratio

Zur Beurteilung der Qualitat der QG-MPH HR-HPV- und QG-MPH Dysplasie-Diagnostik zur

Zervixkarzinomdiagnostik wurden in dieser Arbeit Sens., Spez. sowie positive und negative LR
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(LR* und LR") dieser und der in der MARZY-Studie durchgefiihrten Screeningmethoden
bestimmt. Da die histologische Untersuchung einer bei der Kolposkopie entnommenen
Gewebeprobe den aktuellen Goldstandard zur Diagnose eines Zervixkarzinoms und dessen
Vorstufen darstellt, wurden deren Ergebnisse den Berechnungen zugrunde gelegt. Anschliel3end

wurden die Resultate der verschiedenen Methoden untereinander verglichen.

4.3.1 Absolute Sensitivitat, Spezifitat sowie positive und negative Likelihood Ratio

Sens. und Spez. wurden in dieser Arbeit in zwei verschiedenen Varianten ermittelt. Die rohe
Variante lasst den Verifikationsbias, der in dieser Arbeit hauptsachlich durch die Selektion der zur
Kolposkopie eingeladenen Frauen (Frauen mit Indikationen durch HC2 bzw. Zytologie Ergebnis
+ 5 % zuféllig bestimmter gesunder Frauen) und Nicht-Teilnahme einiger Eingeladener entsteht,
unberucksichtigt. In der adjustierten Variante wurde dieser Bias (Verzerrung der Ergebnisse)
herausgerechnet (s. Kapitel 3.3). Zur weiteren Einschatzung der klinischen Aussagekraft wurde
darliber hinaus LR* und LR" in roher und adjustierter Form bestimmt. Fir die Bewertung der
Ergebnisse der LR dient Tabelle 13 in Kapitel 3.3. Die genannten Berechnungen wurden fiir die
QG-MPH CIN2+-, QG-MPH CIN3+- und QG-MPH HR-HPV-Diagnostik, die zwei zytologischen
Untersuchungen LBC und PAP, die zwei DNA-basierten HPV-Tests HC2 und PCR sowie die vier
Cotesting-Varianten vorgenommen. Letztere sind Kombinationen aus einer zytologischen
Untersuchung und einem DNA-basierten HPV-Test, welche aufgrund der neuen
Screeningbestimmungen von Januar 2020 als eine Erweiterung des Vorsorgeprogramms
empfohlen werden. In dieser Arbeit werden folgende Kombinationen berticksichtigt:

e Cotesting 1 (LBC + PCR)

e Cotesting 2 (PAP + PCR)

e Cotesting 3 (LBC + HC2)

e Cotesting 4 (PAP + HC2)

Alle Berechnungen wurden fiir die histologischen Endpunkte CIN2+ und CIN3+ durchgefiihrt und
mit einem 95 % Kl angegeben. Fur die beiden zytologischen Untersuchungen wurde auch hier der
in Kapitel 4.1.1 definierte Cutoff verwendet. Wie auch in den anderen Analysen beruhen die PCR-
Ergebnisse auf den Resultaten der GP5+/6+ RLB PCR. Da kein histologisch diagnostiziertes
Karzinom im Studienkollektiv vorliegt, kann die QG-MPH CxCa-Diagnostik in dieser Arbeit nicht

validiert werden.
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Rohe Sensitivitat, Spezifitat sowie positive und negative Likelihood Ratio

Die nachfolgende Tabelle 21 stellt die Ergebnisse der rohen Sens., der rohen Spez. sowie der rohen
LR* und LR dar. Es ist zu erkennen, dass fur den histologischen Endpunkt CIN2+ der HC2 sowie
die Cotestings 3 und 4 mit 89 % zwar die groRte Sens., jedoch gleichzeitig auch die geringste Spez.
aufweisen. Bei der Spez. zeigen v. a. die LBC (88 %), die QG-MPH HR-HPV-Diagnostik (87 %),
aber auch die QG-MPH CIN2+-Diagnostik (83 %) die hochsten Werte. Die beste LR* verbucht in
dieser Gruppe die QG-MPH HR-HPV-Diagnostik (4,13), wobei die QG-MPH CIN2+-Diagnostik
mit einer LR* von 3,85 einen vergleichbaren Wert liefert. Diese Ergebnisse deuten gemaR
Tabelle 13 zur Einschéatzung der LR™ zwar nur auf eine schwache diagnostische Evidenz hin (hohe
diagnostische Evidenz ab LR* > 5), die Tendenz ist im Vergleich mit den anderen Testmethoden
jedoch Klar positiv. Bei der LR™ verbuchen der HC2 mit 0,28 und das Cotesting 3 mit 0,29 die
besten Werte. Auch diese liefern eine nur schwache diagnostische Evidenz (s. Tabelle 13) und
bedeuten, dass bei einem Gesunden die Wahrscheinlichkeit eines negativen Tests ca. 3,6-mal so
hoch wie bei Kranken ist. Insgesamt sind fiir den histologischen Endpunkt CIN3+ ahnliche
Ergebnisse zu vermerken. Hier haben die QG-MPH CIN3+-Diagnostik, die beiden DNA-basierten
HPV-Tests sowie die vier Cotesting-Varianten mit 83 % die hochste Sens. Die hdchste Spez. zeigt
die LBC mit 89 %, gefolgt von der QG-MPH HR-HPV-Diagnostik mit 85 % und der QG-MPH
CIN3+-Diagnostik mit 82 %. Die beiden letztgenannten weisen dartiber hinaus die besten Werte
fur die LR* (4,58) auf und liegen damit fast im Bereich einer hohen diagnostischen Evidenz (s.
Tabelle 13). Sie sagen aus, dass bei Kranken die Wahrscheinlichkeit eines positiven Tests 4,58-
mal so hoch wie bei Gesunden ist. Bezuglich der LR~ war einzig die QG-MPH CIN3+-Diagnostik

mit 0,2 im Bereich der hohen diagnostischen Evidenz (s. Tabelle 13).
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Tabelle 21: Rohe Sensitivitaten und Spezifitaten sowie positive und negative Likelihood Ratios fiir die histologischen
Endpunkte CIN2+ und CIN3+ in Subpopulation 2.

Rohdaten Histologie CIN2+ Histologie CIN3+
Sens. mit | Spez. mit | LR* mit LR mit | Sens. mit | Spez. mit | LR* mit LR" mit
95% KI | 5% KI | 95% KI | 95% KI | 95% KI | 95% KI | 95% KI | 95 % KI

QG-MPH 0,67 0,83 3,85 0,40 0,83 0,82 4,58 0,20
CIN2+  ](0,30; 0,93)|(0,70; 0,92)| (1,81; 8,18) |(0,16; 1,02)](0,36; 1,00)|(0,69; 0,91)| (2,36; 8,91) |(0,03; 1,22)

QG-MPH 0,67 0,83 3,85 0,40 0,83 0,82 4,58 0,20
CIN3+  [(0,30; 0,93)((0,70; 0,92)| (1,81; 8,18) |(0,16; 1,02)](0,36; 1,00){(0,69; 0,91)| (2,36; 8,91) |(0,03; 1,22)

QG-MPH 0,56 0,87 4,13 0,51 0,67 0,85 4,58 0,39
HR-HPV ](0,21; 0,86)|(0,74; 0,94)(1,67; 10,19)((0,25; 1,07)|(0,22; 0,96)|(0,73; 0,94)|(1,95; 10,77)(0,13; 1,22)

PAP 0,33 0,80 1,67 0,83 0,33 0,79 1,61 0,84
(0,07; 0,70)|(0,66; 0,90)| (0,57; 4,90) |(0,51; 1,35)](0,04; 0,78)|(0,66; 0,89)| (0,46; 5,59) |(0,47; 1,51)

LBC 0,22 0,88 1,93 0,88 0,33 0,89 3,06 0,75
(0,03; 0,60)((0,77; 0,96)| (0,46; 8,09) [(0,61; 1,26)](0,04; 0,78)|(0,78; 0,96)|(0,78; 11,91)|(0,42; 1,33)

HC? 0,89 0,40 1,49 0,28 0,83 0,38 1,35 0,44
(0,52; 1,00)((0,27; 0,55)| (1,08; 2,06) [(0,04; 1,80)](0,36; 1,00)((0,25; 0,52)| (0,89; 2,04) |(0,07; 2,70)

PCR 0,67 0,67 2,04 0,50 0,83 0,67 2,55 0,25
(0,30; 0,93)((0,53; 0,80)| (1,11; 3,73) |(0,19; 1,27)](0,36; 1,00)|(0,53; 0,79)| (1,51; 4,29) |(0,04; 1,50)

Cotesting 1 0,67 0,67 2,04 0,50 0,83 0,67 2,55 0,25
(LBC + PCR)|(0,30; 0,93)((0,53; 0,80)| (1,11; 3,73) | (0,19; 1,27)|(0,36; 1,00)|(0,53; 0,79)| (1,51; 4,29) |(0,04; 1,50)

Cotesting 2 0,67 0,57 1,55 0,59 0,83 0,57 1,96 0,29
(PAP + PCR)|(0,30; 0,93)|(0,42; 0,71)| (0,88; 2,70) |(0,23; 1,52)](0,36; 1,00)|(0,43; 0,71)| (1,22; 3,14) |(0,05; 1,76)

Cotesting 3 0,89 0,38 1,44 0,29 0,83 0,36 1,31 0,46
(LBC + HC2)|(0,52; 1,00)|(0,25; 0,53)| (1,05; 1,98) |(0,04; 1,89)](0,36; 1,00)((0,24; 0,50)| (0,87; 1,97) |(0,07; 2,84)

Cotesting 4 0,89 0,27 1,23 0,40 0,83 0,26 1,13 0,64
(PAP + HC2)](0,52; 1,00)|(0,16; 0,42)| (0,92; 1,63) |(0,06; 2,71)](0,36; 1,00)|(0,15; 0,40)| (0,76; 1,66) |(0,10; 4,07)

CIN = Cervical Intraepithelial Neoplasia, HC2 = Digene Hybrid Capture® 2 High-Risk-HPV-DNA-Test, HPV =
Humanes Papillomvirus, HR-HPV = High-Risk-HPV, KI = Konfidenzintervall, LBC = Liquid-Based Cytology, LR =
Negative Likelihood Ratio, LR* = Positive Likelihood Ratio, PCR = GP5+/6+ RLB PCR, QG-MPH = QuantiGene-
Molecular-Profiling-Histology, Sens. = Sensitivitat, Spez. = Spezifitat

Die beiden nachfolgenden Grafiken veranschaulichen die oben dargelegten Ergebnisse fir den
histologischen Endpunkt CIN2+ (Abbildung 12) und CIN3+ (Abbildung 13). Dabei ist der Test

mit der groten Akkuratheit (unter Berlicksichtigung von Sens. und Spez.) links oben zu finden.

Dies ist bei Betrachtung der histologischen Gruppe CIN3+ die QG-MPH Dysplasie-Diagnostik.
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Histologie CIN2+
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Abbildung 12: Darstellung der rohen Sensitivititen und Spezifitdten mit Konfidenzintervallen fir den histologischen
Endpunkt CIN2+ in Subpopulation 2. (CIN = Cervical Intraepithelial Neoplasia, CT = Cotesting (CT1 = LBC + PCR,
CT2 = PAP + PCR, CT3 = LBC + HC2, CT4 = PAP + HC2), HC2 = Digene Hybrid Capture® 2 High-Risk-HPV-
DNA-Test, HPV = Humanes Papillomvirus, HR-HPV = High-Risk-HPV, LBC = Liquid-Based Cytology, PCR =
GP5+/6+ RLB PCR, QG-MPH = QuantiGene-Molecular-Profiling-Histology)

Histologie CIN3+
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Abbildung 13: Darstellung der rohen Sensitivitdten und Spezifitdten mit Konfidenzintervallen fur den histologischen
Endpunkt CIN3+ in Subpopulation 2. (CIN = Cervical Intraepithelial Neoplasia, CT = Cotesting (CT1 =LBC + PCR,
CT2 = PAP + PCR, CT3 = LBC + HC2, CT4 = PAP + HC2), HC2 = Digene Hybrid Capture® 2 High-Risk-HPV-
DNA-Test, HPV = Humanes Papillomvirus, HR-HPV = High-Risk-HPV, LBC = Liquid-Based Cytology, PCR =
GP5+/6+ RLB PCR, QG-MPH = QuantiGene-Molecular-Profiling-Histology)

Adjustierte Sensitivitat, Spezifitat sowie positive und negative Likelihood Ratio

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der adjustierten Variante von Sens., Spez., LR* und

LR™ aufgezeigt. Hierbei werden der Verifikationsbias und eine mdglicherweise daraus
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resultierende Uberschatzung der Sens. und Unterschatzung der Spez. herausgerechnet. Die

gegenuber den rohen Werten (s. 0.) verminderten Sens. und gleichzeitige erhéhten Spez. sind in

Tabelle 22 deutlich zu erkennen. So zeigen auch bei diesen Berechnungen der HC2 sowie die
Cotestings 3 und 4 fir den Endpunkt CIN2+ mit 37 % die hochste Sens., wahrend fir den
Endpunkt CIN3+ die QG-MPH CIN3+-Diagnostik, die beiden DNA-basierten HPV-Tests und die
vier Cotestings mit 27 % die hochste Sens. aufweisen. Legt man die adjustierte Spez. zugrunde,
erzielen die LBC mit 98 %, gefolgt von der QG-MPH HR-HPV-Diagnostik mit 97 % und dem
PAP mit 96 % fur beide Endpunkte die hochsten Werte. Die QG-MPH HR-HPV-Diagnostik
erreicht mit einer LR* von 7,80 bzw. 6,38 eine hohe diagnostische Evidenz (s. Tabelle 13) im

Sinne von Akkuratheit. Bei der LR™ dagegen verzeichnen alle Methoden eine kaum relevante
diagnostische Evidenz (s. Tabelle 13). Bezuglich der QG-MPH Dysplasie-Diagnostik fallt auf,
dass die QG-MPH CIN2+- und die QG-MPH CIN 3+-Diagnostik genau die gleichen Ergebnisse
erzielt haben. Hierbei handelt es sich nicht um einen Fehler der Dokumentation.

Tabelle 22: Adjustierte Sensitivitaten, Spezifitdten sowie positive und negative Likelihood Ratios fir die

histologischen Endpunkte CIN2+ und CIN3+ in Subpopulation 2.

Adjustierte

Histologie CIN2+

Histologie CIN3+

Daten
Sens. mit | Spez. mit LR* mit LR mit Sens. mit | Spez. mit LR* mit LR mit
95 % KI 95 % KI 95 % KI 95 % KI 95 % KI 95 % KI 95 % KI 95 % KI

QG-MPH 0,27 0,85 1,83 0,85 0,27 0,85 1,74 0,87
CIN2+ (0,06; 1,00) | (0,67; 0,98) |(0,35; 29,84)| (0,00; 1,22) | (0,06; 1,00) | (0,67; 0,98) |(0,27; 32,93)| (0,00; 1,25)

QG-MPH 0,27 0,85 1,83 0,85 0,27 0,85 1,74 0,87
CIN3+ (0,06; 1,00) | (0,67; 0,98) |(0,35; 29,84)| (0,00; 1,22) | (0,06; 1,00) | (0,67; 0,98) |(0,27; 32,93)| (0,00; 1,25)

QG-MPH 0,23 0,97 7,80 0,79 0,21 0,97 6,38 0,82
HR-HPV ](0,05; 0,88) | (0,95; 0,99) |(1,35; 55,55)| (0,13; 0,99) | (0,03; 1,00) | (0,94; 0,99) |(0,62; 48,23)| (0,00; 1,01)

PAP 0,14 0,96 3,74 0,89 0,11 0,96 2,63 0,93
(0,00; 0,67) | (0,94; 0,98) |(0,00; 21,14)| (0,35; 1,04) | (0,00; 0,75) | (0,94; 0,98) |(0,00; 21,37)| (0,26; 1,06)

LBC 0,09 0,98 3,66 0,93 0,11 0,98 4,30 0,92
(0,00; 0,50) | (0,95; 0,99) |(0,00; 31,45)| (0,51; 1,04) | (0,00; 0,80) | (0,95; 0,99) |(0,00; 52,92)| (0,21; 1,04)

HC? 0,37 0,87 2,72 0,73 0,27 0,85 1,82 0,86
(0,11; 1,00) | (0,84; 0,89) | (0,65; 8,92) | (0,00; 1,07) | (0,06; 1,00) | (0,83; 0,87) | (0,32; 7,90) | (0,00; 1,15)

PCR 0,27 0,82 1,50 0,89 0,27 0,81 1,43 0,90
(0,06; 1,00) | (0,64; 0,95) |(0,30; 13,09)| (0,00; 1,26) | (0,06; 1,00) | (0,65; 0,95) |(0,26; 16,04)| (0,00; 1,30)

Cotesting 1 0,27 0,82 1,50 0,89 0,27 0,81 1,43 0,90
(LBC + PCR) ] (0,06; 1,00) | (0,64; 0,95) |(0,30; 13,09)| (0,00; 1,26) | (0,06; 1,00) | (0,65; 0,95) |(0,26; 16,04)| (0,00; 1,30)

Cotesting 2 0,28 0,80 1,40 0,90 0,27 0,80 1,35 0,91
(PAP + PCR) | (0,07; 1,00) | (0,63; 0,93) |(0,28; 10,61)| (0,00; 1,28) | (0,06; 1,00) | (0,63; 0,93) |(0,26; 12,76)| (0,00; 1,31)

Cotesting 3 0,37 0,86 2,65 0,74 0,27 0,85 1,78 0,86
(LBC +HC2)](0,11; 1,00) | (0,83; 0,89) | (0,65; 8,75) | (0,00; 1,07) | (0,06; 1,00) | (0,82; 0,87) | (0,31; 7,78) | (0,00; 1,15)

Cotesting 4 0,37 0,84 2,36 0,74 0,27 0,83 1,60 0,88
(PAP +HC2) | (0,11; 1,00) | (0,81; 0,86) | (0,58; 7,38) | (0,00; 1,10) | (0,06; 1,00) | (0,80; 0,85) | (0,28; 6,70) | (0,00; 1,19)

CIN = Cervical Intraepithelial Neoplasia, HC2 = Digene Hybrid Capture® 2 High-Risk-HPV-DNA-Test, HPV =
Humanes Papillomvirus, HR-HPV = High-Risk-HPV, KI = Konfidenzintervall, LBC = Liquid-Based Cytology, LR =
Negative Likelihood Ratio, LR™ = Positive Likelihood Ratio, PCR = GP5+/6+ RLB PCR, QG-MPH = QuantiGene-
Molecular-Profiling-Histology, Sens. = Sensitivitat, Spez. = Spezifitat
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Die Abbildungen 14 und 15 stellen die Ergebnisse der adjustierten Sens. und Spez. flr den
histologischen Endpunkt CIN2+ bzw. CIN3+ dar.
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Abbildung 14: Darstellung der adjustierten Sensitivitdten und Spezifitdten mit Konfidenzintervallen flr den
histologischen Endpunkt CIN2+ in Subpopulation 2. (CIN = Cervical Intraepithelial Neoplasia, CT = Cotesting (CT1
= LBC + PCR, CT2 = PAP + PCR, CT3 = LBC + HC2, CT4 = PAP + HC2), HC2 = Digene Hybrid Capture® 2
High-Risk-HPV-DNA-Test, HPV = Humanes Papillomvirus, HR-HPV = High-Risk-HPV, LBC = Liquid-Based
Cytology, PCR = GP5+/6+ RLB PCR, QG-MPH = QuantiGene-Molecular-Profiling-Histology)
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Abbildung 15: Darstellung der adjustierten Sensitivititen und Spezifititen mit Konfidenzintervallen fiir den
histologischen Endpunkt CIN3+ in Subpopulation 2. (CIN = Cervical Intraepithelial Neoplasia, CT = Cotesting (CT1
= LBC + PCR, CT2 = PAP + PCR, CT3 = LBC + HC2, CT4 = PAP + HC2), HC2 = Digene Hybrid Capture® 2
High-Risk-HPV-DNA-Test, HPV = Humanes Papillomvirus, HR-HPV = High-Risk-HPV, LBC = Liquid-Based
Cytology, PCR = GP5+/6+ RLB PCR, QG-MPH = QuantiGene-Molecular-Profiling-Histology)
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Die Berechnungen der rohen und adjustierten Sens., Spez. sowie LR* und LR wurden dariber

hinaus auch unter Verwendung des Cutoffs PAP 111D fir den PAP und fur die LBC vorgenommen.
Die Erhéhung des Cutoffs auf PAP 11D (gegenuber PAP Ilw) fahrt fur die beiden zytologischen

Untersuchungen und folglich auch fir die Cotestings zu einer Erhéhung der Spez. um bis zu

12 Prozentpunkte bei gleicher Sens. und dementsprechend einer Verbesserung der LR* und LR".

In Tabelle 23 und 24 sind die detaillierten Ergebnisse hierzu ausgefuhrt. Aus heutiger Sicht wére

PAP 11D der passendere Cutoff fur die Zytologie, um weitere Abklarungsuntersuchungen zu

veranlassen.

Tabelle 23: Rohe Sensitivitaten, Spezifitaten sowie positive und negative Likelihood Ratios unter Verwendung des

Cutoffs PAP 1D fir die histologischen Endpunkte CIN2+ und CIN3+ in Subpopulation 2.

Rohdaten Histologie CIN2+ Histologie CIN3+
Sens. mit | Spez. mit | LR* mit LR mit | Sens. mit | Spez. mit | LR* mit LR mit
95% K1 | 95% KI 95% KI 95% K1 | 95% KI | 95% KI 95% KI 95% KI
PAP 0,33 0,92 4,17 0,72 0,33 0,91 3,53 0,74
(0,07;0,70) | (0,81;0,98) | (1,12;15,57) | (0,45;1,16) | (0,04;0,78) | (0,79;0,97) | (0,87;14,41) | (0,42;1,30)
LBC 0,22 0,90 2,31 0,86 0,33 0,91 3,67 0,73
(0,03;0,60) | (0,79;0,97) | (0,53;10,15) | (0,60;1,23) | (0,04;0,78) | (0,80;0,97) | (0,90;14,97) | (0,41;1,30)
Cotesting 1 0,67 0,67 2,04 0,50 0,83 0,67 2,55 0,25
(LBC + PCR) | (0,30;0,93) | (0,53;0,80) | (1,11; 3,73) | (0,19;1,27) | (0,36;1,00) | (0,53;0,79) | (1,51; 4,29) | (0,04;1,50)
Cotesting 2 0,67 0,65 1,89 0,52 0,83 0,65 2,37 0,26
(PAP + PCR) [ (0,30;0,93) | (0,50;0,78) | (1,04; 3,42) | (0,20;1,33) | (0,36;1,00) | (0,51;0,77) | (1,42; 3,94) | (0,04;1,56)
Cotesting 3 0,89 0,40 1,49 0,28 0,83 0,38 1,35 0,44
(LBC + HC2)](0,52;1,00) | (0,27;0,55) | (1,08; 2,06) | (0,04;1,80) | (0,36;1,00) | (0,25;0,52) | (0,89; 2,04) | (0,07;2,70)
Cotesting 4 0,89 0,37 1,42 0,30 0,83 0,35 1,29 0,47
(PAP + HC2)1(0,52;1,00) | (0,24;0,52) | (1,04; 1,94) | (0,05;1,96) | (0,36;1,00) | (0,23;0,49) | (0,85; 1,93) | (0,08;2,94)

CIN = Cervical Intraepithelial Neoplasia, HC2 = Digene Hybrid Capture® 2 High-Risk-HPV-DNA-Test, HPV =
Humanes Papillomvirus, KI = Konfidenzintervall, LBC = Liquid-Based Cytology, LR™ = Negative Likelihood Ratio,
LR* = Positive Likelihood Ratio, PCR = GP5+/6+ RLB PCR, Sens. = Sensitivitat, Spez. = Spezifitat
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Tabelle 24: Adjustierte Sensitivitaten, Spezifitaten sowie positive und negative Likelihood Ratios unter
Verwendung des Cutoffs PAP 111D fiir die histologischen Endpunkte CIN2+ und CIN3+ in Subpopulation 2.

Adjustierte : . . :
Daten Histologie CIN2+ Histologie CIN3+
Sens. mit | Spez. mit | LR* mit LR mit | Sens. mit | Spez. mit | LR* mit LR mit
95% KI1 | 95% KI 95% KI 95% K1 | 95% KI | 95% KI 95% KI 95% KI
PAP 0,14 0,98 8,35 0,87 0,11 0,98 5,18 0,91
(0,00;0,67) | (0,96;1,00) | (0,00;71,09) | (0,34;1,02) | (0,00;0,75) | (0,96;1,00) | (0,00;61,61) | (0,26;1,03)
LBC 0,09 0,98 4,22 0,93 0,11 0,98 4,95 0,91
(0,00;0,50) | (0,96;1,00) | (0,00;40,03) | (0,51;1,03) | (0,00;0,80) | (0,96;1,00) | (0,00;66,47) | (0,21;1,03)
Cotesting 1 0,27 0,82 1,50 0,89 0,27 0,81 1,43 0,90
(LBC + PCR) | (0,06;1,00) | (0,64;0,95) | (0,30;13,09) | (0,00;1,26) | (0,06;1,00) | (0,65;0,95) | (0,26;16,04) | (0,00;1,30)
Cotesting 2 0,28 0,81 1,50 0,88 0,27 0,81 1,44 0,90
(PAP + PCR) [(0,07;1,00) | (0,64;0,95) | (0,30;12,12) | (0,00;1,26) | (0,06;1,00) | (0,64;0,94) | (0,26;15,08) | (0,00;1,29)
Cotesting 3 0,37 0,87 2,72 0,73 0,27 0,85 1,82 0,86
(LBC +HC2)](0,11;1,00) | (0,84;0,89) | (0,65; 8,92) {(0,00;1,07)(0,06;1,00) | (0,83;0,87) | (0,32; 7,90) | (0,00;1,15)
Cotesting 4 0,37 0,86 2,63 0,73 0,27 0,85 1,77 0,86
(PAP + HC?2) |(0,11;1,00) | (0,83,;0,88) | (0,64, 8,42) | (0,00;1,08) | (0,06;1,00) | (0,82;0,87) | (0,31, 7,49) | (0,00,1,16)

CIN = Cervical Intraepithelial Neoplasia, HC2 = Digene Hybrid Capture® 2 High-Risk-HPV-DNA-Test, HPV =
Humanes Papillomvirus, KI = Konfidenzintervall, LBC = Liquid-Based Cytology, LR™ = Negative Likelihood Ratio,
LR* = Positive Likelihood Ratio, PCR = GP5+/6+ RLB PCR, Sens. = Sensitivitat, Spez. = Spezifitat

4.3.2 Relative Sensitivitat und Spezifitat

Im nachfolgenden Unterkapitel werden die Ergebnisse der absoluten Sens. und Spez. der QG-
MPH Dysplasie-Diagnostik denen der anderen Verfahren gegentbergestellt sowie auf signifikante
Unterschiede hin tberprift (s. Kapitel 4.3.1). Dariiber hinaus werden auch die Ergebnisse der QG-
MPH HR-HPV-Diagnostik mit denen der beiden DNA-basierten HPV-Tests verglichen und
ebenfalls in Hinblick auf signifikante Unterschiede analysiert. Dazu wurden sowohl das Verhaltnis
der Sens. bzw. Spez. der gegenubergestellten Tests als auch ein 95 % KI berechnet, das die
Signifikanz der Ergebnisse bestimmt. Da die QG-MPH Dysplasie- bzw. QG-MPH HR-HPV-
Diagnostik jeweils den Dividenden bilden, weisen alle Werte > 1 auf ein im Vergleich besseres
Ergebnis des QG-MPH hin, wéhrend alle Werte < 1 fiir ein besseres Ergebnis des Vergleichstests
sprechen. Ein Ergebnis gilt als signifikant, wenn das 95 % KI den Wert 1 nicht beinhaltet,
wohingegen die Intervalle, die den Wert 1 einschlieBen, als nicht signifikant gelten. Alle

Berechnungen wurden sowohl fir die rohen als auch flr die adjustierten Werte vorgenommen.

Histologischer Endpunkt CIN2+

Die in diesem Abschnitt berechneten Verhaltnisse verdeutlichen, dass die QG-MPH CIN2+-
Diagnostik fiir den histologischen Endpunkt CIN2+ sensitiver ist als die zytologischen
Untersuchungsmethoden LBC und PAP. Dabei weisen die Vergleiche, abgesehen von der
adjustierten Sens. der QG-MPH CIN2+-Diagnostik vs. der des PAP, auch signifikante
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Unterschiede auf. Sensitiver als die QG-MPH CIN2+-Diagnostik sind lediglich der HC2, die
Cotestings 3 und 4 sowie bei Betrachtung der adjustierten Werte auch geringftigig (0,27 vs. 0,28)
das Cotesting 2. Diese Vergleiche verzeichnen jedoch keine signifikanten Unterschiede. Die QG-
MPH HR-HPV-Diagnostik weist zwar bezlglich der Sens. etwas schlechtere Resultate auf als die
DNA-basierten HPV-Tests, jedoch sind auch diese Unterschiede nicht signifikant. Beztglich der
rohen Spez. fallt v. a. auf, dass die QG-MPH CIN2+-Diagnostik auf3er im Vergleich zur LBC
spezifischer ist als alle anderen Methoden. Dabei zeigen die Vergleiche der QG-MPH CIN2+-
Diagnostik mit dem HC2, der PCR und den vier Cotesting-Varianten signifikante Unterschiede.
Unter Betrachtung der adjustierten Spez. haben die beiden zytologischen Untersuchungen, der
HC2 und das Cotesting 3 hthere Werte als die QG-MPH CIN2+-Diagnostik, aber ohne Signifikanz
zu erreichen. Die guten Ergebnisse der absoluten Spez. der QG-MPH HR-HPV-Diagnostik
spiegeln sich in der Tatsache wider, dass sich diese Methode sowohl bezlglich der rohen als auch
der adjustierten Ergebnisse signifikant spezifischer erweist als die beiden DNA-basierten HPV-
Tests. Alle Ergebnisse der relativen Sens. bzw. Spez. fir den histologischen Endpunkt CIN2+

werden in den Abbildungen 16 und 17 ausfuhrlich dargestellt.

. Relative Sensitivitit CIN2+
Testvergleich Verhiltnis Unteres 95 %KI  Oberes 95 % KI

C% -MPH CIN2+ vs. LBC
b

3 I - | 1.87 4.13
adjustiert 3 = 125 @

M 12+ vs
%(ﬁ; AFPH CIN2+vs PAP 3 ! i 12 2.8
adjustiert 1.94 = 0.97 o
G -MPH CIN2+vs. HC2 0.75 i 0,35 1.15
adjustiert 0.75 —=— 04

-MPH CIN2+ vs. PCR

. 1 = 1 1

adjustiert 1 n 1 1
QG-MPH CIN2+vs. CT1
roh . 1 - 1 !
adjustiert 1 ] 1 1

QG-MPH CIN2+ vs. CT2
0]
Adjustiert 097 . 095 1

QG-MPH CIN2+vs. CT3

roh . 0.75 —— 0.35 115
adjustiert 0.75 —=— 0.4
G-MPH CIN2+vs. CT4 <
QM v 0.75 —— 0.35 115
adjustiert 0,73 —— 0.39
G-MPH HR-HPV ws_ HC2
rQudh ) i 062  |——a—i 0,09 116
adjustert 0.62 —a 025 1
QG-MPHHR-HPV vs. PCR 0.53 048 19
roh . — . .
3511]1113'131'[ 0.83 —=y 0.5 1
I I 1 I I [ I 1 I I 1
] 0.5 1 1.5 2 25 3 3.5 4 45 5

Abbildung 16: Relative Sensitivititen mit Konfidenzintervallen fir den histologischen Endpunkt CIN2+ in
Subpopulation 2. (CIN = Cervical Intraepithelial Neoplasia, CT = Cotesting (CT1 = LBC + PCR, CT2 = PAP +
PCR, CT3 = LBC + HC2, CT4 = PAP + HC2), HC2 = Digene Hybrid Capture® 2 High-Risk-HPV-DNA-Test, HPV
= Humanes Papillomvirus, HR-HPV = High-Risk-HPV, LBC = Liquid-Based Cytology, PCR = GP5+/6+ RLB PCR,
QG-MPH = QuantiGene-Molecular-Profiling-Histology)
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Relative Spezifitit CIN2+

Testvergleich Verhiltnis Unteres 95 % KI  Oberes 95 % K1
-MPH CIN2+ vs. LEC
0.93 = 0.8 107
Adjustiert 0.87 ——— 0.69
M 2+ vs
I(%G hFPHCD.- vs. PAP L02 0.86 1.19
adjustiert 0,38 —=— 0.7 1,02
Y 2+ vs 2
I(%G hFPHCD.- vs. HC2 2.05 — 1.7 239
adjustiert 0,98 — 0.78 1.14
QG-MPH CIN2+ vs. PCR 123 . 103 14
adjustiert 1.04 —a— 0,82 13
I(_:;é(}:-h-[PH CIN2+vs.CT1 123 1.03 143
adjustiert 1.04 —a— 0.82 13
G-MPH CIN2+vs. CT2 <
LM v 145 ——y 12 1.69
adjustiert 1.06 —a— 0.34 1.35
I(%G-NIPH CIN2+vs. CT3 215 179 251
adjustiert 0,99 = 0.78 1.14
M 12+ vs. CT4
I(%G hFPHCD.- vs. CT4 3 254 146
adjustiert 1.01 —a—i 0.8 117
I(%G-NIPH HR-HPFV vs. HC2 214 I - i 1.82 247
adjustiert 1,12 - 1.09 1.16
(ﬁ-h-FPHHR-H:P\ vs. PCR 129 11 147
adjustiert 1.19 —e— 1,02 9
0.5 1 13 2 25 3 35

Abbildung 17: Relative Spezifitditen mit Konfidenzintervallen fir den histologischen Endpunkt CIN2+ in
Subpopulation 2. (CIN = Cervical Intraepithelial Neoplasia, CT = Cotesting (CT1 = LBC + PCR, CT2 = PAP +
PCR, CT3 = LBC + HC2, CT4 = PAP + HC2), HC2 = Digene Hybrid Capture® 2 High-Risk-HPV-DNA-Test, HPV
= Humanes Papillomvirus, HR-HPV = High-Risk-HPV, LBC = Liquid-Based Cytology, PCR = GP5+/6+ RLB PCR,
QG-MPH = QuantiGene-Molecular-Profiling-Histology)

Histologischer Endpunkt CIN3+

Setzt man die rohe und adjustierte Sens. der QG-MPH CIN3+-Diagnostik und die der
zytologischen Untersuchungen fiir den histologischen Endpunkt CIN3+ ins Verhaltnis, werden die
guten absoluten Ergebnisse der QG-MPH CIN3+-Diagnostik mit Werten deutlich > 1 bestétigt.
Die Unterschiede zwischen den Rohwerten der QG-MPH CIN3+-Diagnostik und denen der beiden
zytologischen Methoden sind dabei auch signifikant. Im Vergleich mit allen weiteren Tests stellt
sich die QG-MPH CIN3+-Diagnostik nahezu identisch mit diesen dar, sodass keine weiteren
signifikanten Unterschiede verzeichnet wurden. Die QG-MPH HR-HPV-Diagnostik erweist sich
erneut als weniger sensitiv als die DNA-basierten HPV-Tests, wobei auch hier keine signifikanten
Unterschiede verzeichnet wurden. Bezlglich der Spez. werden fur den histologischen Endpunkt
CIN3+ die gleichen Tendenzen wie beim histologischen Endpunkt CIN2+ gefunden. Abbildungen
18 (Sens.) und 19 (Spez.) présentieren nachfolgend die ausfiihrliche Analyse fir den
histologischen Endpunkt CIN3+.
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Relative Sensitivitiit CIN3+

Testvergleich Verhiltnis Unteres 35 % KI  Oberes 95 % KI
-MPH CIN3+ vs. LEC 25 : - : 143 357

adjustiert 25 ; - > 1 @
-MPH CIN3+ vs. PAP 25 \ - ' 143 357

adjustiert 241 I - = 0,96 o

QG-MPH CIN3+ vs. HC2 1 1 1

0] [ ]

adjustiert 1 - 1 1

QG-MPH CIN3+vs. PCR.

0] 1 ] 1 1

adjustiert 1 ™ 1 1

QG-MPH CIN3+vs. CT1

10 1 " ! 1

adjustiert 1 ™ 1 1

QG-MPH CIN3+ vs. CT2

0] 1 [ 1 1

adjustiert 0,97 7] 0.94 1

QG-MPH CIN3+vs. CT3

0] 1 [ ] 1 1

adjustiert 1 n 1 1

QG-MPH CIN3+ws. CT4

o) 1 l 1 1

adjustiert 0.97 [ 095 1
-\ - 7 v ¢

%}? MPH HR-HPV vs. HC2 08 036 124

adjustiert 0.8 —a 033 1

QG-MPH HR-HPV vs. PCR 038 036 124

adjustiert 0.8 P 033 1

Abbildung 18: Relative Sensitivitditen mit Konfidenzintervallen fur den histologischen Endpunkt CIN3+ in
Subpopulation 2. (CIN = Cervical Intraepithelial Neoplasia, CT = Cotesting (CT1 = LBC + PCR, CT2 = PAP +
PCR, CT3 = LBC + HC2, CT4 = PAP + HC2), HC2 = Digene Hybrid Capture® 2 High-Risk-HPV-DNA-Test, HPV
= Humanes Papillomvirus, HR-HPV = High-Risk-HPV, LBC = Liquid-Based Cytology, PCR = GP5+/6+ RLB PCR,
QG-MPH = QuantiGene-Molecular-Profiling-Histology)

Relative Spezifitiit CIN3+

Testvergleich Verhalmnis Unteres 5% KI  Oberes 95 % KI
¢ \[PH CIN3+ws.LBC 0.92 0.79 105
adjustiert 0.87 —a— 0.69
G-MPH CIN3+ vs. PAP
o v 1.02 —— 087 1.18
adjustiert 0.88 —e— 0.7 1,02
G-MPH CIN3+vs. HC2
- " 214 —— 1,79 249
adjustiert 0.99 —— 0,79 115
G-MPH CIN3+ vs. PCR
e ” 122 —e— 1.02 141
adjustiert 1.04 F—=— 0.83 3
QG-R-FPH CIN3=+ws. CT1 122 102 141
adjustiert 1.04 —a— 0.83 3
-M Ji+ v 2
QEMPHCINI+vs. CT2 142 —a— 119 1.65
adjustiert 1.06 —a— 0.34 1.34
I(%G-R{PH CIN3=+ws. CT3 225 189 261
adjustiert 1 —= 0.79 L1
-M < v r
I%G MPH CIN2+vs. CT4 14 —_——y 268 16
adjustiert 1.02 —a 0.81 1.18
-M - 7 v 2
I(%GBEHPRPE\ vs. HC2 294 191 257
adjustiert 113 - 117
ﬁ\[PH HE-HPV vs. PCR 127 1,09 145
adjustiert 119 . — 1,02 149
I ! I I 1 1 1
0.5 1 1.5 2 25 3 35

Abbildung 19: Relative Spezifitditen mit Konfidenzintervallen fur den histologischen Endpunkt CIN3+ in
Subpopulation 2. (CIN = Cervical Intraepithelial Neoplasia, CT = Cotesting (CT1 = LBC + PCR, CT2 = PAP +
PCR, CT3 =LBC + HC2, CT4 = PAP + HC2), HC2 = Digene Hybrid Capture® 2 High-Risk-HPV-DNA-Test, HPV
= Humanes Papillomvirus, HR-HPV = High-Risk-HPV, LBC = Liquid-Based Cytology, PCR = GP5+/6+ RLB PCR,
QG-MPH = QuantiGene-Molecular-Profiling-Histology)
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In den Abbildungen 20 bis 23 sind dieselben Analysen (Forest Plots) unter Verwendung des
zytologischen Cutoffs PAP IIID dargestellt. Mit diesem erhohten Cutoff zeigt die PAP-
Untersuchung, anders als mit dem Cutoff PAP Ilw, gegeniiber der QG-MPH Dysplasie-Diagnostik
flr beide histologische Endpunkte eine signifikant héhere rohe Spez. Alle weiteren Resultate

bleiben im Wesentlichen unverandert.

Relative Sensitivitit CIN2+ fiir PAPIIID

Testvergleich Verhiltnis Unteres 95% KI  Oberes 95% KI
BDG-NFPH CIN2+ws LBC 3 I - i 1.87 413
adjustiert 3 k - > 125 )
QG-MPH CIN2+ vs. PAP 5 12 28
< | — e £

Afustiert 194 ! - > 057 @
QG-MPH CIN2+ vs. HC2 0.75 035 115
ad}lusl:ie-rt 0,75 —= 0.4
Rg-X{PH CINI+vs. PCR .
adjustiert 1 : % %

g-h{PH CIN2+vs. CT1 . . .
adjustiert 1 e 1 1
¢ g-X{PH CINI+vs. CT2 . . .
adjustiert 0.97 .. 0,95 1
It%g-N{PH CIN2+vs. CT3 W 035 11

h . .75 —a— L35 5
adjustiert 0.75 —=— 04
Rg-X{PH CINI+vs. CT4 075 035 11

n . .75 —a— .35 3
adjustiert 073 —a— 0,39

-MPH HR-HPV vs. HC2
roh 0.62 - 0.09 L16
adjustiert 0.62 —a— 025
-MPHHR-HPV vs. PCR
%ﬁ ) 0,83 —— 0.48 119
adjustiert 0.83 —= 0.5
L} T T T T I T T T T 1
] 0.5 1 1.5 2 25 3 15 4 45 5

Abbildung 20: Relative Sensitivitdten mit Konfidenzintervallen unter Verwendung des Cutoffs PAP IHID fiir den
histologischen Endpunkte CIN2+ in Subpopulation 2. (CIN = Cervical Intraepithelial Neoplasia, CT = Cotesting
(CT1=LBC + PCR, CT2 = PAP + PCR, CT3 = LBC + HC2, CT4 = PAP + HC2), HC2 = Digene Hybrid Capture®
2 High-Risk-HPV-DNA-Test, HPV = Humanes Papillomvirus, HR-HPV = High-Risk-HPV, LBC = Liquid-Based
Cytology, PCR = GP5+/6+ RLB PCR, QG-MPH = QuantiGene-Molecular-Profiling-Histology)
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Relative Spezifitiit CIN2+ fiir PAPITID

Testvergleich Verhiltnis Unteres 95% KI  Oberes 5% K1
QG-MPH CIN2+vs. LBC
091 —a—r 0.79 1.04
Hhstiert 087 —a—i 0.69 1
QG-MPH CIN2+vs. PAP 0.89 0.79 0.99
0] . —a— .
adjustiert 0,87 = 0.68
QG-MPH CIN2+ vs. HC2 205 17 239
. 2, —_— . 2,

Adfustiert 098 —y 0.78 114
QG-MPH CIN2+vs. PCR
roh 123 —a 1.03 143
adjustert 1,04 — 0.82 13
QG-MPH CIN2+vs. CT1 123 103 143
adjustiert 104 —_— 0,82 i3

M pERT yl
QpMPHCINZ=vs. CT2 127 —a— 1,07 148
adjustiert 1.05 — 0,83 132
I(%G-NFPH CIN2+wvs. CT3 205 17 239
adjustiert 0,98 —— 0.78 1.14

-MPH CIN2+vs. CT4
2B v 221 —_———y 1.85 257
adjustiert 0,99 e 0.79 115
IC%E-MPH HE-HPV vs_ HC2 214 182 247
adjustiert 112 L] 1.09 1.16
¢ g\[PH HR-HPV vs. PCR 129 ——y 0 147
adjustiert 119 : Ii—l—|I . , 1.02 1

035 1 1.5 2 235

Abbildung 21: Relative Spezifititen mit Konfidenzintervallen unter Verwendung des Cutoffs PAP I1ID fir den
histologischen Endpunkte CIN2+ in Subpopulation 2. (CIN = Cervical Intraepithelial Neoplasia, CT = Cotesting
(CT1=LBC + PCR, CT2 = PAP + PCR, CT3 = LBC + HC2, CT4 = PAP + HC2), HC2 = Digene Hybrid Capture®
2 High-Risk-HPV-DNA-Test, HPV = Humanes Papillomvirus, HR-HPV = High-Risk-HPV, LBC = Liquid-Based
Cytology, PCR = GP5+/6+ RLB PCR, QG-MPH = QuantiGene-Molecular-Profiling-Histology)

Relative Sensitivitit CIN3+ fiir PAPIIID

Testvergleich Verhilnis Unteres 95% KI  Oberes 95% KI
I%G-N[PH CIN3+wvs.LBC 25 " A 1.43 357
adjustiert 235 ; - = 1 o
%G-NFPH CIN3+vs. PAP 25 | - . 143 357
adjustiert 241 F > 0.96 o
QG-MPH CIN3+vs. HC2
foh 1 . 1 1
adjustiert 1 " 1 1
QG-MPH CIN3+vs. PCR
oh . 1 [ ] 1 1
adjustiert 1 ™ 1 1
I%G-k-[PH CIN3+ws. CT1 1 ! 1 1
adjustiert 1 n 1 1
QG-MPH CIN3+vs. CT2
10) 1 ] 1 1
adjustiert 0.97 ] 0.94 1
QG-MPH CIN3+vs. CT3 1
0] [ ] 1 1
adfustiert 1 [ ] 1 1
Il%g-MPH CIN3+vs.CT4 i) 1 )
adjustiert 0,97 'l 0.95 1
g-MPH HR-HPV vs. HC2 08 " 0.36 124
adjustiert 0.8 e 0.33 1
g-h-FPH HR-HPV vs. PCR 05 —y 036 124
adjustiert 08 —e 0.33 1

I 1 1 I I I I I I 1

0.5 1 L3 2 25 3 3.5 4 43 5

Abbildung 22: Relative Sensitivitaten mit Konfidenzintervallen unter Verwendung des Cutoffs PAP I1ID fiir den
histologischen Endpunkte CIN3+ in Subpopulation 2. (CIN = Cervical Intraepithelial Neoplasia, CT = Cotesting
(CT1=LBC + PCR, CT2 = PAP + PCR, CT3 = LBC + HC2, CT4 = PAP + HC2), HC2 = Digene Hybrid Capture®
2 High-Risk-HPV-DNA-Test, HPV = Humanes Papillomvirus, HR-HPV = High-Risk-HPV, LBC = Liquid-Based
Cytology, PCR = GP5+/6+ RLB PCR, QG-MPH = QuantiGene-Molecular-Profiling-Histology)
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Relative Spezifitit CIN3+ fiir PAPIIID

Testvergleich Verhiltnis Unteres 95% KI  Oberes 95% KI
-MPH CIN3+wvs. LBC 09 0.78 102

. = , 02
B ljustiert 0.87 — 0.69 1
QG-MPH CIN3+ vs. PAP 09

. [—— 0.8 0.99
Adjustiert 087 — 0,69 1
QG-MPH CIN3+ vs. HC2 nia 179 .
Ebbstiert 099 —a— ' " | 0,79 115
QG-MPH CIN3+ vs. PCR 122

22 —— 1,02 141
R tert 104 —t— 083 i3
QG-MPH CIN3+ vs. CTI % —a 1,02 141
8 et 104 —— 083 i3
SUG-M:PH CIN3+vs. CT2 126 106 145
adjustiert 1 s 0.83 131
I(%G-X[PH CIN3+vs. CT3 214 179 249
adjustiert 0,99 —— 0,79 1.15
QG-MPH CIN3+vs. CT4 232 ' 195 2,68
adjustiert 1 e 0.8 1.16
QG-MPHHR-HPV vs. HC2 224 : 191 NS
adpustiert 113 - 17
I%_ -XFPH HE-HPV vz PCR 127 ' i 109 145
adjustiert 1.19 : II—I—|I | | 1.02 149

035 1 1.5 2 25

Abbildung 23: Relative Spezifitditen mit Konfidenzintervallen unter Verwendung des Cutoffs PAP IIID fir den
histologischen Endpunkte CIN3+ in Subpopulation 2. (CIN = Cervical Intraepithelial Neoplasia, CT = Cotesting
(CT1=LBC + PCR, CT2 = PAP + PCR, CT3 = LBC + HC2, CT4 = PAP + HC2), HC2 = Digene Hybrid Capture®
2 High-Risk-HPV-DNA-Test, HPV = Humanes Papillomvirus, HR-HPV = High-Risk-HPV, LBC = Liquid-Based
Cytology, PCR = GP5+/6+ RLB PCR, QG-MPH = QuantiGene-Molecular-Profiling-Histology)

4.4 Prognostische Aussagekraft des QuantiGene-Molecular-Profiling-

Histology-Tests

In diesem Kapitel soll mithilfe der FU-Ergebnisse der Studienteilnehmerinnen die prognostische
Féahigkeit des QG-MPH-Test, also die Vorhersagekraft bezlglich der Entwicklung einer
Erkrankung, beurteilt werden. Fir diese Analysen wurde neben den generellen QuantiGene-
spezifischen Ausschlusskriterien, ,, Therapie nach BL* als zusétzliches definiert. Insgesamt
schlieRt dieser zweite Teil der statistischen Auswertungen 499 Studienteilnehmerinnen (s. Kapitel
3.1.2) ein. Unter diesen waren nur zwei Frauen mit histologischem Ergebnis in BL und FU, was
bei einer Subpopulation einer Screeningstudie auch nicht verwunderlich ist. Da aufgrund dieser
sehr geringen Zahl keine aussagekraftigen statistischen Berechnungen zur Prognostik moglich
sind, werden im Rahmen dieser Arbeit nur deskriptive Analysen und Fallbeschreibungen

vorgestellt.

4.4.1 Deskriptive Follow-up-Analyse

Zunachst wird die fur die FU-Analysen herangezogene Subpopulation ausfihrlich bezlglich

progredierender, persistierender und regredierender FU-Ergebnisse der jeweiligen Testverfahren
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beschrieben. Da in diese Analysen eine andere Subpopulation als in die Querschnittsanalysen
eingeht, kommt es zu Abweichungen zu den oben genannten BL-Werten.

Ausgehend von den positiven BL-Ergebnissen der jeweiligen Tests zeigt Tabelle 25, wie viele
Frauen im mindestens zweijahrlichen FU mit derselben diagnostischen Methode erneut positiv
bzw. negativ getestet wurden und damit als persistierend bzw. ausgeheilt gelten. Insgesamt zeigen
von den 104 bzw. 103 der im BL QG-MPH CIN2+- bzw. QG-MPH CIN3+-positiven Frauen
40,4 % bzw. 39,8 % ein persistierendes Ergebnis im FU und 59,6 % bzw. 60,2 % wurden dieser
Untersuchungsmethode zufolge als ausgeheilt eingestuft. Bezuglich der QG-MPH HR-HPV-
Diagnostik kann gesagt werden, dass von den 18 initialen HPV-Infektionen bei vier Frauen eine
persistierende HPV-Infektion festgestellt wurde. Von den acht im BL histologisch CIN2+
diagnostizierten Frauen liegt fur eine auch im FU ein histologisches Ergebnis vor, welches
wiederum eine persistierende zervikale CIN2+ anzeigt. Bei den anderen sieben initialen CIN2+-
Patientinnen, darunter finf CIN3+, kann aufgrund der groRtenteils unauffalligen FU-
Screeningergebnisse und fehlender zweiter histologischen Untersuchung eine Ausheilung
lediglich vermutet werden. Eine genaue Falldarstellung mit Biomarkeranalyse dieser histologisch

auffalligen Patientinnen erfolgt in Kapitel 4.3.3.

Ausgehend von allen negativen Befunden in der BL-Untersuchung zeigt Tabelle 26, wie viele
Falle in der FU-Untersuchung fir den jeweiligen Test weiterhin ohne pathologischen Befund
blieben und wie viele Neuerkrankungen verzeichnet wurden. Der QG-MPH CIN2+- bzw. QG-
MPH CIN3+-Diagnostik zufolge kam es hierbei zu 81 bzw. 77 Neuerkrankungen, wahrend die
QG-MPH HR-HPV-Diagnostik 17 Neuinfektionen detektierte. Auch hier muss beziiglich der
histologischen Ergebnisse angemerkt werden, dass die negativen BL-Befunde nur Annahmen sind,
da die meisten Patientinnen mit unauffalligen Abstrichen keine histologische Untersuchung
erhalten hatten. Insgesamt wurden im FU mittels Histologie finf neue CIN2+-Erkrankungen,
darunter eine CIN3+, diagnostiziert. Wie in Tabelle 25 werden auch in Tabelle 26 neben der
Histologie (Endpunkte CIN2+ und CIN3+), der QG-MPH CIN2+-, QG-MPH CIN3+- und QG-
MPH HR-HPV-Diagnostik auch die Ergebnisse der beiden zytologischen Methoden sowie der
beiden bereits etablierten DNA-basierten HPV-Tests beschrieben, wobei fir die FU-Ergebnisse

95 % Kls berechnet wurden.

69



Ergebnisse

Tabelle 25: Anzahl der persistierenden und ausgeheilten Infektionen gemdaR der unterschiedlichen
Untersuchungsmethoden.

Test positiv bei Test positiv bei FU- Test negativ bei FU-
Test BL-Untersuchung | Untersuchung (persistierend) Untersuchung (ausgeheilt)

n % n % 95 % KI n % 95 % KI
QG-MPH CIN2+ 104 100 42 40,4 31,0-50,5 62 59,6 49,5-69,0
QG-MPH CIN3+ 103 100 41 39,8 30,4-49,9 62 60,2 50,1-69,6
QG-MPH HR-HPV 18 100 4 22,2 7,4-48,1 14 77,8 51,9-92,6
QG-MPH hHR 12 100 3 25,0 6,7-57,2 9 75,0 42,8-93,3
Histologie CIN2+ 8 100 1 12,5 0,7-53,3 7* 87,5 46,7-99,3
Histologie CIN3+ 5 100 0 0,0 5* 100,0
PAP 16 100 2 12,5 2,2-39,6 14 87,5 60,4-97,8
LBC 12 100 2 16,7 2,9-49,1 10 83,3 50,9-97,1
HC2 75 100 13 17,3 9,9-28,2 62 82,7 71,8-90,1
PCR 85 100 19 22,4 14,3-32,9 66 77,6 67,1-85,7

BL = Baseline, CIN = Cervical Intraepithelial Neoplasia, FU = Follow-up, HC2 = Digene Hybrid Capture® 2 High-
Risk-HPV-DNA-Test, hHR = High HR-HPV, HPV = Humanes Papillomvirus, HR-HPV = High-Risk-HPV, KI =
Konfidenzintervall, LBC = Liquid-Based Cytology, PCR = GP5+/6+ RLB PCR, QG-MPH = QuantiGene-Molecular-
Profiling-Histology

* Da es bei diesen Frauen keine Indikation fiir eine Kolposkopie im Follow-up gab, sind diese Zahlen nur Annahmen.

Tabelle 26: Anzahl der Neuerkrankungen und durchgéngig unaufféalligen Ergebnisse gemal der unterschiedlichen
Untersuchungsmethoden.

Test negativ bei Test positiv bei FU- Test negativ bei FU-Untersuchung
Test BL-Untersuchung Untersuchung (keine Neuerkrankung)
n % n % 95 % Kl n % 95 9% KI

QG-MPH CIN2+ 395 100 81 20,5 16,7 —24,9 314 79,5 75,1 —83,3
QG-MPH CIN3+ 396 100 77 19,4 | 15,7—-238 319 80,6 76,2 —84,3
QG-MPH HR-HPV 481 100 17 315 2,1-57 464 96,5 94,3-97,9
QG-MPH hHR 487 100 10 2,1 1,0-39 477 97,9 96,1 -99,0
Histologie CIN2+ 491* 100 5 1,0 04-25 486* 99,0 97,5-99,6
Histologie CIN3+ 494* 100 1 0,2 00-1,3 493* 99,8 98,7 —100,0
PAP 436** 100 18 4,1 2,5-6,6 418 95,9 93,4-97,5
LBC 487 100 8 1,6 08-34 477 98,4 96,6 — 99,2
HC?2 424 100 47 11,1 8,3-14,6 377 88,9 85,4 -91,7
PCR 414 100 35 8,5 6,0-117 379 91,5 88,3—-94,0

BL = Baseline, CIN = Cervical Intraepithelial Neoplasia, FU = Follow-up, HC2 = Digene Hybrid Capture® 2 High-
Risk-HPV-DNA-Test, hHR = High HR-HPV, HPV = Humanes Papillomvirus, HR-HPV = High-Risk-HPV, Kl =
Konfidenzintervall, LBC = Liquid-Based Cytology, PCR = GP5+/6+ RLB PCR, QG-MPH = QuantiGene-Molecular-
Profiling-Histology

* Da es bei diesen Frauen keine Indikation fir eine Kolposkopie im Follow-up gab, sind diese Zahlen nur Annahmen.
** Ursprilinglich 464 Baseline-negative; fur 28 von diesen liegt allerdings kein PAP-Ergebnis im Follow-up vor

4.4.2 Prognostische Aussagekraft des QuantiGene-Molecular-Profiling-Histology-Tests

unter Zugrundelegung von Zytologie und etablierten HPV-Tests

Da fur die meisten Patientinnen kein histologischer Befund vorliegt, aber bei fast allen Frauen eine
zytologische Untersuchung und ein DNA-basierter HPV-Test durchgefihrt wurde, wird in diesem
Abschnitt zunédchst die prognostische Aussagekraft der QG-MPH CIN2+-Diagnostik deskriptiv
anhand der zytologischen Ergebnisse und der HR-HPV-Resultate untersucht.
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In Tabelle 27 werden die kombinierten BL-Ergebnisse der Zytologie und der QG-MPH CIN2+-
Diagnostik mit den FU-Befunden dieser beiden Untersuchungen gekreuzt. Es ist zu beachten, dass
Zytologie-positiv bedeutet, dass der PAP- und/oder der Erstbegutachtungs-LBC-Befund auffallig
war/waren. Wenn das Ergebnis einer der beiden Untersuchungen fehlt und fir die andere Methode
ein negatives Ergebnis vorliegt, wurde die Patientin fur diese Analyse ausgeschlossen. Von
besonderem Interesse sind bei dieser Analyse die Zeilen ,,Zytologie-positiv, QG-MPH CIN2+-
negativ sowie ,,Zytologie-negativ, QG-MPH CIN2+-positiv*, da hier die Unterschiede der beiden
Untersuchungsmethoden beztglich Prognostik aufgezeigt werden. So ist in Spalte ,,Zytologie-
positiv zu sehen, dass von insgesamt 24 im FU zytologisch auffalligen Frauen im BL sowohl
zwei einen pathologischen Zytologiebefund bei negativer QG-MPH CIN2+-Diagnostik als auch
zwei einen pathologischen Befund in der QG-MPH CIN2+-Diagnostik, aber nicht in der Zytologie,
hatten. Dagegen zeigen ca. 75,0 % dieser Gruppe im BL fir beide Tests ein negatives Ergebnis.
Eine mdgliche Erklarung ist, dass hier die Infektion erst nach der BL-Untersuchung erfolgt ist.
Unter den 430 im FU Zytologie-negativen Frauen wurden 12 im BL zytologisch auffallig und QG-
MPH CIN2+-negativ sowie 83 im BL QG-MPH CIN2+-positiv und zytologisch unaufféllig
befundet. Es ist zu vermuten, dass die 1,6 %, die im BL QG-MPH CIN2+- und Zytologie-positiv
und im FU Zytologie-negativ waren, ausgeheilte Infektionen darstellen. In den Spalten ,,QG-MPH
CIN2+-positiv und ,,QG-MPH CIN2+-negativ wurden die zugehorigen FU-Ergebnisse der QG-
MPH CIN2+-Diagnostik beschrieben.

Die Kontingenzanalyse in Tabelle 28 zeigt die Kreuzung der Kombination aus den BL HR-HPV-
und QG-MPH CIN2+-Ergebnissen mit den FU HR-HPV-Resultaten. Dabei gilt eine Patientin als
HR-HPV-positiv, wenn sie HC2- und/oder PCR-positiv war. VVon den insgesamt 73 im FU HR-
HPV-positiven Frauen waren 17 im BL HR-HPV-positiv und QG-MPH CIN2+-negativ und 11
Frauen im BL QG-MPH CIN2+-positiv, jedoch HR-HPV-negativ. Erneut ist anzunehmen, dass es
sich bei den 38 im BL HR-HPV- und QG-MPH CIN2+-unauffélligen und im FU HR-HPV-
positiven Frauen um tatsachliche Neuinfektionen im FU gehandelt hat. Weiterhin ist zu erkennen,
dass von den 426 im FU HR-HPV-negativen Frauen ca. 20 % im BL HR-HPV-positiv und QG-
MPH CIN2+-negativ waren und ca. 15 %, d. h. 22 Frauen weniger, in der BL-Untersuchung fir
die QG-MPH CIN2+-Diagnostik positive und gleichzeitig HR-HPV-negative Befunde hatten.
Auch in dieser Kontingenztabelle werden die FU-Ergebnisse der QG-MPH CIN2+-Diagnostik in

den beiden hinteren Spalten dargestelit.
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Tabelle 27: Gegeniberstellung der kombinierten Ergebnisse aus Zytologie und QG-MPH CIN2+-Diagnostik im
Baseline mit den Follow-up-Resultaten beider Methoden.

BL-Befunde FU-Befunde
Zytologie* pos. Zytologie* neg. 0OG-MPH CIN2+ pos. |QG-MPH CIN2+ neq.
n (24)| % [95 % Kl |n (430)] % |95 % Kl |n (118) % [ 95 % Kl |n (364)] % | 95 % KI

Zytologie* pos.
QG-MPH CIN2+| 2 [83|15285| 7 |16/ 0,7-35 5 (42]16-101| 4 |11]| 0,430
pos.
Zytologie* pos.
QG-MPH CIN2+| 2 |83|15-285| 12 |28 1,550 3 |25]| 0,7-7,8 12 33| 1,858
neg.
Zytologie* neg.
QG-MPH CIN2+| 2 [83|15-285| 83 |19,3|15,7-23,4| 34 |(28,8/21,0-38,0| 56 |15,4/11,9-19,6
pOoS.
Zytologie* neg.
QG-MPH CIN2+ | 18 |75,0/52,9-89,4| 328 |76,3|71,9-80,2| 76 |64,4|55,0-72,9| 292 |80,2|75,7-84,1
neg.
BL = Baseline, CIN = Cervical Intraepithelial Neoplasia, FU = Follow-up, KI = Konfidenzintervall, LBC = Liquid-
Based Cytology, neg. = Negativ, pos. = Positiv, QG-MPH = QuantiGene-Molecular-Profiling-Histology

* Zytologie = Kombination aus PAP und LBC Ergebnis = positiv, wenn eine der beiden Methoden positiv ist

Tabelle 28: Gegenlberstellung der kombinierten Ergebnisse aus HR-HPV- und QG-MPH CIN2+-Diagnostik im
Baseline mit den Follow-up-Resultaten beider Methoden.

BL-Befunde FU-Befunde
HR-HPV* pos. HR-HPV* neq. QG-MPH CIN2+ pos.|QG-MPH CIN2+ neq.
n(73)] % | 95% KI [n (426)] % | 95% Kl |n (123)] % | 95% KI [n (376)] % | 95% KI

HR-HPV* pos.
QG-MPH CIN2+| 7 196|43-193| 21 (49| 32-76 | 13 |10,6| 6,0-17,7 | 15 |4,00| 2,3-6,6
pos.
HR-HPV* pos.
QG-MPH CIN2+ | 17 |23,3|14,5-34,9| 87 |20,4|16,8-24,6| 21 |17,1|11,1-251| 83 |22,1|18,1-26,7
neg.
HR-HPV* neg.
QOG-MPH CIN2+| 11 |15,1|8,1-25,8| 65 (15,3|12,0-19,1] 29 |(23,6|16,6-32,2| 47 |12,5| 9,4-16,4
pos.
HR-HPV* neg.
QG-MPH CIN2+ | 38 |52,1]40,1-63,8| 253 |59,4\54,5-64,1| 60 [48,8/39,7-57,9| 231 |61,4|56,3- 66,3
neg.
BL = Baseline, CIN = Cervical Intraepithelial Neoplasia, FU = Follow-up, HC2 = Diagene Hybrid Capture® 2
High-Risk-HPV-DNA-Test, HPV = Humanes Papillomvirus, HR-HPV = High-Risk-HPV, Kl = Konfidenzintervall,
neg. = Negativ, PCR = GP5+/6+ RLB PCR, pos. = Positiv, QG-MPH = QuantiGene-Molecular-Profiling-Histology
* HR-HPV = Kombination aus PCR und HC2 Ergebnis = positiv, wenn eine der beiden Methoden positiv ist

4.4.3 Anekdotische Darstellung der prognostischen Aussagekraft des QuanitGene-
Molecular-Profiling-Histology-Tests in Bezug auf die Histologie anhand von

Fallbeschreibungen

Da das Kollektiv fiir die hier durchgefuhrten Analysen eine Subpopulation einer Screeningstudie
darstellt, ist die Anzahl der Patientinnen mit histologischem Ergebnis naturgemal? sehr gering.
Daher wird nachfolgend die Analyse der prognostischen Aussagekraft des QG-MPH beztiglich der

Histologie anekdotisch in Fallbeschreibungen aufgezeigt. Hierfur werden alle Patientinnen mit im
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BL oder FU CIN2+-Histologie ausfiihrlich beschrieben. Neben der in Kapitel 4.3.1 bereits
erwéhnten Patientin mit persistierender CIN2+ (Patientin 1) werden die funf im FU (Patientinnen
2—6) sowie die sieben im BL (Patientinnen 7—-13) histologisch CIN2+-positiven Frauen vorgestellt.
Daruber hinaus wird auch eine gesunde Teilnehmerin (Patientin 14) inkludiert, die neben
Patientin 1 die einzige mit zweimalig durchgefiihrter Histologie in dieser Subpopulation ist. Bei
der in Tabelle 29 rot markierten Patientin 15 handelt es sich um die therapierte und damit von den

bisherigen FU-Analysen ausgeschlossene Studienteilnehmerin.

Patientin 1: Neben zytologischen Auffalligkeiten wurden bei dieser Patientin eine HPV 16-
Infektion sowie histologisch eine CIN3 detektiert und auch im QG-MPH war sie CIN3+ und HPV
16-positiv. Bei der FU-Untersuchung wurden die gleichen Ergebnisse gefunden, auf3er, dass
beziglich der LBC mit dem Stadium PAP Il sowie beziiglich der Histologie mit der Diagnose
CIN2 ein Riickgang der zervikalen Lé&sion zu verzeichnen war. Im QG-MPH wurde weiterhin eine

CIN3+ und eine HPV 16-Infektion gemessen.

Patientinnen 2+4+6: Diese drei Patientinnen wiesen in der BL-Untersuchung sowohl bei den
etablierten Screeningmethoden als auch im QG-MPH unauffallige Ergebnisse auf. Im FU waren
alle drei Frauen HR-HPV-positiv und bei zwei von ihnen zeigten sich zudem zytologische
Auffalligkeiten. Die damit indizierte histologische Untersuchung ergab bei zwei Patientinnen die
Diagnose CIN2 und bei einer Patientin die Diagnose CIN3. Der QG-MPH diagnostizierte bei allen
drei Studienteilnehmerinnen eine CIN3+, allerdings war nur bei einer von ihnen eine HR-HPV-
Infektion messbar. Bei Patientin 6 ist anzumerken, dass flr das positive QG-MPH CIN3+-Ergebnis

einzig der erhdhte Biomarker p16 verantwortlich ist.

Patientin 3: Bei dieser Teilnehmerin konnten im BL keine zytologischen Auffalligkeiten
(fehlendes PAP-Ergebnis, unauffallige LBC) und nur mittels PCR eine HR-HPV-Infektion
detektiert werden. Flr den QG-MPH wurde zu diesem Zeitpunkt eine HR-HPV-negative CIN3+
verzeichnet. Auch hier war flr das QG-MPH CIN3+-Ergebnis einzig der erhdhte Biomarker p16
verantwortlich. Da der HC2 negativ und die Zytologie unaufféllig waren, wurde keine
histologische Untersuchung vorgenommen. Im FU zeigte sich erneut eine mittels PCR detektierte
HPV 52-Infektion und auch mittels HC2 konnte diesmal eine HR-HPV-Infektion festgestellt
werden. Das Ergebnis der LBC lautete PAP llw/l1k und das des PAP-Abstrichs PAP IVa. In der
anschlieBenden Histologie wurde eine CIN2 diagnostiziert. Der QG-MPH zeigte abermals eine
HR-HPV-negative CIN3+. Diesmal waren jedoch neben p16 auch der Biomarker MCM2 und der
fihrende HPV (ber ihrem jeweiligen Cutoff.
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Patientin 5: Die funfte Fallbeschreibung stellt eine im BL fir die etablierten Screeningmethoden
unauffallige Patientin vor, bei der folglich keine histologische Abklarung vorgenommen wurde.
Fur den QG-MPH wurde im BL bereits eine HR-HPV-negative CIN3+ vermerkt. Abermals war
nur der Biomarker p16 ber dem Cutoff und fiir die CIN3+-Positivitat verantwortlich, wahrend
der RS CIN2+ negativ war. Es zeigte sich auch ein erhhtes ALDH1AL1, welches alleine jedoch
nicht fur einen positiven Karzinomscore ausgereicht hat. Aufgrund einer im FU neu aufgetretenen
HPV 16-Infektion wurde trotz unauffalliger Zytologie eine Histologie durchgefiihrt, bei der die
Diagnose CIN2 gestellt wurde. Die QG-MPH-Ergebnisse zeigten dabei erneut eine CIN3+,
diesmal allerdings mit einer HPV 16-Infektion und einer Erhéhung mehrerer Biomarker.

Patientinnen 7+12: Histologisch zeigte sich bei diesen beiden Frauen im BL eine CIN2 bzw.
CIN3. Diese weiterflihrende differentialdiagnostische Untersuchung war bei Patientin 7 aufgrund
eines positiven HC2-Ergebnisses indiziert, wéhrend Patientin 12 vermutlich zu den 5 % gesunden
Frauen mit Histologie z&hlt, da bei ihr alle Screeningergebnisse unaufféllig waren. Die QG-MPH-
Resultate sind sowohl im BL als auch im FU, genau wie die FU-Befunde der
Screeninguntersuchungen, ohne Pathologie, sodass auch keine erneute histologische

Untersuchung stattgefunden hat.

Patientinnen 11+13: Die zytologischen Auffalligkeiten von Patientin 11 sowie die HR-HPV-
Positivitat beider Patientinnen (11+13) konnten mittels Histologie und QG-MPH bestatigt werden,
wobei sich bei Patientin 11 zwischen dem QG-MPH und der Histologie Abweichungen im jeweils
detektierten Schweregrad der Dysplasie zeigten. So wurde durch den QG-MPH ein erhdhtes
Karzinomrisiko (Erhéhung von MCM2, ALDH1AL1 und fuhrender HPV) und fur die Histologie
eine CIN2 diagnostiziert. Das FU konstatierte bei beiden Frauen fur alle Untersuchungsmethoden

unaufféllige Befunde, sodass auch keine erneute histologische Untersuchung durchgefiihrt wurde.

Patientin 8: Bei dieser im BL zytologisch unaufféalligen, HR-HPV positiven und histologisch als
CINS3 diagnostizierten Patientin wurde zum gleichen Untersuchungszeitpunkt im QG-MPH ein
HR-HPV-negatives Karzinom verzeichnet. Die QG-MPH Diagnose ,,Karzinom* ist durch die
Erh6hungen der Biomarker MCM2, ALDH1A1l sowie fihrender HPV bedingt. Die FU-
Untersuchungsergebnisse zeigten sich ricklaufig, sodass aul3er einer in der PCR detektierten HR-
HPV-Infektion mit zum BL abweichendem Typ kein weiterer pathologischer Befund resultierte.

Im QG-MPH lag hier kein Biomarker tiber dem jeweiligen Cutoff.

Patientin 9: Diese Patientin zeigte in der BL-Untersuchung lediglich eine HC2-HR-HPV-
Positivitat sowie eine histologisch diagnostizierte CIN2. Ein &hnliches Bild ist auch im FU zu
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sehen, nur dass diesmal keine Histologie durchgefuhrt wurde und mittels QG-MPH ein Karzinom
(aufgrund der Erhéhung von MCM2, ALDH1A1 und fiihrendem HPV) und eine HPV 68-Infektion
gemessen wurde. Es ist zu erwahnen, dass der Biomarker ALDH1A1 bereits im BL erhéht war,

dieser jedoch alleine nicht fur einen positiven Karzinomrisikoscore gentigt hat.

Patientin 10: Die bei dieser Patientin in der BL-Untersuchung detektierten pathologischen PAP-,
HR-HPV- und Histologiebefunde konnten mittels QG-MPH bestatigt werden. Im darauffolgenden
FU zeigten sich auBer der weiterhin bestehenden HPV 16-Infektion weder in der Zytologie noch
im QG-MPH Pathologien. Aus unbekannten Grinden wurde bei dieser Patientin im FU trotz

Indikation keine histologische Untersuchung durchgefiihrt.

Patientin 14: Aufgrund unauffalliger BL- und FU-Histologie wurde diese Patientin als gesund
bezeichnet. Bei ihr waren alle BL-Ergebnisse inklusive QG-MPH-Resultate unauffallig. In der
FU-Untersuchung waren erneut grotenteils Normalbefunde zu verzeichnen. Lediglich der HC2
zeigte eine HR-HPV-Positivitdt an und der QG-MPH war im Risikoscore CIN2+ positiv
(Erhéhung von p16 und fihrendem HPV) bei unauffalligem HR-HPV-Status.

Patientin 15: Fir diese Patientin wurde bei der BL-Untersuchung in der LBC der Befund
PAP IVa, eine HR-HPV-Infektion mit dem Genotyp 16 sowie histologisch eine CIN3 verzeichnet.
Auch im QG-MPH zeigte sich im BL eine CIN3+ mit HPV 16-Infektion. Die auf die BL-

Untersuchung folgende Therapie erklart die durchweg unauffalligen FU-Befunde dieser Patientin.

Da mdoglicherweise bestimmte Biomarker eine entscheidende Rolle fiir die prognostische
Aussagekraft der QG-MPH Dysplasie-Diagnostik spielen, werden diese nun einzeln betrachtet (s.
Abbildung 24). Hierzu werden neben den zwei Frauen mit Histologie in BL und FU nur
Fallbeschreibungen ausgewahlt, die bei fehlender zweiter Histologie in allen Screeningtests
unaufféllig waren. Durch diese Anforderung soll die Wahrscheinlichkeit einer unauffélligen
Histologie auf eine breitere Basis gestellt werden. So wurden aufgrund widersprichlicher
Ergebnisse die Patientinnen 3, 8, 9 und 10 nicht mit einbezogen und es verbleiben fir die Analyse
der Biomarker Patientin 1 (,,Persistierend*), die Patientinnen 2, 4 - 6 (,,Neuerkrankung®), die
Patientinnen 7, 11-13 (,,Ausgeheilt“) und Patientin 14 (,,Gesund“). Wenn es um die
Vorhersagekraft zur Entwicklung einer Erkrankung geht, ist es wichtig, dass die
Vergleichsgruppen geméal den etablierten Tests das gleiche Anfangsstadium mit einer
moglicherweise abweichenden Entwicklung im FU aufweisen. Deshalb werden jeweils die
Gruppen ,,Persistierend und ,,Ausgeheilt”, beide im BL auffallig, sowie die Gruppen ,,Gesund*

und ,,Neuerkrankung®, beide im BL unauffallig, gegenubergestellt.
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Im erstgenannten Vergleich fallt auf, dass v. a. bei den Patientinnen 11 und 13 sowie grofitenteils
auch bei Patientin 12 aus der Gruppe ,,Ausgeheilt p16, Stathmin und MCM2 deutlich starker
exprimiert waren als bei der persistierenden Patientin. Bei den Patientinnen 7 und 12 muss
angemerkt werden, dass diese zum Zeitpunkt der histologischen CIN2+-Erkrankung sowohl beim
QG-MPH als auch bei fast allen anderen Screeninguntersuchungen unaufféllig waren und somit
das histologische Resultat mit Vorsicht zu betrachten ist. Fir die Karzinommarker ALDH1AL,
BIRC5 und TERT traten abgesehen von Patientin 11 in beiden Gruppen keine wesentlichen
Erhohungen auf. Dass die Splicemarker nur bei der persistierenden Patientin erhoht waren, l&sst
sich dadurch erkl&ren, dass nur bei dieser eine HPV 16-Infektion nachgewiesen wurde und nur fur
diesen Genotyp Splicemarker in die RS einbezogen sind.

In der zweiten Gegeniiberstellung zeigt sich fiir die Gruppe ,,Neuerkrankung™ im Gegensatz zur
gesunden Patientin im BL eine groftenteils einheitliche Erhéhung von p16, Stathmin und MCM2.
Dabei ist fur p16 ein eindeutiger Unterschied zwischen den beiden Gruppen im Sinne von héherer
Expression bei Neuerkrankungen zu verzeichnen, wahrend dieser bei MCM2 nur sehr gering
ausfallt. Fir den Biomarker ALDH1AL1 zeigt Patientin 5 eine deutliche und Patientin 6 eine leichte

Erhohung. Alle weiteren Biomarker waren bei beiden Gruppen unauffallig.

76



Ergebnisse

Tabelle 29: Fallbeschreibungen von Patientinnen mit aufféalliger Histologie (CIN2+) im Baseline oder Follow-up sowie von Patientinnen mit histologischer Untersuchung zu
beiden Zeitpunkten.

Baseline-Ergebnisse Follow-up-Ergebnisse
MARZY QG-MPH MARZY QG-MPH
PAP LBC HC2 PCR [Histologie| Dysplasie | HR-HPV PAP LBC HC2 PCR |Histologie| Dysplasie | HR-HPV
(P'Z"’r‘ggg;gnld) PAP IIID | PAP IID | positiv | HPV 16 | CIN3 | CIN3+ | HPV 16 [PAPIIID| PAPIl | positiv | HPV 16 | CIN2 | CIN3+ | HPV 16
Patientin2 | pap | | pAPII | negativ | negativ | Fehlt | negativ | negativ | PAP IIID |PAP IIID| positiv | HPV31 | CIN2 | CIN3+ | HPV 31
(Neuerkrankung)
Peileniln & Fehlt | PAPII | negativ | HPV52 | Fehlt | CIN3+ | negativ | PAP IVa | PAPIIk | positiv | HPV52 | CIN2 | CIN3+ | negativ
(Neuerkrankung)
Patientin 4 . . . . . HPV 16 .
(Neuerkrankung) PAP 11 PAP 11 negativ | negativ Fehlt negativ | negativ | PAP IIID | PAP IIID | positiv +45 CIN2 CIN3+ negativ
PatientinS | oAby | PAPII | negativ | negativ | Fehlt | CIN3+ | negativ | PAPI/I | PAPII | positiv | HPV16 | CIN2 | CIN3+ | HPV 16
(Neuerkrankung)
Patientin 6 . . . . . .
(Neuerkrankung) PAP 11 PAP I negativ | negativ Fehlt negativ | negativ Fehlt PAP 11 positiv | HPV 58 CIN3 CIN3+ | negativ
(PA"’E[;(SZEQIZ) PAP Il PAP II positiv | negativ CIN2 negativ | negativ | PAP Il PAP Il | negativ | negativ Fehlt negativ | negativ
(;al};‘;gﬁglf) PAPII | PAPII | positiv | HPV56 | CIN3 | CxCa | negativ | PAPII | PAPII | negativ | HPV 66 | Fehlt | negativ | negativ
(Fﬁ;ggﬁle;l?) PAP II PAP 11 positiv | negativ CIN2 negativ | negativ | PAP I/Il | PAPII positiv | negativ Fehlt CxCa | HPV 68
Tﬁb‘:;;‘}’;"lg PAPIIID| PAPIl | positiv | HPV 16 | CIN3 | CIN3+ | HPV 16 | PAPII | PAPIl | positiv | HPV 16 | Fehlt | negativ | negativ
TXE‘?;;']’;"% PAPIIID| PAPIl | positiv | HPV52 | CIN2 | CxCa | HPV52 | PAPII | PAPIl | negativ | negativ | Fehlt | negativ | negativ
E)ﬁblse;;ﬁzill'g PAP II PAP Il | negativ | negativ CIN3 negativ | negativ | PAPII PAP Il | negativ | negativ Fehlt negativ | negativ
Tﬁt'sggr']gnlg PAPIl | PAPII | positiv | HPV31 | CIN3 | CIN3+ | HPV31 | PAPII | PAPII | negativ | negativ | Fehlt | negativ | negativ
P?gig;:%)l 4 PAP | PAP Il | negativ | negativ | Normal | negativ | negativ | PAP I/l | PAPII positiv | negativ | Normal | CIN2+ | negativ

CIN = Cervical Intraepithelial Neoplasia, CxCa = Cervical Cancer, HC2 = Digene Hybrid Capture® 2 High-Risk-HPV-DNA-Test, HPV = Humanes Papillomvirus, HR-HPV
= High-Risk-HPV, LBC = Liquid-Based Cytology, PCR = GP5+/6+ RLB PCR, QG-MPH = QuantiGene-Molecular-Profiling-Histology
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Abbildung 24: Darstellung der Biomarkerexpression bei der Baseline-Untersuchung fir eine Auswahl an Fallbeschreibungen. (Auswahl: Frauen mit Histologie im Baseline und
Follow-up plus Frauen, die bei fehlender zweiter Histologie in allen Screeningtests unauffallig waren. ALDH1A1 = Aldehyde Dehydrogenase 1 A1, HPV = Humanes Papillomvirus,
MCM = Minichromosome Maintenance, rMFI = Relativierte mittlere Fluoreszenzintensitat, TERT = Telomerase-Reverse-Transkriptase)
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5 Diskussion

Ziel dieser Arbeit ist es, den QG-MPH-Test mit seiner HR-HPV-Diagnostik und seinen mithilfe
von Biomarkern abgeleiteten RS, die eine Dysplasie-Diagnostik ermdglichen, an einer
ausgewahlten Subpopulation einer Screeningpopulation hinsichtlich der Anwendbarkeit in der
Zervixkarzinomvorsorge zu validieren sowie bezuglich seiner prognostischen Aussagekraft zu
untersuchen. Dies ist von groRer Bedeutung, da das seit Januar 2020 in Deutschland neu
eingeflihrte Screeningprogramm zur Zervixkarzinomvorsorge zwar durch die zusatzliche HPV-
Untersuchung seine Sens. erhoht, gleichzeitig aber zu einem Verlust an Spez. fihrt. In diesem
Kapitel wird die Kernfrage der Arbeit, ob der QG-MPH eine mdégliche Erganzung oder sogar eine

Alternative zum aktuellen VVorsorgeprogramm darstellt, diskutiert.

Zu Beginn der Diskussion werden die Ergebnisse der in Kapitel 2.3 formulierten Hypothesen
bewertet (Kapitel 5.1) und anschliefend in den Kontext der bestehenden Literatur eingeordnet
(Kapitel 5.2). Dazu werden diese zuerst mit den Ergebnissen der Entwicklungsarbeit fiir die HR-
HPV-Cutoffs und RS von M. Basten (Kapitel 5.2.1) und anschlieRend mit den Resultaten weiterer
Studien zum Zervixkarzinomscreening verglichen (Kapitel 5.2.2). Darlber hinaus wird ein
weiterflhrender wissenschaftlicher Kontext mit anderen potentiellen Methoden zur
Zervixkarzinomvorsorge aufgezeigt (Kapitel 5.3) sowie der QG-MPH-Test als
Screeningalternative diskutiert (5.4). Zum Abschluss der Diskussion werden die Limitationen
(Kapitel 5.5) sowie das Fazit der Arbeit mit Ausblick auf die weitere Entwicklung des QG-MPH-
Tests im Rahmen der Zervixkarzinomvorsorge (Kapitel 5.6) vorgestellt.

5.1 Hypothesenbezogene Ergebnisdiskussion

»Fur die QG-MPH HR-HPV-Diagnostik finden wir eine gute Ubereinstimmung (nach
Cohens Kappa (k) und Konkordanz) mit den etablierten DNA-basierten HPV-Tests.

In dieser Arbeit wurde beim Vergleich der HR-HPV-Gesamtauswertung zwischen der QG-MPH
HR-HPV-Diagnostik und der PCR eine Konkordanz von 85,3 % und ein « von 0,27 sowie
zwischen der QG-MPH HR-HPV-Diagnostik und dem HC2 eine Konkordanz von 87,0 % und ein
k von 0,29 verzeichnet. Die drei HR-HPV-Tests detektieren standardmaRig unterschiedlich viele
HR-HPV-Genotypen (QG-MPH: 18, PCR: 14 und HC2: 13). Auch wenn man diese in allen drei
HR-HPV-Tests auf die 13 von der WHO als ,,High-Risk* definierten Genotypen begrenzt, kommt
man zu &hnlichen Ergebnissen (s. Kapitel 4.2). Bei der Gegeniiberstellung der einzelnen HR-HPV-
Genotypen bzw. -Gruppen der QG-MPH HR-HPV Diagnostik und denen der PCR ergab sich ein
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differenziertes Bild. So wurde fiir die HPV-Genotypen 51 und 59 mit einem Wert von 0,67 die
beste Ubereinstimmung nach « verzeichnet, wahrend fir die Genotypen 58 und 68 ein « von 0
erzielt wurde. Fur alle vier Typen wurde dabei eine Konkordanz > 99 % vermerkt. Da fur manche
HR-HPV-Genotypen lediglich in einer der beiden Methoden ein positiver Fall zu verzeichnen war,

konnte fiir diese kein k berechnet werden.

Die relativ hohen Konkordanzen und gleichzeitig niedrigen k-Werte lassen sich mit der geringen
Anzahl HR-HPV-positiver Proben begriinden, denn die hohe Ubereinstimmung HR-HPV-
negativer Frauen fihrt zwar zu einer hohen Konkordanz, aber gleichzeitig auch zu einer hohen
Zufallswahrscheinlichkeit, welche in die Berechnungen von «k eingeht. Somit ist die Aussagekraft
von Konkordanz und x bezlglich der Ubereinstimmung der Methoden in dieser Arbeit
eingeschrankt. Dies spiegelt sich auch in der Gegenuberstellung der beiden bereits etablierten
Verfahren, HC2 und PCR (GP5+/6+ RLB PCR), wider. Diese erreichte gegeniber den
Vergleichen mit der QG-MPH HR-HPV-Diagnostik ein sogar leicht geringeres k von 0,26 bei
einer Konkordanz von 79,6 %. Im Vergleich hierzu konstatierten de Thurah et al. zwischen dem
HC2 und dem GP5+/6+ PCR Enzymimmunoassay in einer in ihrer Metaanalyse eingeschlossenen
Studie ein k von 0,74 und in einer weiteren ein « von 0,59.%* AuBerdem muss bedacht werden,
dass die QG-MPH HR-HPV-Diagnostik auf einer Detektion von RNA-Sequenzen und nicht wie
die anderen beiden HPV-Tests auf DNA basiert. Erstere werden ausschlieBlich bei aktiven
Transkriptionen nachgewiesen, sodass die QG-MPH HR-HPV-Diagnostik nur auf klinisch
relevante und nicht auf transiente Infektionen anspricht. Eine 100 %-ige Ubereinstimmung der
Ergebnisse ist somit ohnehin nicht zu erwarten und auch nicht Ziel der QG-MPH HR-HPV-
Diagnostik. Auch wenn die Aussagekraft dieser Analyse eingeschréankt ist, zeigt die QG-MPH
HR-HPV-Diagnostik insgesamt dennoch eine bessere Ubereinstimmung mit zwei bereits fiir das
Primérscreening zugelassenen und etablierten Verfahren als diese untereinander. Zur Optimierung
der Methode sollten aber eventuell die Cutoffs beztglich der HR-HPV-Positivitat der QG-MPH
HR-HPV-Diagnostik nachjustiert werden.

Da in den Leitlinien nicht die Ubereinstimmung der Ergebnisse der HPV-Tests, sondern die
Detektion von nicht transienten HPV-Infektionen im Vordergrund steht, z&hlen die Sens. und die
Spez. fir den histologischen Endpunkt CIN2+ zu den wichtigsten Kriterien fiir die Etablierung
eines HPV-basierten Screeningtests. Hierbei muss die entsprechende Methode mindestens 90 %
der Sens. bzw. 98 % der Spez. einer der beiden als Goldstandard definierten HPV-Tests
erreichen.?! Dies war fiir die QG-MPH HR-HPV-Diagnostik jedoch nicht der Fall, denn diese zeigt
flr den histologischen Endpunkt CIN2+ zwar eine deutlich hdhere Spez., aber nur 63 % (adjustiert
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62 %) der Sens. des HC2. Da somit die QG-MPH HR-HPV-Diagnostik alleine nicht ausreicht, um
alle relevanten Infektionen zu erkennen, soll sie zur Verbesserung der Detektion um die QG-MPH
Dysplasie-Diagnostik, basierend auf der Quantifizierung von Biomarkern und daraus berechneten

RS, ergénzt werden.

»Mit der QG-MPH HR-HPV-Diagnostik kann eine bessere Sens. als mit der Zytologie (>
50 %) erreicht werden.*

Auch wenn die QG-MPH HR-HPV-Diagnostik die Kriterien der Leitlinien fiir einen HPV-
basierten Screeningtest nicht erflllt, liegt ihre Sens. in dieser Arbeit deutlich Uber der der
Zytologie. So erreichte der PAP fir die histologischen Endpunkte CIN2+ und CIN3+ eine Sens.
von je 33 % (adjustiert 14 % bzw. 11 %). Weder die LBC, die eine Sens. von 22 % (adjustiert 9 %)
fir den Endpunkt CIN2+ und 33 % (adjustiert 11 %) fiir den Endpunkt CIN3+ erzielte, noch die
Erhéhung des Cutoffs zu PAP 1ID zeigen bessere Ergebnisse. Somit ist die QG-MPH HR-HPV-
Diagnostik mit 56 % (adjustiert 23 %) fur den Endpunkt CIN2+ und 67 % (adjustiert 21 %) fur
den Endpunkt CIN3+ deutlich sensitiver als die Zytologie. Hinzu kommt, dass die QG-MPH HR-
HPV-Diagnostik dabei eine verglichen mit der Zytologie dhnliche und damit sehr gute Spez. von
87 % bzw. 85 % (adjustiert 97 %) erreicht. Auch die in der Literatur berichteten Sens. fur die
Zytologie sind mit durchschnittlich 53 % (ohne Adjustierung) fir CIN2+ bei starken regionalen
Schwankungen etwas niedriger als die in dieser Arbeit ermittelte rohe Sens. der QG-MPH HR-
HPV-Diagnostik.®® Die niedrigen adjustierten Sens. in dieser Arbeit sind vermutlich auf die
fehlende Représentanz der verwendeten Subpopulation (Fall-Kontroll-Studie) aus dem
urspriinglichen MARZY -Kollektiv zuriickzufiihren. Weitere Daten und Diskussionen in Bezug
auf die Zytologie folgen ausfuhrlich in Kapitel 5.2.2.

,Der QG-MPH kann mithilfe von Risikoscores eine bessere Aussage beztiglich des
aktuellen Krankheitsstadiums treffen als etablierte DNA-basierte HPV-Tests, die Zytologie

oder das Cotesting.«

Zur Bewertung der QG-MPH Dysplasie-Diagnostik bzw. der RS werden die Ergebnisse der Sens.-
und Spez.- Analyse aus Kapitel 4.3 herangezogen. Dabei zeigt die QG-MPH Dysplasie-Diagnostik
bei Betrachtung der Rohwerte fir die histologischen Endpunkte CIN2+ und CIN3+ im Vergleich
zur Zytologie eine signifikant hohere Sens. bei vergleichbarer Spez. Auch nach Herausrechnen
des Verifikationsbias ergeben sich vergleichbare Ergebnisse, abgesehen von einer nicht signifikant

hoheren Spez. der Zytologie im Vergleich zur QG-MPH Dysplasie-Diagnostik und einer fehlenden
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Signifikanz der hoheren Sens. der QG-MPH Dysplasie-Diagnostik gegentiber dem PAP sowie
gegenuber der LBC fiir den histologischen Endpunkt CIN3+. Weiterhin fallt auf, dass fur die
Zytologie die Erhohung des Cutoffs zu PAP 111D zu einem Anstieg der Spez. bei gleichbleibender
Sens. fuhrt. Dabei ist jedoch lediglich der Unterschied zwischen der rohen Spez. der QG-MPH
Dysplasie-Diagnostik und der des PAP signifikant.

Beim Vergleich mit dem HC2 wurde fir die QG-MPH Dysplasie-Diagnostik zwar eine nicht
signifikant niedrigere Sens. bezuglich des histologischen Endpunkts CIN2+ bilanziert, fur die
Klinisch und v. a. therapeutisch relevanten CIN3+ jedoch erreichen beide Tests die gleiche Sens.
Die PCR zeigt fur beide histologischen Endpunkte eine identische Sens. wie die QG-MPH
Dysplasie-Diagnostik. Beim Blick auf die Rohwerte erweist sich letztere sowohl fur den
histologischen Endpunkt CIN2+ als auch CIN3+ signifikant spezifischer als die beiden etablierten
HPV-Tests. Die Adjustierung fuhrt hierbei zu einer Annaherung der Spez. und damit zum Verlust
des signifikanten Unterschieds. Betrachtet man nun die Kriterien der Leitlinien zur Etablierung
eines HPV-basierten Screeningtests erneut, erreicht die QG-MPH CIN2+-Diagnostik bei der rohen
Spez. des histologischen Endpunkts CIN2+ genau wie die QG-MPH HR-HPV-Diagnostik bei der
rohen und adjustierten Spez. des histologischen Endpunkts CIN2+ die geforderten 98 % der rohen
bzw. adjustierten Spez. des HC2. Die QG-MPH CIN2+-Diagnostik zeigt bei der adjustierten Spez.
fir den Endpunkt CIN 2+ 97,7% der adjustierten Spez. des HC2 und erfillt somit auch hier fast
das geforderte Kriterium. Auch wenn die QG-MPH CIN2+-Diagnostik fiir den histologischen
Endpunkt CIN2+ nur 75 % (adjustiert 73 %) der Sens. des HC2 verzeichnet, zeigt die QG-MPH
CIN3+-Diagnostik fir den histologischen Endpunkt CIN3+ 100 % (adjustiert 100 %) der Sens.
bei > 100 % (adjustiert 100 %) der Spez. des HC2. Damit kann restimiert werden, dass die QG-
MPH Dysplasie-Diagnostik fiir den histologischen Endpunkt CIN 2+ nicht ganz, fur den

histologischen Endpunkt CIN3+ jedoch klar die Kriterien der Leitlinien erfiillen wiirde.?:

Die schon lange bekannte, sehr niedrige Sens. der Zytologie hat dazu geftihrt, dass seit Januar
2020 alle Frauen ab dem 35. Lebensjahr zu einem sogenannten Cotesting eingeladen werden, einer
Erweiterung der bis dahin alleinigen zytologischen Untersuchung um einen HPV-Test.®® Beim
Vergleich der QG-MPH Dysplasie-Diagnostik mit den Cotesting-Varianten — in dieser Arbeit sind
dies vier mogliche Kombinationen der zwei DNA-basierten HPV-Tests mit den zwel
zytologischen Untersuchungsmethoden — zeigen nur die beiden Varianten, die den HC2
inkludieren, fur den histologischen Endpunkt CIN2+ eine deutlich hohere Sens. Alle anderen Sens.
sind nahezu identisch. Wahrend sich die QG-MPH Dysplasie-Diagnostik hinsichtlich der
Rohwerte erneut als signifikant spezifischer darstellt, sind auch hier die adjustierten Spez. fur die
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QG-MPH Dysplasie-Diagnostik und die vier Cotesting-Varianten nahezu gleich hoch. Insgesamt
zeigen die Ergebnisse, dass das Cotesting zwar die Sens. der Zytologie verbessert, aber gleichzeitig

auch die Spez. senkt und dadurch womdglich zur Uberdiagnostik von CIN2+-Erkrankungen fiihrt.

Fur die QG-MPH Dysplasie-Diagnostik kann eine nur teilweise niedrigere Sens. (unterschiedliche
je nach HPV-Test und Cotesting-Variante) als fiir die etablierten HPV-Tests und die Cotesting-
Varianten, aber gleichzeitig eine deutlich hohere Sens. als flr die Zytologie beobachtet werden.
Daruiber hinaus wurde eine zwar grof3teils niedrigere Spez. als flr die Zytologie, aber eine teilweise
leicht hohere Spez. als fiir die etablierten HPV-Tests und die Cotesting-Varianten festgestellt.
Somit liefert die Kombination von Sens. und Spez. der QG-MPH Dysplasie-Diagnostik fir die
Krankheitsstadien CIN2+ und CIN3+ eine zuverlassigere Diagnostik verglichen mit den anderen
Methoden. Dabei ist zu betonen, dass die QG-MPH Dysplasie-Diagnostik in dieser Arbeit als
einziger Test bei Betrachtung der Rohwerte eine bessere Kombination von hoher Sens. und hoher
Spez. (jeweils > 80 %) flr die Diagnose CIN3+ liefert als der derzeitige Screeningstandard. Auch
hier ist zu vermerken, dass die generell niedrigen adjustierten Sens. in dieser Arbeit auf eine

fehlende Reprasentanz der verwendeten Subpopulation zurtickgefihrt werden kénnen.

In der vorliegenden Arbeit fallt auf, dass die Ergebnisse fir QG-MPH CIN2+ und QG-
MPH CIN3+ identisch sind. Dies liegt daran, dass der RS CIN3+ immer positiv war, wenn die
Probe fir den RS CIN2+ positiv war und teilweise sogar auch, wenn die Probe nicht RS CIN2+
positiv war. Da eine Probe als QG-MPH CIN2+-positiv gezahlt wird, wenn entweder der
RS CIN2+ und/oder der RS CIN3+ und/oder der RS CxCa positiv ist/sind und eine Probe als QG-
MPH CIN3+ gilt, wenn der RS CIN3+ und/oder der RS CxCa positiv ist/sind, ergibt sich bei
haufiger RS CIN3+-Positivitat auch immer eine QG-MPH CIN2+-Positivitdt und damit diese
identischen Gesamtergebnisse. Fir die Vielzahl der positiven RS CIN3+-Ergebnisse ist in dieser
Arbeit haufig einzig der Biomarker pl16 verantwortlich. Aufgrund im Studienkollektiv dieser
Arbeit fehlender Félle mit histologisch diagnostiziertem Karzinom kann die Aussagekraft der QG-

MPH Dysplasie-Diagnostik hinsichtlich dieses Krankheitsstadiums nicht validiert werden.

»Der QG-MPH kann mithilfe von Risikoscores eine Aussage beziglich des
Entartungsrisikos machen und damit der Triagierung auffalliger Patientinnen im

Screening dienen.

Zur Beurteilung der prognostischen Aussagekraft der QG-MPH Dysplasie-Diagnostik dienen die
Analysen aus Kapitel 4.4. Die Kreuzung der kombinierten BL-QG-MPH CIN2+- und BL-
Zytologie-Ergebnisse mit den zytologischen FU-Resultaten in Kapitel 4.4.2 deutet auf eine
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ahnliche prognostische Sens. der QG-MPH CIN2+-Diagnostik wie bei der kombinierten PAP- und
LBC-Zytologie hin. So wurden von den im FU zytologisch auffalligen Frauen im BL gleich viele
Patientinnen mittels QG-MPH CIN2+-Diagnostik wie mittels Zytologie bereits detektiert. Die
Auswertung der 430 im FU zytologisch negativen Frauen lasst eine hdhere prognostische Spez.
der Zytologie vermuten, denn sie bewertet in dieser Gruppe im BL 71 Patientinnen mehr negativ
als die QG-MPH CIN2+-Diagnostik. Die Kreuzung der kombinierten BL-QG-MPH CIN2+- und
BL-HR-HPV-Ergebnisse mit den FU-HR-HPV-Resultaten liefert Andeutungen dafiir, dass sich
die prognostischen Ergebnisse dhnlich wie die Querschnittsresultate darstellen. Fir die HR-HPV-
Ergebnisse wurde die Kombination aus HC2- und PCR-Resultaten herangezogen. Diese haben
von den 73 im FU HR-HPV-positiven Frauen im BL 6 Frauen mehr positiv eingestuft als die QG-
MPH CIN2+-Diagnostik, was fiir eine hohere prognostische Sens. der HR-HPV-Tests spricht.
Hierbei muss allerdings erneut auf das mogliche Bestehen von transienten und somit klinisch nicht
relevanten Infektionen hingewiesen werden. Dagegen zeigen die weiteren Beobachtungen eine
tendenziell héhere prognostische Spez. der QG-MPH CIN2+-Diagnostik, da im BL beim HR-
HPV-Test mehr Frauen falsch positiv hinsichtlich der FU-HR-HPV-Ergebnisse bewertet wurden
als bei der QG-MPH CIN2+-Diagnostik. Insgesamt sind diese Analysen nur grobe Richtwerte, da
hier das zwei bis drei Jahre spater entstandene FU-Ergebnis der Zytologie bzw. der HR-HPV-Tests
fur die prognostische Auswertung der BL-Ergebnisse zugrunde gelegt wird, unabhdngig von in
der Zwischenzeit stattgefundener Neuerkrankungen oder Ausheilungen. Hinzu kommt, dass weder
die Zytologie noch die DNA-basierten HPV-Tests den Goldstandard zur Diagnostik des
Zervixkarzinoms darstellen, sondern die histologische Verifikation.

Daher wurde in allen weiteren Analysen die Histologie als Referenz herangezogen. Aufgrund der
geringen Fallzahl an Frauen mit histologischer Untersuchung im BL und im FU — wie es in einer
Subpopulation einer Screeningstudie dieser GroRe nicht anders zu erwarten ist — kénnen in dieser
Arbeit bezlglich der Prognostik keine statistischen Auswertungen, sondern nur
Fallbeschreibungen dargestellt werden. Hierfur wurden neben den zwei Frauen, die sowohl im BL
als auch im FU eine histologische Untersuchung hatten, alle im BL oder FU histologisch CIN2+-
befundeten Frauen ausgewdhlt. Die Analyse der Fallbeschreibungen zeigt, dass von den finf
,Neuerkrankungen® (BL Histologie: ,,negativ, FU Histologie: CIN2+) zwei (Patientinnen 3 und
5) bereits im BL als QG-MPH CIN3+ diagnostiziert wurden. Nur bei einer dieser Patientinnen
wurde zu diesem Zeitpunkt auch in der PCR bereits ein positives Ergebnis verzeichnet. Man kann
vermuten, dass es hier nach dem Eindringen des Virus aus noch unbekannten Griinden zu einer

Erhohung der Biomarker gekommen ist, bevor die Viruslast die Cutoffs der etablierten HPV-Tests
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uberschritten hat. Es ist auch denkbar, dass eine bestimmte Biomarkerkonstellation, etwa
verursacht durch andere Infektionen (z. B. Chlamydien), moglicherweise die Etablierung und
Entartung einer HR-HPV-Infektion beglinstigen kann. Weiterhin kénnte ein nicht berticksichtigter
HPV-Genotyp (z. B. HPV 68a oder ein Low-Risk Genotyp) fur die fehlende Detektion in den
DNA-basierten HPV-Tests ursachlich sein. Die Tatsache, dass keine HR-HPV-Infektion mittels
QG-MPH HR-HPV-Diagnostik gefunden wurde, kann auflerdem durch eine verspéatete, erst
wahrend der aktiven Transkription beginnenden Bildung von Virus-mRNA erklart werden. Eine
weitere mogliche Erklarung der Ergebnisse ist, dass die Cutoffs fir die QG-MPH Dysplasie-
Diagnostik zu sensitiv eingestellt sind und es sich hier um falsch positive QG-MPH Dysplasie-
Diagnosen handelt. Bei der Betrachtung der sieben Frauen der Gruppe ,,Ausgeheilt konnte
konstatiert werden, dass drei (Patientinnen 7, 9, 12) mittels QG-MPH Dysplasie-Diagnostik bereits
im BL als gesund eingestuft wurden. Da bei diesen allerdings in fast allen anderen BL-
Screeningtests — abgesehen vom HC2 — ebenfalls keine Aufféalligkeiten beobachtet wurden, besteht
auch die Mdoglichkeit von fehlerhaften histologischen Beurteilungen. Die Qualitat der
histologischen Untersuchung wird im nachfolgenden Kapitel 5.3 noch ausfuihrlicher thematisiert.
Die bereits erwéhnte Patientin 9 wurde im FU mittels QG-MPH als Karzinom-positiv bewertet,
obwohl auf3er dem HC2 alle anderen Screeningbefunde bei fehlender Histologie unauffallig waren.
Eine &hnliche Konstellation zeigt auch Patientin 14 in ihrem FU. Diese beiden Ergebnisse konnten
entweder eine bereits mittels QG-MPH Dysplasie-Diagnostik detektierte ,,Neuerkrankung*
andeuten oder einen falsch positiven Befund darstellen, was durch ein weiteres FU abgeklart
werden misste. Bei den Patientinnen 8 und 11 muss die Korrektheit der QG-MPH Dysplasie-
Diagnostik zwangslaufig in Frage gestellt werden, denn eine spontane Ausheilung eines
Karzinoms, wie es hier laut QG-MPH Dysplasie-Diagnostik der Fall sein soll, ist ohne
therapeutische MalRnahmen nicht anzunehmen. Bei der weiteren Analyse der Gruppe ,,Ausgeheilt*
wurde fiir die Patientinnen 10 und 13 eine Ubereinstimmung auffalliger BL- und unauffalliger FU-
Ergebnisse der QG-MPH Dysplasie-Diagnostik und der Histologie beobachtet, was fir eine
tatsachliche Ausheilung der Infektionen spricht. Insgesamt deutet die Auswertung der
Fallbeschreibungen eine ernstzunehmende prognostische Aussagekraft der QG-MPH Dysplasie-
Diagnostik an, auch wenn der Abstand zum FU von zwei bis drei Jahren die Wahrscheinlichkeit
tatsachlich stattgefundener Neuerkrankungen bzw. Ausheilungen erhoht und damit die
Aussagekraft deutlich einschrankt. In solchen Fallen kann aus den BL-Untersuchungen heraus der
weitere Verlauf noch nicht prognostiziert werden. Besonders die Félle 8 und 11 offenbaren
allerdings auch einen weiterhin bestehenden Verbesserungsbedarf, gegebenenfalls durch
Erhéhung der Cutoffs, um falsch positive Detektionen der QG-MPH Dysplasie-Diagnostik zu
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verringern. In dieser Arbeit erlauben die geringe Fallzahl und das groRtenteils fehlende zweite
histologische Untersuchungsergebnis jedoch ohnehin keine allgemeingultige Aussage.

Zur Untersuchung der prognostischen Aussagekraft der einzelnen Biomarker wurden die Gruppen
,,Persistierend* (Patientin 1) und ,,Ausgeheilt™ (Patientinnen 7, 11 - 13) sowie ,,Gesund* (Patientin
14) und ,,Neuerkrankung“ (Patientinnen 2, 4 - 6) gegenubergestellt. Bei den Gruppen ,,Ausgeheilt*
und ,,Neuerkrankung* liegt das Hauptaugenmerk auf den Ergebnissen der Patientinnen 11 und 13
bzw. 2 und 4, da nur diese neben der histologischen Auffalligkeit auch pathologische Befunde in
der Zytologie und einem der beiden etablierten HPV-Tests zeigen. Die dadurch bedingte héhere
Ubereinstimmung mit den Screeningbefunden stellt deren histologische Ergebnisse auf eine
breitere Basis. Die Patientinnen 11 und 13 der Gruppe ,,Ausgeheilt™ erzielten im Vergleich zu
Patientin 1 der Gruppe ,,Persistierend* fir die Biomarker p16, Stathmin und MCM2 hohere Werte.
Die Bedeutung dieser Biomarker fiir die Bestimmung des Progressionrisikos kann allerdings nur
anhand von Frauen mit einem persistierenden oder progredierenden CIN-Stadium bestimmt
werden. Solche Falle sind in diesem Kollektiv nicht vorhanden, sodass es hierflir einer weiteren
Studie bedarf. Dass die Patientin der Gruppe ,,Persistierend” im Gegensatz zu denen der Gruppe
»Ausgeheilt hohere Splicemarker aufweist, liegt daran, dass nur bei ihr eine HPV 16-Infektion
detektiert wurde. Da die vier ,,Neuerkrankungen‘ im Vergleich zur Gruppe ,,Gesund* groftenteils
hohere Werte fir die Biomarker p16, Stathmin und MCM2 aufzeigen, sollten diese drei Marker
genauer auf ihr prognostisches Potential bezlglich Neuerkrankungen untersucht werden. Die
Frauen der Gruppe ,,Neuerkrankung* waren im BL HR-HPV-negativ, was darauf hindeuten
konnte, dass durch die genannten Biomarkererh6hungen eine erhohte Suszeptibilitat fir HPV-
Infektionen und -Persistenzen gegeben ist. Dabei ist insbesondere der Marker p16 mit dem grofiten
Unterschied zwischen den beiden Gruppen hervorzuheben. Die Karzinommarker (ALDH1A1,
TERT und BIRC5) zeigen keine relevanten Auffalligkeiten, was aufgrund fehlender
Karzinompatientinnen in dieser Studie auch zu erwarten war. Dadurch kann allerdings Uber das
prognostische Potential dieser Marker keine Aussage getroffen werden. Es muss generell noch
einmal darauf hingewiesen werden, dass es sich bei dieser Analyse nur um Einzelfalldarstellungen

handelt, die Hinweise geben, aber keine sicheren Ergebnisse liefern.

5.2 Literaturbezogene Ergebnisinterpretation

5.2.1 Vergleich mit den Ergebnissen der Entwicklungsstudie

Die in dieser Arbeit fiir die QG-MPH HR-HPV-Diagnostik verwendeten HR-HPV-Cutoffs und

die fur die QG-MPH Dysplasie-Diagnostik benutzten RS wurden im Rahmen der Dissertation von
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M. Basten anhand einer Referral-Population (Dysplasiesprechstundenpatientinnen) mittels ROC-
Analysen und logistischen Regressionen berechnet. Die Ergebnisse dieser Entwicklungsstudie

werden nachfolgend den in der vorliegenden Arbeit ermittelten Ergebnissen gegeniibergestellt.!8

Die Entwicklungsstudie zeigte zwischen der HR-HPV-Gesamtauswertung der QG-MPH HR-
HPV-Diagnostik und der des Multiplex Genotyping Assays (MPG) eine Konkordanz von 76,8 %
(1077/1403) und ein x von 0,49. Um einheitliche VVoraussetzungen zu schaffen, wurden fir beide
Tests die gleichen 14 HR-HPV-Genotypen 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 und
68 berucksichtigt. In der MABE-Studie wurde zwischen der QG-MPH HR-HPV-Diagnostik und
der PCR mit 85,3 % (450/524) eine hohere Konkordanz, aber auch ein deutlich niedrigeres « von
0,27 erreicht. Wie bereits erwdhnt, wurden als PCR-Ergebnisse die der GP5+/6+ RLB PCR
gewahlt, einer mit dem MPG vergleichbaren Methode. Im Gegensatz zur Entwicklungsstudie
wurden in der vorliegenden Arbeit flr die zu vergleichenden Methoden die 13 aktuell von der
WHO als ,,High-Risk* definierten Genotypen 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68
eingeschlossen. Unter Bericksichtigung der vom jeweiligen Test standardmallig gemessenen
Genotypen (QG-MPH HR-HPV-Diagnostik: 18 Genotypen, PCR: 14 Genotypen) wurden ebenso,
wie beim Vergleich QG-MPH HR-HPV-Diagnostik vs. HC2, unabhangig von den
eingeschlossenen Genotypen (QG-MPH HR-HPV-Diagnostik: 13 bzw. 18 Genotypen, HC2: 13
Genotypen), nahezu identische Ergebnisse erzielt. Die Analysen der einzelnen HR-HPV-
Genotypen ergaben in der Entwicklungsstudie Konkordanzen von 78,7 %-99,9 % mit kx-Werten
von 0,08-0,82. Im Vergleich dazu zeigt die MABE-Studie groRtenteils hohere Konkordanzen
(93,7 %100 %) und niedrigere x-Werte (0,00-0,67), was, wie in 5.1 bereits ausfihrlich erlautert,
wahrscheinlich auf eine hohe Anzahl HR-HPV-negativer und gleichzeitig geringe Anzahl HR-
HPV-positiver Proben zuriickzufiihren ist. Die aus diesem Grund eingeschrankt aussagekréftigen
Ergebnisse der MABE-Studie sind somit nur bedingt mit den Resultaten der Entwicklungsstudie

vergleichbar.

Zieht man statt der Ubereinstimmungsanalysen die Sens.- und Spez.-Analysen zum Vergleich
heran, so zeigt die QG-MPH HR-HPV-Diagnostik in der Entwicklungsstudie unter Verwendung
der 14 oben genannten HR-HPV-Genotypen fir die Endpunkte CIN2+ und CIN3+ eine Sens. von
84,1 % bzw. 86,6 % bei einer Spez. von 52,8 % bzw. 40,4 %. Im Vergleich dazu wurden in der
MABE-Studie fir die Endpunkte CIN2+ und CIN3+ mit 56 % bzw. 67 % niedrigere rohe Sens.
und mit 87 % bzw. 85 % aber deutlich hohere rohe Spez. verzeichnet. Die adjustierte Sens. zeigt
in der MABE-Studie Werte von 23 % bzw. 21 % und die adjustierte Spez. Werte von 97 %.
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Die RS wurden in der Entwicklungsstudie genau wie die HR-HPV-Cutoffs unter Berticksichtigung
des bestmdglichen Verhaltnisses aus Sens. und Spez. fir die jeweilige Krankheitsschwelle
berechnet. Fir den RS CIN2+ bzw. CIN3+ lag dabei die Sens. bei 73,4 % bzw. 82,4 % und die
Spez. bei 78,0 % bzw. 63,3 %. In dieser Arbeit erreichte die QG-MPH CIN2+- bzw. QG-MPH
CIN3+-Diagnostik fur die Rohwerte 91,3 % bzw. 100,7% der Sens. und 106,4% bzw. 129,5% der
Spez. der Entwicklungsstudie. Nach Adjustierung wurden 36,8 % bzw. 32,8 % der Sens. und
109,0 % bzw. 134,3 % der Spez. der Entwicklungsstudie erzielt. Hierbei ist jedoch zu beachten,
dass in der MABE-Studie im Gegensatz zur Entwicklungsstudie nicht die reinen RS-Ergebnisse,
sondern die QG-MPH Dysplasie-Diagnostik aus der Zusammenschau der RS-Ergebnisse sowie
der Biomarker ,.filhrender HPV* leicht abweichend verwendet wurden (s. Kapitel 3.2.4).
Insgesamt sprechen die gegeniiber der Entwicklungsstudie vergleichbaren und mit einer
Ausnahme hdheren rohen Sens. und Spez. dieser Arbeit dafiir, dass die QG-MPH Dysplasie-
Diagnostik unter Verwendung der RS auch an einer Screeningpopulation angewendet werden
kann. Da in der MABE-Studie keine Frauen mit histologisch diagnostiziertem Karzinom vertreten
sind, kann keine Aussage beziglich des RS CxCa (QG-MPH CxCa-Diagnostik) gemacht werden.

Sowohl die QG-MPH Dysplasie- und QG-MPH HR-HPV-Diagnostiken als auch alle anderen
Untersuchungen in der MABE-Studie verzeichnen sehr niedrige adjustierte Sens. Dies liegt
moglicherweise an dem wenig reprasentativen Studienkollektiv. In einem deutlich geringeren MaR
ist dies an den ebenfalls im Vergleich zur Entwicklungsstudie niedrigen rohen Sens. des PAP und
des HPV-Tests HC2 zu sehen. Es ist dabei allerdings zu berlcksichtigen, dass flr die
Entwicklungsstudie der PAP-Cutoff 111D2 sowie der BD Onclarity™ als HPV-Test herangezogen
wurden, wahrend in der MABE-Studie mit dem PAP-Cutoff 1lw bzw. 111D gearbeitet wurde und
die HR-HPV-Ergebnisse auf denen des HC2 beruhen. Weiterhin muss erwahnt werden, dass die
Entwicklungsstudie die Expertenpathologie nur eines Pathologen verwendet hat, wéhrend die
histologischen Daten der MABE-Studie von verschiedenen, nicht kontrollierten Pathologen
stammen und daher eventuell weniger konsistent sind. Insgesamt deuten die generell sehr
niedrigen Sens. in der MABE-Studie an, dass die Sens. des QG-MPH-Tests in Wahrheit deutlich
besser sind als diese Ergebnisse vermuten lassen. Tabelle 30 stellt die erreichten Sens.- und Spez.

dieser Arbeit im Vergleich zu denen der Entwicklungsstudie dar.
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Tabelle 30: Vergleich der Sensitivitdten und Spezifitaten fir den RS CIN2+, RS CIN3+ bzw. fir die QG-MPH
CIN2+- und QG-MPH CIN3+-Diagnostik, fir den PAP und fir einen etablierten HPV-Test zwischen der QG-MPH-
Entwicklungs- und der MABE-Studie. 8

Sensitivitat Spezifitat
Entvvickl_ungs- MABE-Studie Entwickl_ungs- MABE-Studie
studie studie
QG-MPH/RS* CIN2+ 73,4 % 67 % (adj. 27 %) | 78,0 % 83 % (adj. 85 %)
QG-MPH/RS* CIN3+ 82,4 % 83 % (adj. 27 %) | 63,3 % 82 % (adj. 85 %)
PAP fir Gruppe CIN2+** 64,4 % 33 % (adj. 14 %) | 90,3 % 92 % (adj. 98 %)
PAP fir Gruppe CIN3+** 73,3 % 33% (adj. 11 %) | 74,8 % 91 % (adj. 98 %)
HPV-Test fir Gruppe CIN2+*** | 98,3 % 89 % (adj. 37 %) | 57,4 % 40 % (adj. 87 %)
HPV-Test fir Gruppe CIN3+*** | 98,5 % 83 % (adj. 27 %) | 38,2 % 38 % (adj. 85 %)

adj. = Adjustiert, CIN = Cervical Intraepithelial Neoplasia, CxCa = Cervical Cancer, HC2 = Digene Hybrid
Capture® 2 High-Risk-HPV-DNA-Test, HPV = Humanes Papillomvirus, QG-MPH = QuantiGene-Molecular-
Profiling-Histology, RS = Risikoscore, MABE = MARZY Study Material Analysis for Biomarker Expression

* Entwicklungsstudie benutzt die reinen RS-Ergebnisse fur jede Dysplasieschwelle, MABE-Studie benutzt die
kumulativen QG-MPH Dysplasie-Diagnosen (QG-MPH CIN2+ entspricht RS CIN2+ und/oder RS CIN3+ und/oder
RS CxCa, QG-MPH CIN3+ entsprechend)

** Entwicklungsstudie benutzt den Cutoff PAP 111D2, MABE-Studie benutzt den Cutoff PAP 111D

*** Entwicklungsstudie benutzt den BD Onclarity™, MABE-Studie benutzt den HC2

5.2.2 Vergleich der Ergebnisse der Standard-Screeningmethoden in der MABE-Studie mit

denen anderer internationaler Studien (inklusive MARZY -Studie)

Zur Einordnung der Resultate dieser Arbeit in den Kontext aktueller weltweiter
Forschungsergebnisse dient nachfolgend der Vergleich mit internationalen Studien zur Detektion
von CIN2+. Die Metaanalyse von Cuzick et al. fir Europa und Nordamerika verzeichnet eine
durchschnittliche Sens. und Spez. des HC2 von 96 % bzw. 91 % fir CIN2+. Dabei ist zu beachten,
dass manche Studien in dieser Metaanalyse anstelle des HC2 die Konsensus PCR mit GP5+/6+
Primern verwendet haben. Diese beiden HPV-Tests weisen jedoch, wie in der Literatur
beschrieben, eine hohe Konkordanz auf und liefern daher vergleichbare Ergebnisse.®® Neben dem
weltweiten Review von Koliopoulos et al. zeigt auch die kanadische Studie von Mayrand et al. mit

einer adjustierten Sens. und Spez. von 95 % bzw. 94 % &hnliche Ergebnisse fir den HC2.731%2

Betrachtet man die zytologischen Ergebnisse, zeigt die Metaanalyse von Cuzick et al. eine
durchschnittliche Sens. von 53 % und eine durchschnittliche Spez. von 96 % fiir CIN2+.5° AuRer,
dass Koliopoulos et al. eine héhere Sens. fur die Zytologie zu verbuchen haben, zeigen diese wie

auch Mayrand et al. im Wesentlichen vergleichbare Ergebnisse (s. Tabelle 31).731%2

Im Vergleich dazu stellen sich die Sens. der MABE-Studie sowohl hinsichtlich HC2 als auch
hinsichtlich Zytologie erneut als unterdurchschnittlich dar. Insbesondere die adjustierten Sens.
fallen deutlich von denen der internationalen Studien ab und deuten erneut auf eine fehlende
Reprasentanz des Studienkollektivs hin. Die Ergebnisse der zugrundeliegenden MARZY -Studie

mit einem untersuchten Screeningkollektiv von 2.627 Frauen — 203 davon mit histologischem
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Ergebnis — lassen vermuten, dass dies wahrscheinlich der Selektion der in dieser Arbeit
analysierten MABE-Subpopulation geschuldet ist. In der MARZY-Studie erreicht der HC2
namlich eine Sens. von 95 % fur CIN2+, was im Rahmen der Ergebnisse anderer internationaler
Studien liegt. Allerdings ist zu erkennen, dass neben der MABE-Studie auch die MARZY -Studie
im Vergleich mit internationalen Studien mit 47 % eine unterdurchschnittliche Sens. fir die
Zytologie aufweist.!?° Diese unterdurchschnittlichen Sens. der Zytologie spiegeln sich auch in
anderen deutschen Studien wider. So kénnen die Studie von Petry et al. im Raum Hannover und
Tubingen eine mittlere Sens. von 44 % und die von Schneider et al. in Thiringen sogar nur eine
Sens. von 18 % (adjustiert 20 %) ausweisen.®*!3* Diese stark variierenden und v. a. regional
schwankenden Ergebnisse konnten in der Subjektivitét der zytologischen Begutachtung begriindet
sein. Eine Ubersicht tiber die Ergebnisse der Sens. und Spez. der genannten Studien gegeniiber
denen der MABE-Studie gibt Tabelle 31.

Tabelle 31: Vergleich der Sensitivitaten und Spezifitaten fur die Zytologie und den HC2 hinsichtlich CIN2+ in der
MABE-Studie mit denen anderer internationaler Studien (inklusive MARZY -Studie). 5573120132

Methode | Studie Sensitivitat Spezifitat
MABE 89 % (adj. 37 %) 40 % (adj. 87 %)
MARZY adj. 95 % adj. 95 %
HC2 Cuzick et. al 96 %* 91 %*
Koliopoulos et al. 93 % 89 %
Mayrand et. al 95 % (adj. 95 %) 61 % (adj. 94 %)
MABE LBC (Cutoff: PAP I1w) 22 % (adj. 9 %) 88 % (adj. 98 %)
MABE PAP (Cutoff: PAP Ilw) 33 % (adj. 14 %) 80 % (adj. 96 %)
MARZY LBC (Cutoff: ASC-US) adj. 47 % adj. 99 %
Zytologie | MARZY PAP (Cutoff: ASC-US) adj. 47 % adj. 97 %
Cuzick et. al (Cutoff: PAP 1lw/ASC-US/Borderline) | 53 % 96 %
Koliopoulos et al. LBC/PAP (Cutoff: ASC-US) LBC 76 % PAP 66 % | LBC 92 % PAP 96 %
Mayrand et. al PAP (Cutoff: ASC-US, AGC) 57 % (adj. 55 %) 81 % (adj. 97 %)

adj. = Adjustiert, AGC = Atypical Glandular Cells, ASC-US = Atypical Squamous Cells of Undetermined
Significance, CIN = Cervical Intraepithelial Neoplasia, HC2 = Digene Hybrid Capture® 2 High-Risk-HPV-DNA-
Test, LBC = Liquid-Based Cytology, MABE = MARZY Study Material Analysis for Biomarker Expression

* Diese Metaanalyse beinhaltet Studien, die anstelle des HC2 die Konsensus PCR von GP5+/6+ Primern als HPV-
Test benutzt haben.

Die Metaanalyse von Arbyn et al. zeigt die unterschiedlichen Sens. und Spez. und damit die Vor-
und Nachteile der verschiedenen Screeningmethoden Zytologie, HPV-Test und Cotesting auf.
Hierbei erzielte der alleinige HC2 eine um 23 - 43 % (je nach Erkrankungsstadium sowie
Zytologie-Cutoff) hohere Sens. bei einer gleichzeitig niedrigerer Spez. als die alleinige
Zytologie.%” Diese Tendenzen spiegelt im Wesentlichen auch die MABE-Studie unter
Berlcksichtigung der rohen und der adjustierten Werte wider. So erreicht hier der HC2 eine
zweieinhalb- bis knapp Uber viermal so hohe Sens. (je nach zytologischer Untersuchungsmethode

und dem Erkrankungsstadium) bei geringerer Spez. als die beiden zytologischen Methoden.
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Weiterhin zeigt der Vergleich Cotesting (HC2 + Zytologie) vs. Zytologie im Stadium CIN3+ bei
Arbyn et al. fur das Cotesting eine um 33 % hohere Sens. bei 8 % weniger Spez. Die Hinzunahme
der Zytologie zum HC2 beim Cotesting dagegen bewirkt fur diese Erkrankungsgruppe lediglich
einen Sensitivitdtsgewinn von 2 % gegeniiber dem alleinigen HC2 bei Spezifitatsverlusten.®’
Erneut kdnnen im Wesentlichen auch diese Ergebnisse durch die vorliegende Arbeit bestatigt
werden. So erreicht das Cotesting in der MABE-Studie eine zweieinhalbmal so hohe Sens. wie die
Zytologie bei 30 - 40 % (adjustiert 90 %) ihrer Spez. sowie die gleiche Sens. wie der HC2 bei
Spezifitatsverlusten von bis zu 12 Prozentpunkten gegeniiber diesem. Stellt man dem nun die
Resultate der QG-MPH CIN3+-Diagnostik mit gleicher Sens. bei mindestens vergleichbarer,
teilweise sogar hoherer Spez. im Vergleich zum Cotesting und dem HC2 gegeniiber, so bietet der
QG-MPH durchaus eine denkbare Screeningalternative, die die Nachteile beider — des HC2 und
der Zytologie — ausgleicht.

Weiterhin haben Arbyn et al. mithilfe von FU-Ergebnissen die prognostische Aussagekraft der
verschiedenen Tests ausgewertet. Dabei war eine signifikant kleinere kumulative Inzidenzrate
einer CIN3+ unter den im BL HPV-negativen als unter den im BL Zytologie-negativen Frauen zu
verzeichnen. Der Unterschied zwischen Frauen mit einer doppelten Negativitat (Zytologie und
HPV) und den HPV-negativen Frauen, unabhangig von der zytologischen Diagnose, fiel dabei
sehr klein aus.®” Dillner et al. kénnen diese Ergebnisse mit einer in ihrer Arbeit errechneten
kumulativen Inzidenzrate einer CIN3+ nach sechs Jahren von 0,27 % bei HPV-negativen vs.
0,97 % bei Zytologie-negativen Frauen bestatigen.'® Da in dieser Arbeit beziiglich der Prognostik
aufgrund zu geringer Fallzahlen mit gesicherter Histologie nur vage Aussagen gemacht werden
konnten, ist ein direkter VVergleich mit den hier genannten Studien nicht sinnvoll.

5.3 Weiterfuhrender wissenschaftlicher Kontext

Die Histologie, der aktuelle Goldstandard in der Diagnostik eines Zervixkarzinoms, basiert auf
einer subjektiven Beurteilung der Probe durch einen Pathologen. Dieser Klassifiziert das
untersuchte Gewebe in die Diagnosen Normal, Dysplasiestadium CIN1, CIN2, CIN3 und
Karzinom. Dabei wird lediglich die Morphologie der Zellen begutachtet, ohne
molekularbiologische Aspekte zu beachten. Stoler et al. haben im Rahmen der ALTS-Studie
(ASCUS/LSIL Triage Study for Cervical Cancer) die Reproduzierbarkeit der histologischen
Beurteilung von zervikalen Biopsien untersucht. Der von ihnen durchgefuhrte Vergleich zwischen
zwei unabhangigen histologischen Bewertungen derselben Biopsate zeigte eine nur moderate

Interobserver-Reproduzierbarkeit (k = 0,46).13®
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Dysplasiestadium CIN2 bedeutet, dass bis zu zwei Drittel des Epithels unreife Basalzellen und
Mitosen beinhalten, aber das obere Drittel nicht infiltriert ist.23” Es stellt den Ubergang zwischen
einer haufig regredient verlaufenden CIN1 und einer moglicherweise sich zum Karzinom
entwickelnden CIN3 dar.*® Da eine CIN2 haufiger als eine CIN3 ausheilt,*® ist die korrekte
Diagnose dieses Stadiums von groRer Bedeutung. Aus diesem Grund konzentrierten sich Castle et
al. im Rahmen der ALTS-Studie auf dieses Erkrankungsstadium. Dabei stellte sich heraus, dass
die Diagnose CIN2 nur zu 43,4 % durch den unabhangigen zweiten Pathologen bestatigt wurde.
Bei einigen dieser Patientinnen wurde zusatzlich ein mittels LEEP (Loop Electrical Excision
Procedure) entnommenes Biopsat bzw. entnommener Konus histologisch untersucht. Wurde
dieses Préparat zur Vergleichsbeurteilung herangezogen, so zeigte sich auch fiir diesen Vergleich
hinsichtlich der Diagnose CIN2 eine Ubereinstimmung von lediglich 25 %.% Die Arbeiten
verdeutlichen, dass die Histologie mit starken Unsicherheiten behaftet ist. Da diese jedoch als
Goldstandard fur die Etablierung neuer Tests herangezogen wird, ist es wichtig, deren Schwachen
auch bei der Analyse der vorliegenden Arbeit zu bedenken, denn dies bedingt, dass die Vorteile
der QG-MPH Dysplasie-Diagnostik, die sich aus ihrer molekularbiologischen Betrachtungsweise
ergeben, nicht zwangslaufig erkennbar sind. Das Ergebnis der QG-MPH Dysplasie-Bestimmung
mag néher an der Wahrheit liegen als die potentiell fehlerhafte subjektive Beurteilung durch einen

Pathologen.

Der Einsatz von Biomarkern in der Diagnostik von Karzinomen ist in den letzten Jahren immer
starker in den Fokus der Forschung gertickt. So wurde die immunzytochemische Farbung bereits
in die Abklarungsdiagnostik des Zervixkarzinoms aufgenommen.? Eine Studie von Ikenberg et
al. zeigt, dass das pl6-Ki-67-Dual-Stain-Verfahren bei der Detektion von CIN2+ eine im
Vergleich zur konventionellen PAP-Untersuchung hdhere Sens. (86,7 % vs. 68,5 %) bei
vergleichbarer Spez. (~95 %) verbuchen kann.”* Weiterhin sind auch immunhistochemische
Farbungen von Biopsien moglich. So zeigen die Biomarker TOPO2a und MCM2 insbesondere
fur das Stadium HSIL starke Anfarbungen und ermdglichen eine spezifischere Diagnostik der
Dysplasiestadien (s. BD ProEx™ C Reagent).!*° Dies gilt auch fiir die immunhistochemische

Farbung von Stathmin, welches in CIN 3 und Karzinomen iberexprimiert wird.%

Neben der HR-HPV-Detektion mittels DNA existieren auch Methoden, die mRNA der
Virussequenzen E6 und E7 messen. Dabei stellt APTIMA® (Hologic) den ersten im Screening
zugelassenen und etablierten mRNA-basierten HPV-Test dar.?* Sowohl in der Studie von Wu et
al. als auch in der von Ratnam et al. zeigt sich dieser sogar mit einer leicht hheren Sens. und v. a.

aber einer héheren Spez. gegentber dem HC2.141142
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Eine weitere Mdglichkeit zur Detektion von Zervixkarzinomen und ihren Vorstufen bietet der
Nachweis von methylierten DNA-Regionen, da mit der Entstehung von Krebszellen
(Transformation) auch Veranderungen der DNA, u. a. beziliglich Methylierungen, assoziiert sind,
die zu veranderter Genexpression, wie dem Abschalten von Tumorsuppressorgenen, fiinren,'43
Schmitz et al. haben in ihrer Arbeit einen Score, basierend auf einer Messung von sechs
Methylierungsmarkern (ASTN1, DLX1, ITGA4, RXFP3, SOX17 und ZNF671), validiert. Dabei
zeigen sie, dass alle Karzinome sowie 2/3 der High-Grade CIN-Lé&sionen mithilfe dieses Scores
detektiert wurden. Daruiber hinaus konnte fur diesen Score eine hohere Spez. als fir das p16-Ki67-
Dual-Stain-Verfahren und den HPV-Test Cobas® verzeichnet werden. Ob es sich bei den nicht
detektierten High-Grade Dysplasie-Diagnosen womdglich um Ldsionen mit Regressionstendenz

handelt, muss anhand von Langzeitstudien noch untersucht werden.44

Fur die quantitative Messung von mRNA bildet bislang die quantitative Reverse-Transkriptase-
PCR (qRT-PCR) den Goldstandard. Das Review von Scerri et al. zeigt, dass der QG-MPH im
Vergleich zur gRT-PCR eine robuste, kosteneffiziente Methode mit hohem Durchsatz darstellt.
Im Gegensatz zur gRT-PCR muss beim QG-MPH nicht erst die RNA extrahiert, in DNA
umgeschrieben und dann mittels PCR amplifiziert werden. Vielmehr kann das Zelllysat der Proben
direkt an Capture-Sonden hybridisiert, durch Detector-Sonden identifiziert und nach der
anschlieBenden Signalamplifikation mit ausreichend hoher Sensitivitat gemessen werden. Diese
Reduktion der Arbeitsschritte durch den QG-MPH, wodurch u. a. auch die Gefahr von
Kontaminationen und Messfehlern sinkt, wird in Abbildung 25 dargestellt. Weiterhin bietet der
QG-MPH, wie bereits erwéhnt, die Maoglichkeit des Multiplexings, wobei bis zu 80 Marker in
einer Probe gleichzeitig gemessen werden konnen und damit im 96-Well-Format 92
Patientinnenproben und vier Kontrollen in einem Arbeitsgang bearbeitet werden kénnen.**® Eine
Ubersicht der sogenannten Hands-on-Zeiten fiir den QG-MPH und fiir die qRT-PCR bei einer
Messung von finf bzw. 40 Markern gleichzeitig veranschaulicht Tabelle 32. Hierbei wird deutlich,
dass v. a. das Multiplexing zu einer bedeutenden Zeit- und Kostenersparnis flhrt. Da eine langere
Lagerung der Proben zur Degradation von RNA fihrt, zeigen Baldacchino et al. anhand von
archiviertem, in Paraffin eingebettetem Burstkrebsgewebe, dass der QG-MPH auch mit sehr wenig
vorhandenem Material gute Messergebnisse liefern kann. Dies gilt auch fur kleine Proben wie
z. B. Mikrodissektionen.'® AuBerdem zeigt das Review von Scerri et al., dass der QG-MPH bei
bis zu 18 Jahre alten Paraffinpraparaten eine HER2- und ER-Positivitat nachweisen kann, wahrend

dies mit der gRT-PCR nur bei hochstens 12 Jahre alten Proben méglich ist.1*
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2. Reverse Transkription
(cDNA Synthese)

1. RNA Extraktion 3.qPCR Ergebnisse (C;)

Proben-
material

1. QunatiGene Assay
(Capture-Hybdiridisierung, Ergebnisse (MFI)
Signalamplifikaion)

Abbildung 25: Vergleich der Arbeitsschritte der gRT-PCR mit denen des QG-MPH. (cDNA = Complementary DNA,
MFI = Mittlere Fluoreszenzintensitat, QG-MPH = QuantiGene-Molecular-Profiling-Histology, gPCR = Quantitative
PCR, gRT-PCR = Quantitative Reverse-Transkriptase-PCR, RNA = Ribonucleic Acid) [Modifiziert nach Scerri et al.,
20189]

Tabelle 32: Vergleich der Hands-on-Zeit des QG-MPH mit der der gRT-PCR fiir die Messung von flinf bzw. 40
Biomarkern. [Modifiziert nach Scerri et al., 20181%]

Arbeitsschritte 5-plex 40-plex
gRT-PCR QG-MPH gRT-PCR QG-MPH
Zelllyse & Homogenisierung 30 min 30 min 30 min 30 min
Praanalytik | RNA Extraktion 30 min / 30 min /
cDNA Synthese 15 min / 15 min /
Analytik QG-MPH Tag 1/gPCR 1lh 30 min 8h 30 min
QG-MPH Tag 2 / 1lh / 1h
Insgesamt 2 h 15 min 2h 9 h 15 min 2h

cDNA = Complementary DNA, QG-MPH = QuantiGene-Molecular-Profiling-Histology, gPCR = Quantitative PCR,
gRT-PCR = Quantitative Reverse-Transkriptase-PCR, RNA = Ribonucleic Acid

Dass die Betrachtung von Kombinationen verschiedener Biomarker sinnvoll ist, zeigen del Pino
etal. in ihrer Arbeit. Dabei erzielte die Kombination der mRNA-Messwerte von TOPO20 und p16
fur die Detektion von HSIL eine bessere Balance zwischen Sens. und Spez. als die
Einzelergebnisse dieser Biomarker.'*® Auch die Arbeit von Bourmenskaya beschreibt eine neue
Formel, welche u. a. die Verhéltnisse der Biomarker p16 zu BAX und Progesteronrezeptor zu Ki67
beinhaltet.}*” Insgesamt zeigen diese Studien, dass der in dieser Arbeit zu validierende QG-MPH,
basierend auf einer quantitativen mRNA-Messung verschiedener HR-HPV-Genotypen und
zellulérer Biomarker sowie der anschlieBenden RS-Berechnungen zur Dysplasie-Diagnostik, im

Einklang mit den neusten Forschungserkenntnissen steht.

5.4 QuantiGene-Molecular-Profiling-Histology-Test als Screeningalternative
mit inkludierter Triagierung

Fir den Einsatz einer Methode zur Triagierung bedarf es einer sehr hohen Spez. bei einer den
Screeningtests entsprechenden Sens. Neben dieser sogenannten Testgute (Accuracy) sind fir die

Anerkennung als Screeningtest weitere drei Kriterien von besonderer Bedeutung: die

prognostische Fahigkeit, der zeitliche Aufwand und die Kosten.
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Die Testgute der QG-MPH Dysplasie-Diagnostik wurde in dieser Arbeit ausfihrlich in Kapitel 5.1
und 5.2 erlautert. Dabei wurde restiimiert, dass diese im Vergleich zum neu eingeftihrten Cotesting
eine vergleichbare, teils sogar hohere Spez. bei fur den Endpunkt CIN3+ gleicher Sens. sowie bei
fir den Endpunkt CIN2+ nur teilweise niedrigerer Sens. erreicht. Weiterhin zeigt die QG-MPH
Dysplasie-Diagnostik bei einer tberwiegend leicht niedrigeren Spez. eine deutlich hohere Sens.
als die Zytologie sowie eine vergleichbare, teilweise hohere Spez. als die etablierten HPV-Tests
bei gleicher Sens. fiir den histologischen Endpunkt CIN3+ und nur teilweise niedrigerer Sens. fur
den histologischen Endpunkt CIN2+. Insgesamt kann in dieser Arbeit fiir die QG-MPH Dysplasie-
Diagnostik, insbesondere fir den Endpunkt CIN3+, eine in Relation zu den anderen Methoden
hohe Testglte vermerkt werden. Mithilfe der kombinierten QG-MPH HR-HPV-Diagnostik
kdnnten dartber hinaus Angaben zum fuhrenden HR-HPV-Genotyps gemacht werden. Aufgrund
der relativ kleinen Studienpopulation, die fur diese Arbeit zur Verfigung stand, sind diese

Ergebnisse allerdings nur eingeschrankt aussagekréaftig.

Bezlglich der prognostischen Féhigkeit der QG-MPH Dysplasie-Diagnostik kénnen an dieser
Stelle keine konkreten Aussagen gemacht werden, da aufgrund der geringen Anzahl an Frauen mit

histologischem Befund im BL und FU ausschlieBlich Einzelfalle betrachtet werden konnten.

Die Hands-on-Zeit des QG-MPH mit dem Vorteil des Multiplexings wurde bereits im vorherigen
Kapitel detailliert mit der der gRT-PCR verglichen. Fir die etablierten HPV-Tests kann aufgrund
unterschiedlicher Durchflihrungen der Methoden keine generelle Hands-on-Zeit bestimmt werden.
Unabhangig von der bendtigten Zeit fur die zytologische Beurteilung setzt sich das Cotesting im
Gegensatz zur QG-MPH Dysplasie-Diagnostik mit kombinierter QG-MPH HR-HPV-Diagnostik
immer aus zwei Untersuchungen zusammen und benétigt dementsprechend mehr Zeit. Ein
weiterer Vorteil der kombinierten QG-MPH Diagnostik besteht darin, dass das Priméarscreening
und die Triagierung gleichzeitig anhand eines einzigen Abstrichs und Messvorgangs
vorgenommen werden koénnen, wodurch der Patientin die weiteren Abklarungsuntersuchungen
erspart bleiben. Dies hatte nicht nur einen enormen Zeitgewinn fir Patientin und Arzt zu Folge,
sondern konnte auch die physische und psychische Belastung der Frauen, bedingt durch die
Unannehmlichkeiten der Abkl&rungsuntersuchungen, reduzieren. Hierbei sind v. a. die
Kolposkopie und die Entnahme der Gewebeproben zu erwahnen. Diese Einsparungen sind v. a.
auch in Entwicklungsldndern mit unzureichender Infrastruktur und dementsprechend

eingeschrankter Erreichbarkeit des Arztes und Pathologen bzw. Zytologen von enormem Interesse.

Da in Deutschland seit Januar 2020 alle Frauen ab dem 35. Lebensjahr ein Cotesting mit Zytologie
und HPV-Test und alle Frauen zwischen 20 und 34 Jahren weiterhin j&hrlich die bislang tbliche
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Zytologie als Screening erhalten,°® werden in Tabelle 33 die Kosten dieser beiden
Vorsorgealgorithmen denen des QG-MPH gegenubergestellt. Vergleicht man die Gesamtkosten
des Primarscreenings, so kommt der QG-MPH zwar teurer als die Zytologie, aber in einigen Fallen
preisglnstiger als das Cotesting. Doch den entscheidenden Vorteil des QG-MPH bildet erneut die
Fahigkeit, als kombinierter Screening- und Triagierungstest fungieren zu kénnen und so Kosten
fir weitere Abkl&rungsdiagnostiken einzusparen. Auch wenn nicht bei jeder Abklarung alle
Untersuchungen durchgefuhrt werden miissen, sind mit bis zu 217,94 € vs. 64,27 € Gesamtkosten
deutliche Unterschiede zwischen dem aktuellen Abklarungsvorgehen und dem mittels QG-MPH
zu konstatieren.!*® Dies gilt fiir Deutschland, ist aber auch fur Entwicklungslander von groRer
Bedeutung. Neben der Kostenaufstellung zeigt Tabelle 33 auch die Faktoren Belastung und

Zeitaufwand fr die Patientin sowie Dauer bis zum endgultigen Befund der Abklarungsdiagnostik.

Tabelle 33: Ubersicht der erwarteten Kosten, Belastung und Dauer des aktuellen Screenings und der
Abklarungsdiagnostik im Vergleich mit denen des QG-MPH. [Modifiziert nach Gebarmutterhalskrebs-
Friiherkennung - Neues organisiertes Programm im Uberblick, 20214¢]

Alternatives

Aktuelles Screening Screening mit QG-

(nach EBM) MPH
20.-34. LJ ab 35. LJ

Kllnlgche Untersuchung einschlieBlich 23.92€ 23.92€ 23.92 €

Abstrichentnahme

Zytologische Untersuchung 9,01€ 9,01€ /
Primar- QG-MPH / / 30,00 €
screening HPV-Test / 17,02 € /

HPV-Genotypisierung bei positivem / 17.02 € /

Ergebnis auf HPV-Typen 16 und 18
Insgesamt 32,93 € bis 66,97 € 53,92 €
Abstrichentnahme, Befundmitteilung

und diesbezugliche Beratung 1035¢€ 1035¢€ 1035¢€
Abkl&rungskolposkopie 80,99 € 80,99 € /
Zytologische Untersuchung
einschlieRlich weiterfiihrender 32,04 € 32,04 € /
Abklarungs- | immunhistochemischer Farbeverfahren
diagnostik HPV-Test 17,02 € / /
Histologische Untersuchung bei der
Abklarungskolposkopie 2759 € 2759 € /
HPV-Genotypisierung bei positivem 17.00€ / /
Ergebnis auf HPV-Typen 16 und 18 ’
Insgesamt bis 185,01 € bis 150,97 € 10,35 €
Kosten insgesamt (Primarscreening mit Abklarung) bis 217,94 € bis 217,94 € 64,27 €
Diagnose Negativ, Dysplasie (CIN1-3), Karzinom
Mehrere Tests (ggf. Biopsie), Ein Test ohne
Belastung und Zeitaufwand fiir die Patientin mehrere Arztbesuche Biopsie, ein
Arztbesuch
Dauer bis zum endgultigen Befund der Bis zu 3 Monate nach ca 4 Tage
Abklarungsdiagnostik Algorithmus ' 9

CIN = Cervical Intraepithelial Neoplasia, EBM = Einheitlicher Bewertungsmalstab, HPV = Humanes Papillomvirus,
LJ = Lebensjahr, QG-MPH = QuantiGene-Molecular-Profiling-Histology
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Durch den QG-MPH koénnen also gegeniiber dem Cotesting der ber 34-jahrigen und auch
gegenliber der Abkldrungsdiagnostik generell Zeit und Kosten eingespart werden. Zur
Verbesserung der Testgute bedarf jedoch insbesondere die QG-MPH CIN2+-Diagnostik
hinsichtlich der Sens. weiterer Optimierungen. AuRerdem muss die prognostische Fahigkeit des
QG-MPH mit aussagekréftigeren Studien untermauert werden. Insgesamt deuten die Ergebnisse
dieser Arbeit allerdings bereits an, dass der QG-MPH durchaus eine Screening- und
Triagierungsalternative darstellt und es sich lohnt, weitere Optimierungen und Validierungen

durchzuflhren.

5.5 Limitationen der Arbeit

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind einigen Einschrankungen hinsichtlich der Studienpopulation,
der Probenqualitdt sowie der Mess- und Auswertungsmethodik unterworfen. Im Folgenden

werden die wesentlichen aufgefuhrt und erlautert.

Fur diese Arbeit wurde lediglich eine Subpopulation einer Screeningstudie, bestehend aus allen in
der Zytologie (LBC-Zweitmeinung > ASC-US), im HR-HPV-Test (HC2 und/oder GP5+/6+ PCR
Enzymimmunoassay (14 HR-HPV-Genotypen)) und/oder in der Histologie (> CIN1) des BL
und/oder des FU aufféalligen Frauen und einer gleich groRen Kontrollgruppe, herangezogen.
Dadurch fallen die HPV-Prévalenz sowie der Anteil an Frauen mit pathologischem Histologie-
Ergebnis in dieser Arbeit hoher aus, als es bei einer vollstdndigen Screeningpopulation die Regel
ist. Da in der MARZY-Studie neben den Screening-positiven Teilnehmerinnen lediglich 5 % der
Screening-negativen Frauen zur weiterfuhrenden Kolposkopie eingeladen wurden und davon
wiederum nicht alle gekommen sind bzw. nicht alle eine histologische Untersuchung erhalten
haben, konnte einerseits fir die Querschnittsanalysen zur Sens.- und Spez.-Bestimmung nur ein
kleines Kollektiv beriicksichtigt werden. Andererseits bedingt dies eine Abh&ngigkeit zwischen
Screeningergebnis und Abklarungshistologie, was zu falsch hohen Sens. und falsch niedrigen
Spez. fihren kann. Um diesen Verifikationsbias herauszufiltern, wurde in dieser Arbeit fiir die
Sens., Spez. sowie LR* und LR™ neben der rohen auch eine adjustierte Variante bestimmt. Fir die
dabei entstandenen sehr niedrigen adjustierten Sens. ist vermutlich eine fehlende Reprasentanz des
Studienkollektivs durch die Probenselektion aus der urspriinglichen, vollstindigen MARZY -
Studie urséchlich. Weiterhin liegt in dieser Studienpopulation keine Teilnehmerin mit einem
histologisch diagnostizierten Karzinom vor, sodass die QG-MPH CxCa-Diagnostik nicht beurteilt
werden kann. Damit der QG-MPH als Screeningtest eingesetzt werden kann, ist somit eine weitere

Validierung an einer deutlich gréReren, vollstandigen Screeningpopulation notwendig.
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Fur die uneingeschréankte prognostische Bewertung des QG-MPH stehen in dieser Arbeit nur zwei
Frauen mit einem histologischen Befund im BL und im FU zur Verfligung, sodass diesbeztiglich
lediglich Andeutungen mittels deskriptiver Auswertungen, grofitenteils unabhangig von den
histologischen Ergebnissen, sowie Fallbeschreibungen ohne weitere statistische Analysen
gemacht werden kdnnen. Weiterhin erhéht der Abstand von mehreren Jahren zwischen dem BL
und dem FU die Wahrscheinlichkeit von Neuerkrankungen und Ausheilungen. Die Tatsache, dass
in diesen Fallen der Verlauf aus dem BL heraus zwangslaufig noch nicht prognostiziert werden
kann, schrénkt die Aussagekraft dieser prognostischen Analyse weiter ein. Hinzu kommt, dass die
QG-MPH Dysplasie-Diagnostik basierend auf den Querschnittsergebnissen der Histologie
entwickelt wurde, dieser jedoch kein prognostisches Potential nachgesagt wird. Da auch die
prognostische Aussagekraft einer Methode fiir die Etablierung im Screening notwendig ist, wére
somit die Bildung eines weiteren Scores hinsichtlich Prognostik sinnvoll. Dieser misste
anschlieBend anhand einer groRen, longitudinalen Screeningstudie validiert werden, wobei eine
Betrachtung mehrerer histologischer FU-Untersuchungen der Patientinnen mit kurzen

Zeitabstanden die Aussagekraft erhohen wiirde.

Weiterhin ist zu bedenken, dass die in dieser Arbeit verwendeten Abstriche im Zeitraum von 2005
bis 2012 abgenommen und seitdem bei —20 °C gelagert wurden. Eine solche (ber ldngere Zeit
andauernde Lagerung kann eine Abnahme der Probenqualitdt zur Folge haben. Fur die
Querschnittsanalysen mussten insgesamt 22 BL-Proben aufgrund zu niedriger Actin-p-Werte
ausgeschlossen werden, wodurch sich die Anzahl an auswertbaren Proben weiter reduziert hat. Ob
dies durch die Lagerung oder durch eine schlechte Abnahme des Abstrichs durch den
Gynékologen verursacht wurde, kann nicht abschlieRend beurteilt werden, jedoch veranschaulicht

dies die Notwendigkeit einer prospektiven Screeningstudie zur Verbesserung der Ergebnisqualitét.

Bezuglich der QG-MPH-Messungen ist zu beachten, dass in dieser Arbeit ein anderer Beadmix
als fir die Entwicklung der RS verwendet wurde. Die Validierung dieser beiden Beadmixe zeigt
zwar keine gravierenden Abweichungen, aber auch keine absolute Ubereinstimmung, sodass in
Zukunft genaue Anpassungen der RS-Berechnungen und der HR-HPV-Cutoffs an jedem neuen
Beadmix durchgefiihrt werden sollten. Weiterhin bedarf es einer Standardisierung zur Validierung
der unterschiedlichen Beadmix-Chargen, um so die Reproduzierbarkeit weiter zu verbessern. Es
ist weiterhin zu erwahnen, dass sich die Verwendung des Biomarkers ,,fiihrender HPV* zwischen
dieser Arbeit und der Entwicklungsstudie geringfuigig unterscheidet. Die Tatsache, dass zwei der
funf Biomarker, die in die RS CIN2+ und RS CIN3+ eingehen, HPV 16-Splicemarker sind, kdnnte
aullerdem zu einer Unterreprasentation von Nicht-HPV 16-Infektionen als Ursache von
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Zervixdysplasien fihren. Um dem entgegenzuwirken, kdnnte die Entwicklung weiterer Scores fir

andere HR-HPV-Genotypen sinnvoll sein.

Auch in dieser Arbeit gelten dieselben Einschrankungen bezuglich der QG-MPH Dysplasie-
Diagnostik, wie sie in der Entwicklungsstudie von M. Basten aufgeflihrt werden. Bei einem
Abstrich erh&lt man gesunde und dysplastische Zellen, sodass sich je nach Grofie der Dysplasie
oder Abstrichtechnik deren Verhéltnis d&ndern kann. Da Actin-3, ein Haushaltsgen, im Gegensatz
zu den anderen Biomarkern sowohl in gesunden als auch in dysplastisch veranderten Zellen
exprimiert wird, kann die Normierung auf Actin-p bei hohem Anteil gesunder Zellen falschlich zu
niedrigen relativierten Werten der Biomarker flihren. Eine von Basten vorgeschlagene Alternative
ware eine Normierung auf einen Dysplasiemarker, wie z. B. p16.!'® Da dieser Biomarker
allerdings im Verdacht steht, nicht nur bei Dysplasien, sondern auch bei anderen Erkrankungen

wie z. B. einer Zervizitis, erhoht vorzuliegen, stellt auch dies keine ideale Lésung dar.

Die Tatsache, dass alleine eine Gber dem Cutoff liegende Erhéhung von p16 fir die RS CIN3+-
Positivitat ausreicht, konnte u. a. aufgrund des oben genannten Verdachts des Zusammenhangs
dieses Biomarkers mit anderen Erkrankungen zu falsch positiven Ergebnissen fuhren. Um dies zu
verhindern, ware womdglich die Bedingung, dass fir ein positives RS-Ergebnis mindestens zwei
Biomarker Uber ihrem jeweiligen Cutoff liegen muissen, angebracht. Eine weitere
Verbesserungsmoglichkeit ware, eine Probe nur dann in ein bestimmtes QG-MPH
Dysplasiestadium einzustufen, wenn auch alle jeweils niedrigeren RS positive Ergebnisse zeigen.
So soll beispielsweise nur dann die Diagnose QG-MPH CIN3+ gestellt werden, wenn neben dem
RS CIN3+ auch der RS CIN2+ positiv ist.

AbschlieBend sei noch das ausfihrlich diskutierte Dilemma beziiglich des Goldstandards zu
erwéhnen, denn die Subjektivitat und schwache Reproduzierbarkeit der Histologie (s. Kapitel 5.3)
schranken die Validierungen neuer Verfahren generell stark ein. AuRerdem werden durch ihre rein
morphologische Betrachtungsweise womdglich VVorteile molekularbiologischer Verfahren sowie

deren prognostisches Potential Gbersehen.
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5.6 Schlussfolgerung und Ausblick

Seit Januar 2020 wird bei allen Frauen ab dem 35. Lebensjahr die jahrliche zytologische
Untersuchung um einen HPV-Test erweitert und ein sogenanntes Cotesting durchgefuhrt. Dafur
findet die Untersuchung nur noch alle drei Jahre statt. Dies soll zur Erhéhung der bislang niedrigen
Sens. des Screenings flhren. Da hierbei auch transiente HPV-Infektionen ohne Dysplasie
detektiert werden, bedingt dies einen Abfall der Spez., was wiederum gute Triagierungstests

notwendig macht.

Der QG-MPH hat dagegen das Potential, Screening und Triagierung in nur einer Untersuchung
abzudecken. Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die QG-MPH Dysplasie-Diagnostik fur den
histologischen Endpunkt CIN3+ eine weitestgehend héhere Spez. als die vier Cotesting-Varianten
erreicht und dabei die gleiche Sens. aufweist. Da im Stadium CIN3 aufgrund der deutlich erhdhten
Gefahr einer Karzinomentwicklung eine Konisation als Therapie empfohlen wird, ist insbesondere
in diesem Stadium eine hohe diagnostische Testgiite von grof3er Bedeutung. In dieser Hinsicht
kdnnen die Ergebnisse der QG-MPH Dysplasie-Diagnostik (berzeugen, obwohl diese in der
Gruppe CIN2+ eine etwas niedrigerer Sens. bei dennoch groBtenteils hoherer Spez. im Vergleich
zu den Cotesting-Varianten aufweist. Durch das zusatzliche Potential des QG-MPH bei der
Triagierung konnen den Frauen auBerdem weitere Abklarungsuntersuchungen erspart werden,
wodurch wiederum Zeit, Kosten und Stress reduziert wiirden. Dies wirde bei Arzten und
Patientinnen die Akzeptanz erhéhen. Weiterhin deuten die Ergebnisse dieser Arbeit an, dass die
QG-MPH Dysplasie-Diagnostik tber eine potente prognostische Aussagekraft verfiigt, die jedoch

in grofReren longitudinalen Studien weiter untersucht werden muss.

Die Bildung zusétzlicher RS fiir Nicht-HPV 16-Infektionen kann zu einer weiteren Erhéhung der
Aussagekraft fuhren. Daruber hinaus sollte zur Verbesserung der Ergebnisreproduzierbarkeit die
Beadmix- und Chargenvalidierung optimiert und standardisiert werden. Mdglicherweise ist auch
die Umstellung der Normierung auf einen Dysplasie-spezifischen Biomarker zur Erh6hung der
diagnostischen Testgite der QG-MPH Dysplasie-Diagnostik erforderlich, wobei diese eventuell
auch durch die Weiterentwicklung der bestehenden RS-Formeln unter Einbeziehung der genauen
Expressionsstarke der Biomarker anstelle einer Dichotomisierung durch Cutoffs erreicht werden

kann.

Um die positiven Tendenzen dieser Arbeit in Bezug auf den QG-MPH zu untermauern, ist jedoch
zunéchst die genaue Untersuchung der Prognostik dieser Methode sowie eine weitere Validierung

flir das Screening an einer grof3en prospektiven, longitudinalen Screeningstudie notwendig.
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