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ZUSAMMENFASSUNG

Hintergrund: Die Entwicklung eines Zervixkarzinoms ist in den meisten Fallen von
einer Infektion mit dem humanen Papillomvirus (HPV) begleitet. Daher gehdort der
Nachweis viralen Genmaterials seit dem Jahr 2020 zum Friherkennungsprogramm fir
Gebarmutterhalskrebs in Deutschland. Da eine Infektion mit dem HPV allerdings
ohnehin weit verbreitet ist, in den meisten Féllen aber nicht zur Dysplasie fihrt, ist die
Aussagekraft dieses Tests eingeschrankt. Neue molekulare Diagnosemethoden
bieten die Mdglichkeit, anhand des Nachweises von Virusproteinen eine Aussage uber
das Vorliegen einer Dysplasie zu treffen. Das diagnostische Potential dieser Methoden
ist allerdings noch unklar. Zwei der neuen Methoden, die HPV-Onkoproteine

nachweisen, werden hier auf inre Wertigkeit Gberpruft.

Methoden: Es wurden Zervixabstriche von Frauen aus drei verschiedenen Kohorten
untersucht: Eine Pilot-Kohorte (n = 39), eine Screeningkohorte (n = 64) und eine
Referral-Kohorte (n = 330). Der hier untersuchte ELISA recomWell HPV 16/18/45
wurde an allen drei Kohorten und der Lateral-Flow-Test OncoE6™ Cervical Test an
der Pilot- und der Screeningkohorte eingesetzt. Dabei wurden Sensitivitat und
Spezifitat sowie die Ubereinstimmung der beiden Tests bestimmt. Potentielle
Einflussfaktoren wie die Lagerungsdauer der Proben oder der Einfluss des

Lagerungsmediums auf die Testprozedur wurden gesondert untersucht.

Ergebnisse: Die Sensitivitat des recomWell HPV 16/18/45 fir eine Dysplasie vom
Grad CIN2+ lag in der Referral-Kohorte bei 31,0 %, bei einer Spezifitat von 79,3 %.
Der OncoE6™ Cervical Test erkannte Dysplasien vom Grad CIN2+ in der gleichen
Kohorte mit einer Sensitivitat von 70,7 % und einer Spezifitdt von 67,1 %. In 158 von
295 Fallen (53,6 %) ergaben beide Onkoproteintests das gleiche Ergebnis. In 89,4 %

der konkordant positiven Ergebnisse lag ein Dysplasiegrad CIN2+ vor.

Diskussion: Die erzielten Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Onkoproteintests
dem aktuellen diagnostischen Standard hinsichtlich Sensitivitdt und Spezifitat
unterlegen sind. Aus diesen Ergebnissen kann weder eine Empfehlung fur die
Aufnahme in das priméare Zervixkarzinomscreening noch fir den Einsatz als Triage-

Test abgleitet werden.
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ABSTRACT (ENGLISCH)

Background: In the majority of cases the development of cervical cancer is associated
with an infection with human papillomaviruses. Therefore, detection methods of viral
genetic material were implemented into the German cervical cancer screening
program in 2020. However, since the infection with human papillomaviruses is
extremely common and doesn’t lead to dysplasia in most cases, the clinical value of
these methods for the detection of dysplasia is limited. New diagnostic methods
approach the detection of dysplasia by quantifying viral oncoproteins. The diagnostic
potential of these methods remains uncertain. Two of these innovative methods are

here being tested and validated.

Methods: Cervical swabs of women of three different cohorts were used in this study:
One pilot cohort (n = 39), one screening cohort (n = 64) and one referral cohort
(n = 330). The ELISA recomWell HPV 16/18/45 was used in all three cohorts and the
lateral flow assay OncoE6™ cervical test was used in the pilot cohort and in the referral
cohort. Sensitivity and specificity as well as the concordance of the two test results
were evaluated. Time of storage, potential impact of storage medium and other factors

which could possibly influence the results, were evaluated in a separate analysis.

Results: The recomWell HPV 16/18/45 detected dysplasia of CIN2+ with a sensitivity
of 31,0% in the referral cohort and with a specificity of 79,3%. In the same cohort
sensitivity of the OncoE6™ cervical Test for dysplasia CIN2+ was 70,7% and
specificity was 67,1%. Both oncoprotein tests showed a concordant result in 158 out
of 295 cases (53,6%). In 89,4% of the concordant positive results there was a dysplasia
of grade CIN2+.

Discussion: The results of this study demonstrate that oncoprotein tests are inferior
to the current standard of care in terms of sensitivity and specificity. Based on these
results no recommendation can be made for their inclusion in primary cervical cancer

screening programs nor for the implementation as a triage test.
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1 UBERBLICK UBER PROBLEMGESCHICHTE UND
AKTUELLEN FORSCHUNGSSTAND

1.1 UBER DISZIPLINGRENZEN HINWEG: WIE MIKROBIOLOGIE UND
EPIDEMIOLOGIE DIE KARZINOGENESE DES ZERVIXKARZINOMS
ERFORSCHTEN

Auf der Suche nach der Ursache fur das Zervixkarzinom verfolgte die Medizin lange
Zeit unterschiedliche Hypothesen. Die dabei erreichten Ergebnisse erlaubten tber
eine Kombination epidemiologischer und mikrobiologischer Methoden Einblicke in

zentrale Zusammenhange der Karzinogenese.

Erste Hinweise auf diese Zusammenhange entdeckte Dr. Domenico Antonio Rigoni-
Stern im Jahr 1842. Der italienische Arzt untersuchte Sterbeurkunden von Frauen in
den Jahren 1760-1839 und analysierte sie in Hinblick auf die Pravalenzen
verschiedener Krebsarten. Dabei fiel ihm auf, dass Krebs der Gebarmutter bei Nonnen
weitaus seltener auftrat als bei verheirateten Frauen. Rigoni-Stern vermutete, dass
ausgedehnte Fastenperioden oder die Kérperhaltung der Ordensfrauen beim Beten
diesen Unterschied erklaren kénnten (Rigoni-Stern, 1842). Die spatere Forschung
folgte ihm darin nicht. Sie stellte fest, dass die Wahrscheinlichkeit, Gebarmutterkrebs
zu entwickeln, zwar mit der Lebensform der Nonnen zusammenhangt. Weniger die
von Rigoni-Stern vermuteten Gewohnheiten schienen aber ursachlich zu sein, als
vielmehr deren Sexualverhalten. Bis heute gilt: Wahrend Nonnen und verheiratete
Frauen ein geringes bzw. moderates Risiko fir Gebarmutterhalskrebs aufweisen, ist
die Gefahr fur Prostituierte besonders hoch (Sebastian et al., 1978). Von manchen
Autoren als Urvater der epidemiologischen Forschung gefeiert (Scotto und Bailar,
1969), eroffnete Rigoni-Stern mit seinen Erkenntnissen das Feld fir die Suche nach
den Hintergriinden fir seine Feststellung. Der beobachtete Haufigkeitsunterschied
wurde zunéachst auf mechanische Irritationen wie Geburten oder Geschlechtsverkehr
zuruckgefuhrt (Towne, 1955). Doch bald fanden andere Autoren weitere Erklarungen.
So versuchte die Forschungsgruppe um Fraumeni et al. die Beobachtungen Rigoni-
Sterns zu reproduzieren, indem sie 1969 eine Gruppe von 31.000 Nonnen einer
Vergleichsgruppe aus der Allgemeinbevolkerung gegenlberstellte. Zwar zeigte sich
auch hier der Pravalenzunterschied, den der italienische Kollege festgestellt hatte,

doch zogen diese Autoren andere Schlisse aus den Ergebnissen. Weniger das

13



UBERBLICK UBER PROBLEMGESCHICHTE UND FORSCHUNGSSTAND

z6libatare Leben an sich als ein ,Umweltfaktor im Zusammenhang mit

Geschlechtsverkehr sei daflr verantwortlich (Fraumeni et al., 1969).

Um diesen Umweltfaktor naher zu bestimmen, nutzten viele Forschungsgruppen
erneut die Verfahrensweisen Rigoni-Sterns. Sie verwendeten epidemiologische
Methoden und erwarteten den Hinweis auf ein Agens zu finden, das Mikrobiologen
anschlieRend als das gesuchte Karzinogen bestatigen wirden. Diese Arbeitsteilung
erwies sich allerdings als nicht erfolgreich: So wurde zwar wiederholt gezeigt, dass bei
Patientinnen mit Gebarmutterhalskrebs haufig besonders hohe Antikorpertiter fir das
Herpes-simplex-Virus 2 (HSV-2) vorliegen (Adam et al., 1974; Naib et al., 1969). Doch
selbst unter aulRerst sensitiven Bedingungen konnten Mikrobiologen die DNA des
Virus im Tumorgewebe nicht nachweisen (Wolf et al., 1975). Um ein infektioses Agens
als Ursache einer Krankheit zu belegen, fordert das erste Koch’sche Postulat die
Isolation des Infektionserregers aus dem erkrankten Gewebe (Evans, 1976). Da diese
Forderung fur HSV-2 nicht erfillbar ist, kann bezweifelt werden, dass dieses Virus

krankheitsurséachlich ist.

Selbst am Nachweis der HSV-2-DNA gescheitert, verband der Virologe Harald zur
Hausen 1982 Erkenntnisse aus Epidemiologie und Mikrobiologie und brachte so eine
andere Virusgruppe ins Spiel: die Familie des humanen Papillomvirus. Deren Biologie
enthalt tumorigene Eigenschaften; als Ursache gutartiger Wucherungen, sogenannter
Condylome, waren sie zu diesem Zeitpunkt bereits etabliert. Da diese Viren durch
Geschlechtsverkehr Gbertragen werden, passten sie zudem epidemiologisch ins Bild.
(Shah et al., 1980; zur Hausen, 1982). AulRerdem beobachtete zur Hausen, dass
Menschen, die an Condylomen litten, haufiger genitale Karzinome entwickelten (zur
Hausen, 1976). Anders als die DNA des HSV-2 konnte die der humanen Papillomviren
im Zervixtumorgewebe nachgewiesen werden (Durst et al., 1983). Heutzutage ist
dieser Nachweis weltweit Bestandteil der Krebsdiagnostik (Leitlinienprogramm
Onkologie, 2020).

14



UBERBLICK UBER PROBLEMGESCHICHTE UND FORSCHUNGSSTAND

Um die tatsdchliche Kausalitdt zwischen Virusinfektion und Krebsentstehung
beweisen zu kdnnen, miussten Probanden einer potentiellen Krebsquelle ausgesetzt
werden. Es versteht sich von selbst, dass sich diese Versuche aus ethischen Griinden
verbieten. Doch sprechen sowohl Epidemiologie als auch Mikrobiologie der
Virusinfektion stark fur die Hypothese, dass die meisten Zervixkarzinome auf eine

HPV-Infektion zuriickgehen:

e In Uber 99 % der Tumoren ist HPV-DNA nachweisbar (Walboomers et al.,
1999).

¢ Infektion und Tumor teilen identische Risikofaktoren (International Collaboration
of Epidemiological Studies of Cervical Cancer, 2007; Kaderli et al., 2014,
Peyton et al., 2001).

e Proteine des Virus sind potente Karzinogene (Hawley-Nelson et al., 1989).

Daher sind Infektionen mit humanen Papillomviren heutzutage als der wichtigste
Risikofaktor und die Hauptursache fur die Entstehung von Zervixkarzinomen
anerkannt (Aviles, 2015; Pfister, 2012).

1.2 DAS HUMANE PAPILLOMVIRUS UND SEINE ONKOGENEN
MECHANISMEN

Das humane Papillomvirus bildet die eigene Familie der Papillomaviridae. Viren dieser
Virusfamilie sind unbehtillt und besitzen ein etwa 55 nm grol3es ikosaedrisches Kapsid
(Abbildung 1 A). Im Inneren dieses Kapsids befindet sich das Virusgenom, eine
doppelstrangige zirkulare DNA von etwa 8 kbp (Doorbar et al., 2015). Die
proteinkodierenden Sequenzen der DNA werden entsprechend dem Zeitpunkt ihrer
Expression in zwei Gruppen aufgeteilt. Man unterscheidet ,Early-Gene* (E1,2,4-7), die
zur Regulation der DNA-Replikation frih im viralen Lebenszyklus exprimiert werden,
von ,Late-Genen® (L1, L2), die spater exprimiert werden und fur virale Kapsidproteine
kodieren (Abbildung 1 B; de Villiers et al., 2004).

15



UBERBLICK UBER PROBLEMGESCHICHTE UND FORSCHUNGSSTAND

NR___

/ -~ "
/ E? E7
E1
E2
7 /
E

B s o2

Abbildung 1 A: Papillomviruspartikel, elektronenmikroskopische Aufnahme;
B: Genom des HPV 16, schematische Darstellung der proteinkodierenden
Sequenzen, NCR = noncoding region, fur Replikation, Transkription und
Virusfreisetzung kodierende Gene in Schwarz, Onkogene in Grau, fur Strukturproteine

kodierende Gene in Weil3, modifiziert nach Pfister, 2012

Anhand ihrer Genomsequenz fir das Strukturprotein L1 werden derzeit 206
verschiedene Typen humaner Papillomviren unterschieden. Sie alle befallen das
Epithel von Haut und Schleimhaut und rufen dort Warzen, Papillome und flache
Dysplasien hervor. Bestimmte dieser papillomatésen Wucherungen neigen dazu, sich
zu einem malignen Tumor zu entwickeln (de Villiers et al., 2004). Nach ihrem Risiko,
eine maligne Transformation zu induzieren, werden die humanen Papillomviren in
Jow-risk*- bzw. ,high-risk“-Typen unterschieden. Dabei wird der Grof3teil der
Infektionen durch einige wenige Vertreter verursacht. Demnach lassen sich in rund
90 % der gutartigen genitalen Warzen die HPV-Typen 6 und 11 nachweisen, die den
.low-risk“-Typen zugeordnet werden (Aubin et al., 2008; Park et al., 2014). In invasiven
zervikalen Tumoren hingegen finden sich in ca. 70 % der Féalle die ,high-risk“-HPV-
Typen 16 und 18, wobei die Haufigkeitsverteilung geographisch leicht variiert
(Abbildung 2; Smith et al., 2007). Neben Zervixkarzinomen sind auch Karzinome des
Anus (Alemany et al., 2015), der Vulva (de Sanjose et al., 2013), der Vagina (Alemany
et al., 2014), des Penis (Alemany et al., 2016) sowie des Oropharynx (Castellsague et
al., 2016) in unterschiedlichen Haufigkeiten mit HPV assoziiert.
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Abbildung 2: Typ-spezifische HPV-Pravalenz in invasiven Zervixkarzinomen in

verschiedenen geographischen Regionen, modifiziert nach Smith et al., 2007

17



UBERBLICK UBER PROBLEMGESCHICHTE UND FORSCHUNGSSTAND

1.2.1 DER VIRALE LEBENSZYKLUS

Das HPV wird durch direkten Haut- oder Schleimhautkontakt von Mensch zu Mensch
Ubertragen. Mit seinem Kapsidprotein L1 bindet das Virus an Heparansulfat-
Proteoglykane (HSPG) aus der epithelialen Basalmembran, die infolge Kkleiner
Traumata freigelegt werden (Joyce et al., 1999). Solche Traumata konnen
beispielsweise beim Geschlechtsverkehr oder durch eine Rasur entstehen. Die
Bindung von L1 an HSPG bewirkt eine Konformationsanderung im Viruskapsid. Dabei
wird eine zuvor verborgene Domane des Kapsidproteins L2 freigelegt und von
Proteasen des Wirtsorganismus gespalten. Diese Spaltung hat zur Folge, dass die
Affinitat des Virus zu HPSG abnimmt und das Virus an zellulare Rezeptoren binden
kann (Kines et al., 2009; Schiller et al., 2010). Humane Papillomviren verfigen mit
Ausnahme des E1 Proteins, das eine Helikase-Aktivitat besitzt, nicht Gber
selbstcodierte DNA-Replikationsenzyme. Sie sind daher auf die enzymale Ausstattung
der Wirtszelle angewiesen. Im Rahmen der Wundheilung wandern Zellen ein, die
rasch proliferieren, um die Wunde zu verschliel3en. Diese Zellen weisen ein besonders
aktives Replikationssystem auf und bieten dem Virus damit optimale Bedingungen fur
seine Vervielfaltigung (Moody und Laimins, 2010). Nachdem das Virus an die Zelle
gebunden hat, wird es endozytotisch aufgenommen. Anschliel3end wird die Virus-DNA
aus dem Endosom freigesetzt und zum Nukleus transportiert, wo sie zunachst als
Episom persistiert (Siddiga et al., 2018). Kurz nach der Infektion repliziert das Virus
und etabliert eine geringe Kopiezahl extrachromosomal (Pyeon et al., 2009).

Teilt sich die infizierte Zelle, so werden zellulare und virale DNA gemeinsam
vervielfaltigt. Das Virusgenom wird anschliel3end auf die beiden neu entstandenen
Tochterzellen aufgeteilt. Wahrend eine der beiden Zellen als epitheliale Stammzelle
basal verbleibt und proliferiert, wandert die andere Zelle in Richtung Epitheloberflache,
differenziert und proliferiert. In basalen Zellen werden virale Proteine in sehr geringer
Menge exprimiert. In der differenzierenden Zelle hingegen steigt die HPV-
Proteinexpression, sobald die Zelle héhere Epithelschichten erreicht (Abbildung 3).
Dies ist einer der Immunevasionsmechanismen des HPV. Denn in diesem
Kompartiment sind Proteine fur Immunzellen weniger zuganglich, wodurch die
Virusinfektion wesentlich schlechter vom Immunsystem erkannt werden kann (Frazer,
2009).
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Mit der Wanderung der Wirtszelle verandert sich das Expressionsmuster des
Virusgenoms. Wahrend in unteren Schichten ausschliel3lich die Proteine der ,Early-
Gene* produziert werden, werden in oberen Schichten die ,Late-Gene* exprimiert. Da
Epithelzellen nur in der Basalschicht proliferieren, besitzen suprabasale Zellen keine
Replikationsenzyme. Mittels des E7-Proteins induziert das HPV daher zum einen die
Expression dieser Enzyme (Cheng et al.,, 1995). Zum anderen halt das Virus die
Wirtszellen in einer stetigen S-Phase, sodass das Virusgenom vervielfaltigt werden
kann. Wandert die differenzierende Zelle weiter nach oben, werden schlief3lich die
Kapsidproteine L1 und L2 produziert und die Virusbestandteile werden assembliert
(Abbildung 3; Stanley, 2010). Die superfiziellen Epithelzellen sind mit neuen Virionen

gefullt und kénnen, wenn sie abgeschilfert werden, neue Gewebe infizieren.

Mit Virionen gefiillte Zelle 2-3 Wochen
bereit fur Abschilferung

Virusassemblierung
L1, L2

hoher Expression viraler

Differenzierende Zellen mit I
Proteine

Virusreplikation in
differenzierender Zelle

Replizierende Zellen mit E1, E2, ES, E6, E7

geringer Expression viraler
Proteine

Gemeinsame Replikation von
Virus und Zelle
El"E2

Infektion einer basalen
Epithelzelle
0 Wochen

Abbildung 3: Lebenszyklus einer mit HPV infizierten Zelle. Exprimierte
Virusproteine in Rot; geringe Virusreplikation und Expression von viralen Early-
Proteinen nach Infektion einer basalen Zelle, héhere Virusreplikation und Expression
von Early-Proteinen in der differenzierenden und nach superfiziell aufsteigenden Zelle,
Expression von Late-Proteinen und Assemblierung der Virusbestandteile in den
obersten Zellschichten, passive Virusfreisetzung durch Abschilferung der Epithelzelle,

modifiziert nach Stanley, 2010
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1.2.2 DIE ROLLE DER VIRALEN ONKOPROTEINE

Ein wichtiger Bestandteil der HPV-vermittelten Transformation ist die Stérung des
Zellzyklus. Das HPV bewirkt, dass die Zelle stetig proliferiert. Diese Funktion wird
durch die viralen Onkoproteine E6 und E7 vermittelt, die damit einen zentralen Punkt
in der Karzinogenese einnehmen. Es sind zahlreiche Wege bekannt, auf denen die
Onkoproteine die Wirtszelle beeinflussen. Eine umfassende Ubersicht liefert die
Internationale Agentur fur Krebsforschung (IARC Working Group on the Evaluation of
Carcinogenic Risks to Humans, 2007). Um grundlegende Zusammenhange zu
verdeutlichen, seien hier je zwei weithin bekannte sowie zwei weniger gelaufige

Interaktionen der Onkoproteine beschrieben.

E6 und E7 werden bei den ,high-risk“-HPV-Typen aus einer einzigen polycistronischen
MRNA exprimiert. Sie unterliegen dadurch der Kontrolle eines gemeinsamen
Promoters (Seedorf et al., 1987; Smotkin et al., 1989). Wird E6 exprimiert, steigt damit
die Wahrscheinlichkeit, dass E7 ebenfalls exprimiert wird und sich die beiden Proteine

in ihrer onkogenen Wirkung erganzen kénnen.

Das E7-Protein

Die am besten charakterisierten Bindungspartner des E7 sind das Retinoblastom-
Protein (pRb) und seine Familie, die ,Pocket Proteine“. Namensgebend fur diese
Proteinfamilie ist die Taschenstruktur, mit der Zielmolekile gebunden werden. Eines
dieser Molekule ist der Transkriptionsfaktor E2F. Dieser beeinflusst die Transkription
von Zyklinen, welche den Ubergang in die S-Phase des Zellzyklus ermdglichen (Muller
et al., 2001). Im Komplex mit dem pRb ist E2F inaktiv. Bindet jedoch das virale E7-
Protein an pRb, so fallt dessen Inhibition auf E2F weg (Abbildung 4; Chellappan et al.,
1992). Der Transkriptionsfaktor E2F kann die Transkription seiner zellularen Zielgene
initiieren und die Zelle kann in die S-Phase eintreten. Regionen des E7-Proteins, die
pRb destabilisieren, kdnnen auch effektiv die anderen Mitglieder der Pocket Protein

Familie regulieren (Helt und Galloway, 2001).
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Abbildung 4: Interaktionen der viralen Onkoproteine mit Zellzyklus
regulierenden Proteinen; A: Einfluss des Onkoproteins E6: Ubiquitinierung und
nachfolgender Abbau des Tumorsuppressors p53 nach Bindung des Onkoproteins E6
und E6-assoziierter Proteine (E6-AP); B: Einfluss des Onkoproteins E7: Freisetzung
des E2F-Proteins infolge der Bindung des Onkoproteins E7 an pRb, Wirkung des E2F-
Proteins als  Transkriptionsfaktor  zur  Transkription von Genen der

Zellzyklusaktivierung und Proliferation, modifiziert nach Avci, 2012

Das E6-Protein

Da sich im Rahmen der Tumorprogression vermehrt Mutationen im zellularen Genom
ansammeln (Duensing und Munger, 2002), gewinnt das Tumorsuppressorprotein p53
an Bedeutung. Aufgabe des p53 ist es, bei Genschadigung, wie sie das HPV
induzieren kann, den Zellzyklus anzuhalten oder den programmierten Zelltod
einzuleiten. Die Relevanz des p53 im Rahmen einer HPV-Infektion kann sehr
eindrucksvoll in Experimenten gezeigt werden: Werden Zellen mit dem viralen E7-

Protein immortalisiert, steigt der p53-Spiegel an (Demers et al., 1994).

In einer ruhenden Zelle ist p53 nur in geringer Menge vorhanden, da es stetig durch
das Ubiquitin-Proteasom-System abgebaut wird (Kubbutat et al., 1997; Reich und
Levine, 1984). Akkumulieren jedoch DNA-Schaden, so bleibt p53 erhalten. Als
Transkriptionsfaktor kann es einerseits das Ablesen von Genen der DNA-
Reparaturmaschinerie induzieren, um diese Schaden auszubessern. Ist der Defekt der
DNA zu grof3, kann p53 andererseits die Gentranskription von Aktivatoren der

Apoptose aktivieren und damit den programmierten Zelltod einleiten (Levine, 1997).
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Das virale E6 induziert den Abbau des p53, indem es im Verbund mit anderen
Proteinen (E6-AP) zu einer Ubiquitin-Ligase komplexiert. Dieser Komplex kann das
p53 mit Ubiquitin markieren und den Abbau durch das Proteasom ermdglichen
(Abbildung 4; Scheffner et al., 1993).
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Epigenetische Mechanismen

Weitaus weniger bekannt ist, wie die viralen Onkoproteine epigenetisch wirken.
Beschrieben sind Einflisse sowohl von E6 als auch E7 (Duenas-Gonzalez et al.,
2005).

Zum einen beeinflusst E7 den Acetylierungszustand von Histonen, die die DNA im
Zellkern verpacken. Sind Histone acetyliert, so binden sie die DNA schwécher.
Transkriptionsfaktoren koénnen dadurch leichter an die DNA binden und die
Transkription induzieren, was flr die Zellteilung notwendig ist. Das virale E7-Protein
kann auf verschiedene Arten eine starkere Acetylierung bewirken. Dabei wirkt es
sowohl férdernd auf Acetyltransferasen, die Acetylgruppen anfuigen (Avvakumov et al.,
2003), als auch hemmend auf Histondeacetylasen, die die Acetylgruppen entfernen
(Brehm et al., 1999). Zum anderen wirken Onkoproteine auf das Methylierungsmuster
des Genoms. Durch Methylierung ihrer Promotoren kann die Transkription von
bestimmten Genen unterdriickt werden. Sowohl E6 als auch E7 wirken auf
Methyltransferasen, welche Methylgruppen an Cytosinnukleotiden der Promotor-DNA
Ubertragen und damit diese Gene stilllegen (Au Yeung et al., 2010; Burgers et al.,
2007). Ziele der Methylierung sind dabei Gene der Wirtszelle wie des Virus (Hansel et
al., 2014; Turan et al., 2006). Abschnitte im Wirtsgenom, die haufig methyliert sind,
kodieren fur Proteine, die Apoptose induzieren (Shivapurkar et al., 2004) oder flr
Tumorsuppressorproteine (Wong et al., 1999). Methylierungen im Virusgenom werden
fur verschiedene proteinkodierende Bereiche beschrieben. Dabei ist das Muster der
Methylierung abh&ngig vom Dysplasiegrad verschieden. In einer 2009 verdffentlichten
Studie untersuchte das Forschungsteam um Brandsma et al. die Virus-DNA aus
Zervixabstrichen auf Methylierungen. Je nach Dysplasiegrad des Abstriches konnten
hierbei verschiedene Methylierungsmuster unterschieden werden. Hatte eine Patientin
keine oder eine niedriggradige Dysplasie, so wies das virale Genom in ihrem Abstrich
keine oder eine nur geringe Methylierung auf. Methylgruppen fanden sich in dieser
Gruppe vor allem an den Genen fir E1 und E6. Abstriche von Patientinnen mit einer
hohergradigen Lasion zeigten starke Methylierung im Bereich der Gene fur E5, L1 und
L2 (Brandsma et al., 2009).
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1.2.3 VON DER INFEKTION ZUM KREBS

Die Entwicklung von der HPV-Infektion hin zum invasiven Karzinom kann in die vier
Abschnitte Infektion, Persistenz, Progression und Invasion eingeteilt werden
(Abbildung 5; Schiffman et al., 2007). Es wird angenommen, dass alle HPV-
assoziierten Zervixkarzinome jeden dieser Abschnitte durchlaufen. Ein Zurtick auf eine

vorherige Stufe ist jedoch in jedem der drei ersten Abschnitte moglich.

Infektion Transiente Infektion Persistierende Infektion

|

Progression Invasion
Normale EE— Produktive — Krebs- 3 Zervix-
Zervix HPV-Infektion [ _ vorstufen karzinom
Clearance Regression

CIN1 CIN2 CIN3 Krebs

Abbildung 5: Schritte der Krebsentstehung nach Infektion der Zervix mit HPV,
aus Leitlinienprogramm Onkologie, 2020, modifiziert nach Schiffman und
Wentzensen, 2013

Infektion

Die Infektion mit dem HPV ist die haufigste sexuell Gbertragbare Virusinfektion weltweit
(World Health Organization, 2019). Bei Frauen ist die Infektion besonders unter sexuell
aktiven jungen Frauen verbreitet. In der Gruppe der Frauen unter 25 Jahren betragt
die Pravalenz bis zu 50 %, in hoheren Altersgruppen fallt sie auf Werte um 10 %
(Pfister, 2012). Das Risiko der HPV-Infektion nimmt mit der Anzahl der Sexualpartner
zu. Bei monogam lebenden Frauen steigt das Infektionsrisiko auch mit der Anzahl der

Beziehungen des Partners aufRerhalb der Partnerschaft (Ho et al., 1998).

Die meisten Infektionen bleiben symptomlos. Nach einem Jahr sind ca. 70 % der HPV-
Infektionen nicht mehr nachweisbar (Abbildung 6), was als ,Clearance“ bezeichnet
wird (Ho et al.,, 1998). Ob das Virus dadurch vollstandig eliminiert wird oder die
Virusreplikation auf einem kleinen Level unter der Nachweisgrenze zurtickbleibt, ist
unklar. Die Tatsache, dass im Rahmen einer erworbenen Immundefizienz
typspezifische HPV-Infektionen wieder neu auftreten, spricht jedoch fur Letzteres

(Strickler et al., 2005).
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Abbildung 6: Durchschnittliche Entwicklung von Persistenz, Progression und
Clearance von onkogenen HPV-Infektionen Uber einen Zeitraum von 84 Monaten,

modifiziert nach Schiffman et al., 2007

Persistenz

Ab wann eine Infektion als persistent gilt, ist in der Literatur nicht einheitlich definiert.
Kann ein Virustyp 12-18 Monate nach erster Detektion immer noch nachgewiesen
werden, so wird jedoch zumeist von Viruspersistenz gesprochen. Eine persistente
Virusinfektion ist der prognostisch zuverlassigste Risikofaktor fur die Entstehung von
Epitheldysplasien, die als Krebsvorstufe gelten (Sotlar, 2008). Es ist nicht vollstandig
geklart, warum eine Infektion persistiert. Hohere Raten von Viruspersistenz bei HIV-
positiven Patienten lassen darauf schlie3en, dass ein Versagen der T-Zell-vermittelten
Immunitat dazu beitragt (Ahdieh et al., 2000; Strickler et al., 2005).
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Progression

Zeigt das persistent infizierte Epithel dysplastische Veranderungen, so befindet es sich
in der Phase der Progression zum Karzinom. Meist finden sich diese Veranderungen
an der sogenannten Transformationszone, an der das Plattenepithel der vaginal
liegenden Ektozervix in das Zylinderepithel der supravaginalen Endozervix tbergeht.
Auf molekularer Ebene zeigt sich, dass die virale Proteinexpression nicht mehr von
der Differenzierung der Epithelzellen abhangig ist: Die Onkoproteine E6 und E7
werden auch in basalen Schichten des Gewebes starker exprimiert. Zellen, die aus
diesen Teilungen hervorgehen, reifen nicht mehr aus und ersetzen das gesunde
Epithel. Diese Dysplasien werden als zervikale intraepitheliale Neoplasie (CIN)

bezeichnet.

Ob und wann eine CIN entsteht, ist abhangig von dem persistierenden HPV-Typ.
Besonders haufig und besonders friih zeigen sich Dysplasien bei persistenter Infektion
mit HPV 16, wo erste histologische Veranderungen bereits nach wenigen Monaten
auftreten (Abbildung 7; Khan et al., 2005a). Bei der Untersuchung von Faktoren, die
fur eine maligne Transformation pradisponieren, wird haufig nicht zwischen
Risikofaktoren fur Persistenz oder solchen fur Progression unterschieden. Einen
negativen Einfluss auf den Krankheitsverlauf haben unter anderem Rauchen
(Mclintyre-Seltman et al., 2005), Multiparitdt (Munoz et al., 2002) und die Einnahme
oraler Kontrazeptiva (International Collaboration of Epidemiological Studies of Cervical
Cancer et al., 2007). AuBerdem wirkt sich ein niedriger sozio6konomischer Status
negativ auf die Virusclearance aus (Singh GK, 2003). Dies gilt selbst fur den Fall, dass
die betroffene Frau regelmaRig an der Gesundheitsvorsorge teilnimmt (Khan et al.,
2005b).
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Abbildung 7: Kumulative Inzidenz von CIN3 oder Zervixkarzinom uber einen
Zeitraum von 10 Jahren abhangig von HPV-Status bei Studieneinschluss.
Starkster Anstieg der kumulativen Inzidenz bei Infektion mit HPV 16, gefolgt von
Infektion mit HPV 18, wesentlich niedrigere Anstiege der Inzidenz bei Infektion mit

anderen HPV-Typen oder bei fehlendem HPV-Nachweis, modifiziert nach Khan et al.,
2005a

Invasion

Bleibt eine Zervixdysplasie Uber lange Zeit untherapiert, so kann sie sich zum
invasiven Karzinom entwickeln. Der genaue Zeitraum bis zur Transformation ist
bislang nicht zuverlassig bestimmt, jedoch geben epidemiologische Beobachtungen
immerhin grobe Anhaltspunkte: Wahrend eine Prakanzerose in Deutschland
durchschnittlich im Alter von 34 Jahren diagnostiziert wird, liegt das mittlere Alter bei
Erstdiagnose eines Zervixkarzinoms bei 53 Jahren (Robert-Koch-Institut und

Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V., 2017).
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Es ist nicht vollstandig geklart, welche Schritte flr die maligne Transformation
notwendig sind. Dass bei den meisten invasiven Krebsformen das virale Genom nicht
mehr episomal vorliegt, sondern in das Wirtsgenom integriert ist, scheint
pathogenetisch relevant zu sein (Peitsaro et al., 2002). Indem die mRNA der
Onkoproteine stabilisiert wird, erfahrt die Zelle einen Wachstumsvorteil (Jeon et al.,
1995; Jeon und Lambert, 1995). Es ist zufallig, an welcher Stelle die ringférmige Virus-
DNA geoffnet wird, sodass sie in die lineare Wirts-DNA integriert werden kann. Haufig
findet der Bruch jedoch am E2-Gen statt (Collins et al., 2009). Die Wirkung des E2-
Genprodukts, welches im normalen viralen Lebenszyklus eine Uberexpression von E6
und E7 verhindert, fallt somit weg. Der Verlust dieser regulatorischen Komponente

begunstigt dadurch die Immortalisierung der Zelle (Romanczuk und Howley, 1992).

Wie viele der hochgradigen Krebsvorstufen zum Karzinom werden, ist unbekannt.
Retrospektive Kohortenstudien lassen einen Anteil von 20-30 % in 5 bis 10 Jahren
vermuten (Chang, 1990; McCredie et al., 2008). In Deutschland sind die Inzidenzraten
durch verbesserte Friiherkennungsmaf3nahmen im Trend rucklaufig. Erkrankten 2002
noch 6.500 Frauen jahrlich an einem Zervixkarzinom (Robert-Koch-Institut und
Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V., 2006), so
waren es 2014 nur noch 4.540 Frauen (Robert-Koch-Institut und Gesellschaft der

epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V., 2017).

1.3 MASSNAHMEN ZUR PRAVENTION DES ZERVIXKARZINOMS

Um dem Zervixkarzinom vorzubeugen, gibt es in Deutschland zwei verschiedene
Praventionsstrategien. Durch die seit 1971 durchgefuhrte Sekundarpravention mittels
zytologischen Abstrichs liel3 sich sowohl die Inzidenz des Karzinoms als auch die
Mortalitéat der betroffenen Frauen senken (Robert-Koch-Institut und Gesellschaft der
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V., 2006). Eine weitere Senkung ist

infolge der Primarpravention durch Impfung zu erwarten.
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1.3.1 PRIMARPRAVENTION DURCH IMPFUNG

Impfstoffe gegen HPV enthalten rekombinant hergestellte L1-Proteine, die sich zu
nichtinfektiosen virusahnlichen Partikeln zusammenlagern. Im Rahmen der
Immunantwort entstehen virusneutralisierende Antikdrper gegen diese Proteine, die in

das Genitalsekret abgegeben werden (Schwarz et al., 2010).

Der erste HPV-Impfstoff mit dem Namen Gardasil® wurde 2006 in der EU zugelassen
und deckte die ,high-risk“-Typen HPV 16 und 18 sowie die ,low-risk“-Typen HPV 6
und 11 ab. Ein Jahr spater wurde der Impfstoff Cervarix® zugelassen, der
ausschlieBlich gegen die Typen HPV 16 und 18 gerichtet ist. Seit 2015 ist mit
Gardasil 9® zudem ein Impfstoff verfigbar, der vor der Infektion mit den HPV-Typen
6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52, 58 schiitzt. Diese HPV-Typen verursachen 90 % aller

Zervixkarzinome (Bujan Rivera und Klug, 2018; Wentzensen, 2016).

Aktuell empfiehlt das Robert-Koch-Institut eine Impfung von Madchen und Jungen im
Alter zwischen 9-14 Jahren. Nachholimpfungen sollen bis zum Alter von 17 Jahren
erfolgen (Robert-Koch-Institut, 2019). Fir einen effektiven Schutz ist es entscheidend,
dass die Impfung vor Beginn der sexuellen Aktivitat abgeschlossen ist (Kjaer et al.,
2009).

Bislang konnte lediglich gezeigt werden, dass nach der Impfung die Vorstufen des
Zervixkarzinoms deutlich seltener auftreten (Drolet et al., 2019; Kjaer et al., 2009). Seit
Kurzem liegen jedoch erste Langzeitdaten zum Riickgang des Karzinoms selbst vor.
In England, wo seit 2008 ein Schulimpfprogramm besteht, wurden bei geimpften
Frauen bis zu 87 % weniger Zervixkarzinome beobachtet (Falcaro et al.,, 2021).
Dennoch wird die Impfung in Deutschland eher zuriickhaltend in Anspruch genommen.
Unter jungen Madchen waren bis Ende 2018 lediglich 51,1 % der 18-Jahrigen
vollstandig geimpft (Siedler A und Rieck T, 2020).
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1.3.2 SEKUNDARPRAVENTION DURCH SCREENING

Ein Screeningprogramm fur Gebarmutterhalskrebs besteht in Deutschland bereits seit
1971. Mit Beginn des Jahres 2020 wurde ein neuer Screeningalgorithmus eingeflhrt,
welcher sich in einigen wesentlichen Punkten von seinen Vorgangern unterscheidet.
Neben einer gezielten Anamnese und einer gyndkologischen Tastuntersuchung bleibt
der zytologische Abstrich (Pap-Abstrich) als Teil des Programms bestehen. Neu ist
nun zum einen, dass der Test auf HPV-Genmaterial (HPV-Test) in das
Vorsorgeprogramm aufgenommen wurde. Die zweite Neuerung besteht darin, dass
das Screening verschiedene Vorgehensweisen fir Frauen im Alter von 20 bis 34

Jahren sowie fur Frauen ab 35 Jahren vorsieht.

Frauen, die zwischen 20 und 34 Jahre alt sind, kbnnen eine Screeninguntersuchung
pro Jahr wahrnehmen. Die Untersuchung besteht aus einer klinischen Untersuchung
und einem Pap-Abstrich. Aufféllige Befunde aus diesen Untersuchungen kénnen
durch einen HPV-Test abgeklart werden. Durch das zweistufige Verfahren in dieser
Alterskohorte vereint das Screeningprogramm Vorteile der Zytologie mit denen des
HPV-Tests. Der HPV-Test zeichnet sich durch eine hohe Sensitivitat fur zervikale
Dysplasien aus. Vor dem 35. Lebensjahr ist eine HPV-Testung im Primarscreening
nicht sinnvoll, da das Risiko einer benignen HPV-Infektion hoch, das Krebsrisiko
jedoch verschwindend gering ist (Schiffman et al., 2007). Es ist daher sinnvoll, die
zytologische Untersuchung, welche sich durch eine hohe Spezifitdt auszeichnet, dem
HPV-Test vorzuschalten. So bleiben die nicht-karzinogenen transienten HPV-

Infektionen unerkannt.
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Fur Frauen ab einem Alter von 35 Jahren andert sich das Screeningschema. Sie
haben dann alle drei Jahre Anspruch auf eine Kombinationsuntersuchung, die aus
dem Pap-Abstrich und einem HPV-Test besteht. An aufféllige Befunde aus Pap-
Abstrich oder HPV-Test kann sich eine kolposkopische Untersuchung anschliel3en.
Vor dem 30. Lebensjahr sind die meisten Frauen mit dem HPV in Kontakt gekommen,
zu uber 90 % heilen diese Infektionen aus (Ho etal., 1998). Daher besitzen Infektionen,
die ab dem Alter von 35 Jahren bestehen, eine hohe Wahrscheinlichkeit fur Persistenz
und Progression (Gemeinsamer Bundesausschuss, 2018b). Das Risiko einer
hochgradigen Dysplasie ist fur persistente Infektionen bis zu 800-fach héher als fur
transiente Infektionen (Pfister, 2012). Es ist daher sinnvoll, den HPV-Test in dieser
Alterskohorte in das Primarscreening aufzunehmen (Bundesgesundheitsministerium,
2019).

Pap-Abstrich

Beim zytologischen Abstrich, dem sogenannten Pap-Abstrich, wird mithilfe eines
Spatels der aulRere Teil des Gebarmutterhalses abgestrichen, sodass sich Zellen
ablésen. In einem zweiten Abstrich werden mittels einer Blrste, die in den
Zervikalkanal eingefiihrt wird, endozervikale Zellen abgenommen. Spatel und Blrste
werden dann auf einem Objekttrager ausgestrichen und nach Fixierung und Farbung

von einem Pathologen begutachtet (Abbildung 8).

Eine kostenaufwandigere Alternative stellt die Dunnschichtzytologie dar, bei der
abgenommene Zellen zunachst in einem Fixationsmedium (z.B. ThinPrep®
PreservCyt-Medium) ausgewaschen und dann auf den Objekttrdger Ubertragen
werden. Da Zellen sich dabei weniger Gberlagern, kbnnen sie besser beurteilt werden.
Eine systematische Gegenuberstellung zeigte jedoch, dass die Dinnschichtzytologie
dem konservativen Verfahren hinsichtlich Sensitivitat bei der Erkennung von

Zervixkarzinomen bzw. Vorstufen nicht Gberlegen ist (Davey et al., 2006).
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Abbildung 8: Zervixabstriche nach Papanicolaou-Farbung, A: Zervixabstrich mit
physiologischem Zellbild, Superfizialzellen und Intermediarzellen, entsprechend
Pap I; B: Zervixabstrich mit pathologischem Zellbild, Dyskaryosen von Superfizial-
und Intermediéarzellen, die der mittleren und oberen Zellschicht des Zervixepithels
entstammen, entsprechend Pap Il D, modifiziert nach Bubendorfer et al.,, 2011;
Weyerstahl et al., 2013

Je nach Studie ist fur den Pap-Abstrich eine Sensitivitat von 30,0-87,0 % bei einer
Spezifitat von 86,0-100 % fur zervikale Dysplasien beschrieben (Nanda et al., 2000).
Als besonders fehlertrachtig gilt dabei die Abstrichentnahme selbst. Hinzu kommt,
dass sich auch das Urteil des Pathologen als begrenzt verlasslich erwiesen hat
(Marquardt, 2011; Stoler et al., 2001). Abgestrichene Zellen werden nach der
Munchner Nomenklatur 11l (Abbildung 9) bzw. nach dem Bethesda-System klassifiziert.
Bei auffalligen Befunden wird der Patientin eine weiterfuhrende Diagnostik aus HPV-
Test und Kolposkopie empfohlen (Bujan Rivera und Klug, 2018).
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Miinchner Nomenklatur Il

Unzureichendes Material

Unauffillige und unverdichtige Befunde

Unauffillige Befunde bei auffilliger Anamnese

Befunde mit eingeschrankt protektivem Wert

Plattenepithelzellen mit geringergradigen Kemveranderungen als bei CIN,
auch mit koilozytarem Zytoplasma/Parakeratose

ll-g

Zervikale Driisenzellen mit Anomalien, die iiber das Spekirum reaktiver Veranderungen hinausreichen

ll-e
[l
lll-p

Endometriumzellen bei iber 40-Jahrigen in der zweiten Zyklushalfte
Unklare bzw. zweifelhafte Befunde
CIN 2/3/ Plattenepithelkarzinom nicht auszuschlieflen

lll-g

Ausgepragte Atypien des Driisenepithels, Adenocarcinoma in situ/invasives Adenokarzinom
nicht auszuschlieBen

lll-e

Abnorme endometriale Zellen (insbesondere postmenopausal)

1%
1[0}
D1

Zweifelhafte Driisenzellen ungewissen Ursprungs
Dysplasiebefunde mit groRerer Regressionsneigung
Zellbild einer leichten Dysplasie analog CIN 1

liD2

IVa-p

Zellbild einer maligen Dysplasie analog CIN 2
Unmittelbare Vorstadien des Zervixkarzinoms

Zellbild einer schweren Dysplasie/eines Carcinoma in situ analog zu CIN 3

IVa-g

Zellbild eines Adenocarcinoma in situ

IVb-p

Zellbild einer CIN 3, Invasion nicht auszuschlieRen

IVb-g

V-p

Zellbild eines Adenocarcinoma in situ, Invasion nicht auszuschlieRen
Malignome

Plattenepithelkarzinom

Vg

Endozervikales Adenokarzinom

V-e

Endometriales Adenokarzinom

V-x

Andere Malignome, auch unklaren Ursprungs

Abbildung 9: Klassifikationssystem der Ergebnisse aus dem Pap-Abstrich nach

der 3. Auflage der Minchner Nomenklatur Ill, aus Griesser et al., 2014

HPV-Test

Durch HPV-Testung kann das Erbmaterial der humanen Papillomviren nachgewiesen

werden, die als Hauptausloser fur Gebarmutterhalskrebs gelten (zur Hausen, 2002).

Derzeit sind verschiedene HPV-Tests verfligbar, die sich im Testsystem, den erfassten

HPV-Typen und dem ausgegebenen Ergebnis unterscheiden. So weisen einige Tests
die DNA oder RNA der Onkoproteine E6 und E7 nach, andere die L1-DNA.
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Das Ergebnis gibt die nachgewiesenen HPV-Typen zumeist in ,high-risk*- und ,low-
risk“-positiv bzw. -negativ gruppiert an. Ein Ruckschluss darauf, welcher HPV-Typ
vorliegt, ist nur bei einzelnen Tests mdglich. Der Beschluss des Gemeinsamen
Bundesausschusses zur Krebsfriiherkennungsrichtlinie von 2018 sieht vor, dass
ausschlie3lich HPV-Tests mit einer Sensitivitdt von mindestens 90 % und einer
Spezifitdt von mindestens 98 % eines etablierten und validierten HPV-Tests fur den
Nachweis von CIN2+ verwendet werden (Gemeinsamer Bundesausschuss, 2018a).
Ist der HPV-Test positiv, so wird der Patientin eine kolposkopische Untersuchung

empfohlen (Leitlinienprogramm Onkologie, 2020).

Kolposkopie und Biopsie

Um auffallige Befunde aus Zytologie und HPV-Test abzuklaren, gilt die kolposkopische

Untersuchung mit Biopsie als Goldstandard (Abbildung 10).

| HPV-Test + Zytologie |

HPV neg HPV pos HPV neg HPV pos HPV pos/neg HPV pos/neg
1, 11-p, Il-g I D1 II-p, Il-g; 11ID1 lll-p, lll-g, D2 | | IV, V
[ 1] [}
5 3
[=] Q
= =
S A
£
g 8 =
HPV-Test + Zytologie l g g °3°
= = g
Gruppe | mind II-p oder ™ ™ S

und HPV neg | | HPV positiv

3 Monate

| Abklarungskolposkopie ‘

Abbildung 10: Abklarungsalgorithmus far das kombinierte
Zervixkarzinomscreening fur Frauen ab 35 Jahren seit 2020, modifiziert nach

Gemeinsamer Bundesausschuss, 2018c
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Durch das Kolposkop wird die Transformationszone bei bis zu 40-facher VergréRerung
begutachtet. Unter Zuhilfenahme von 3-5%iger Essigsdure und nachfolgend
Lugolscher Losung koénnen Gewebsverdanderungen sichtbar gemacht werden.
Abnorme Befunde werden nach der kolposkopischen Nomenklatur der International
Federation for Cervical Pathology and Colposcopy (IFCPC) Rio 2011 eingeteilt.
Demnach gelten leichte Veranderungen wie zartes essigweil3es Epithel, zartes Mosaik
oder zarte Punktierung als ,minor changes®. Héhergradige Veranderungen wie
intensives essigweil3es Epithel, grobes Mosaik oder grobe Punktierung werden als
.,major changes“ bezeichnet. Eine scharfe Grenze zwischen einer Lasion und
gesundem Gewebe (inner border sign), erhabene Bereiche an der
Transformationszone (ridge sign), sowie Erosionen des Lasionsepithels (rag sign)
gelten ebenso als pathognomonisch fir hochgradige zervikale intraepitheliale
Neoplasien (CIN; Vercellino et al., 2013).

Die kolposkopische Beurteilung ist als subjektives Verfahren lediglich begrenzt
reproduzierbar und damit zur alleinigen Abklarung von auffalligen Vorbefunden nicht
ausreichend. Sie wird daher um eine Biopsie aus dem Areal erganzt, das
kolposkopisch den hochsten Verdnderungsgrad aufweist. Diese Biopsie wird
anschliel3end histopathologisch beurteilt. Prékanzerosen der Zervix werden dabei in
die CIN Grade 1-3 unterteilt. Wahrend die CIN Grad 1 als Ausdruck einer transienten
produktiven HPV-Infektion angesehen wird, gelten die CIN der Grade 2 und 3 als
Prakanzerosen mit hohen Transformationspotential (Leitlinienprogramm Onkologie,
2020).
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Konisation

Wird eine Prakanzerose der Zervix histologisch bestatigt, so ist das weitere Vorgehen
abhéangig von deren Schweregrad. Dysplasien des Grades CIN1 und CIN2 werden
zunachst nach sechs Monaten kolposkopisch und zytologisch reevaluiert, da sich viele
der Vorstufen spontan zurtickbilden (ca. 60 % der CIN1 in zwoIf Monaten; Moscicki et
al., 2004). Persistieren CIN1 oder CIN2 bzw. wird in der Biopsie eine CIN3 festgestellt,
SO0 ist eine operative Therapie der Lasion angeraten (Leitlinienprogramm Onkologie,
2020). Therapie der Wahl ist dabei die Schlingen-Konisation (Loop Electrosurgical
Excision Procedure, LEEP), bei der das suspekte Areal mittels einer elektrischen

Schlinge entfernt wird.

Nach Konisation kénnen Schwangerschaftskomplikationen wie Zervixinsuffizienz,
Amnioninfektionssyndrom und Frihgeburtlichkeit haufiger auftreten (Kyrgiou et al.,
2016). Daher ist die Indikation zur Konisation konsequent streng zu stellen und

maoglichst wenig Zervixgewebe zu entnehmen.
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Die Einfuhrung des HPV-Tests in das Zervixkarzinomscreening stellt eine
grundlegende Veranderung des Vorsorgeprogramms dar. Lag der Fokus bisher auf
der Fruherkennung bereits bestehender Krebsvorstufen, setzt das Programm nun
einen Schritt friher in der Karzinogenese an, indem es die krebsverusachende
Infektion nachweist. Dass hierbei der epidemiologische Hintergrund der
Krebsentstehung unbericksichtigt bleibt, erscheint allerdings bedenklich: Im Alter von
35 Jahren und daruber hinaus kommen unbedenkliche transiente HPV-Infektionen
immer noch haufig vor. In Deutschland liegen bei rund sieben Prozent der Frauen mit
HPV-Nachweis keine zytologische Auffalligkeiten vor (ICO/IARC Information Centre
on HPV and Cancer, 2019). Es ist daher zu erwarten, dass viele Frauen, denen der
HPV-Test angeboten wird, einen auffalligen Screeningbefund erhalten, obwohl keine
behandlungsbediirftige Dysplasie vorliegt. Angesichts der begrenzten diagnostischen
Wertigkeit (1.3.2) ist mit diesen Folgen auch zu rechnen, wenn eine zytologische

Untersuchung mit dem HPV-Test kombiniert wird.

Die Nachricht, eine krebsverursachende Infektion in sich zu tragen, verunsichert viele
Frauen. Da ihnen die Bedeutung eines positiven HPV-Nachweises hé&ufig nur
unzulanglich bekannt ist, leiden sie nicht nur an der Angst zu erkranken. Viele Frauen
geben zudem an, sich schuldig und stigmatisiert zu fuhlen, da sie ihr Sexualverhalten
fur die Infektion verantwortlich machen (McCaffery et al., 2006; O'Connor et al., 2014;
Pirotta et al., 2009).

Die Suche nach alternativen Diagnosemethoden scheint angesichts dieser Folgen
dringlich angezeigt. In der Forschung wird eine Vielzahl von Methoden diskutiert. Einen
Uberblick tiber die in der Diskussion befindlichen Methoden geben Cuzick et al. in ihrer
Veroffentlichung von 2012 (Cuzick et al., 2012). Die vorliegende Arbeit macht es sich
zur Aufgabe, Onkoproteintests als Vertreter dieser innovativen Diagnosemethoden
explorativ zu untersuchen. Die hinter diesen Tests stehende Logik macht sich den
virusbedingten Ursprung der Karzinogenese zunutze: Entwickelt sich auf dem Boden
einer HPV-Infektion eine Dysplasie, werden die viralen Onkoproteine E6 und E7
Uberexprimiert (Isaacson Wechsler et al.,, 2012). Wird eine erhéhte Menge dieser
Onkoproteine im Zervixabstrich gemessen, erlaubt dies den Ruckschluss auf eine

zugrundeliegende Dysplasie.
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Der Vorteil liegt auf der Hand: Wahrend HPV-Tests lediglich nachweisen kdnnen, dass
eine Infektion vorliegt, arbeiten Onkoproteintests einen Schritt praziser. Sie konnten
anhand der Starke der Expression der Proteine E6 und E7 zeigen, ob das Virus das
Epithel bereits dysplastisch verandert hat. Die Onkoproteintests konnten damit die
Trennscharfe in der Abgrenzung ungefahrlicher transienter von
behandlungsbediirftigen progredienten Infektionen erhdhen. Sie kénnen folglich fur
den éarztlichen Befund potentiell aussagekréftiger und fir die betroffenen Frauen

weniger belastend sein.

Ob Onkoproteintests das Screening tatsachlich dahingehend bereichern kénnen, soll
in den dieser Dissertation zugrundeliegenden Hypothesen getestet werden: Dabei gilt
als zentrale Hypothese: Onkoproteintests sind dem HPV-Test hinsichtlich Sensitivitat
und Spezifitt fur hochgradige Dysplasien nicht unterlegen. Im Falle der Verifikation
kénnen die oben beschrieben Vorteile naher ausgelotet werden. Sollte sich diese
Hypothese nicht verifizieren lassen, so ware immerhin eine Nebenhypothese zu
verfolgen. Als solche wird der Frage nachgegangen, ob Onkoproteintests einen

Mehrwert als Abklarungstests (Triage-Tests) bieten kbnnen.

In dieser Arbeit sollen zwei kommerziell erhéltliche Onkoproteintests auf ihre
diagnostische Wertigkeit hin untersucht werden. Zum einen kommt der recomWell
HPV 16/18/45 der Firma Mikrogen Diagnostik GmbH (Neuried, Deutschland) zum
Einsatz, der das Onkoprotein E7 nachweist. Zum anderen wird der OncoE6™ Cervical
Test der Arbor Vita Corporation (Fremont, CA, USA) angewendet, dessen Zielprotein

das Onkoprotein EG6 ist.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 PROBENKOLLEKTIVE

Um die Aussagekraft der Onkoproteintests in verschiedenen Settings zu untersuchen,
wurden sie an unterschiedlichen Kohorten eingesetzt. An einer Pilot-Kohorte wurde
zunéchst die Durchfuhrbarkeit der Experimente evaluiert. Anhand der nachfolgend
beschriebenen ,Greco-Self-Kohorte“ wurde anschliel3end die Aussage des recomWell
HPV 16/18/45 fur eine Screeningkohorte untersucht, die einen grof3en Anteil von
dysplasiefreien Patientinnen enthielt. Die abschlieRend getestete ,MolTriage-Kohorte*
stellt eine Referral-Kohorte dar, in die besonders viele Patientinnen mit Dysplasien
eingeschlossen wurden. Der recomWell HPV 16/18/45 wurde an allen drei Kohorten
eingesetzt. Aufgrund reduzierten Probenmaterials in der Screeningkohorte wurde der
OncoE6™ Cervical Test lediglich in der Pilot- und der Referral-Kohorte angewendet.

Alle drei Kohorten werden im Folgenden genauer beschrieben.

3.1.1 PATIENTINNENAUSWAHL UND -REKRUTIERUNG

Pilot-Kohorte und Patientinnen fur vorbereitende Messungen

Aus der diagnostischen Laborroutine wurden ThinPrep®-Abstriche von Patientinnen
ausgewahlt, deren HPV-Status und Zervixhistologie zum Zeitpunkt der
Testdurchfiihrung bekannt war. Der HPV-Status wurde gemalf der 2008 durch die
Arbeitsgruppe um Schmitt et al. vorgestellten Methode des Multiplexed Genotyping
festgestellt (Schmitt et al., 2008). Abhangig vom Testdurchlauf wurden

unterschiedliche Dysplasiegrade ausgewabhit.

Fur die Pilot-Kohorte (n = 39) wurden nur solche Patientinnen aufgenommen, die mit
einem HPV-Typ infiziert waren, dessen Onkoproteine sowohl im recomWell HPV
16/18/45 als auch im OncoE6™ Cervical Test (HPV 16/18) nachweisbar sind.
Aulerdem wurde eine Gruppe von fiunf Patientinnen ohne HPV-Infektion und ohne

Dysplasie als Kontrolle eingeschlossen.
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Alle Proben wurden von Arztinnen und Arzten der Charité — Universitatsmedizin Berlin
im Rahmen der Dysplasiesprechstunde abgenommen. Die Patientinnen erteilten ihre
schriftliche Einwilligung zur Weiterverwendung des Restmaterials der Untersuchung,
indem sie dem Behandlungsvertrag der Charité — Universitatsmedizin Berlin
zustimmten. Die Verarbeitung der Proben wurde durch das Ethikvotum mit der
Nummer EA1/168/13 genehmigt. Die Abstriche wurden wie nachfolgend unter 3.1.2
angegeben abgenommen. AnschlieRend wurden die Proben pseudonymisiert und bis

zur Austestung bei 8°C gelagert.

Screeningkohorte

Proben der Screeningkohorte wurden im Zeitraum von Mai 2016 bis November 2018,
im Rahmen der Greco-Self-Studie (GREek CObas® SELF-sample) gesammelt
(Agorastos et al., 2019). Eingeschlossene Probandinnen waren Frauen zwischen 18
und 75 Jahren, die in entlegenen griechischen Préafekturen lebten. Ausgeschlossen

wurden schwangere Frauen.

Den Studienteilnehmerinnen wurde ein Instrument zur Verfiigung gestellt, mit dem sie
an sich selbst einen Zervixabstrich durchfiihren konnten. Dieser Abstrich wurde mittels
Cobas® HPV-Test auf eine mdgliche HPV-Infektion untersucht. Liel3 sich dabei ein
»high-risk“-HPV-Typ nachweisen, so wurde die Frau zu einer Abklarungskolposkopie

eingeladen. War der kolposkopische Befund auffallig, wurde eine Biopsie entnommen.

Wenn die Patientin den Termin zur Kolposkopie wahrnahm, so wurde neben der
Kolposkopie ein zytologischer Abstrich durchgefiihrt. Material aus diesem Abstrich
wurde mittels Multiplexed Genotyping genotypisiert und in den vorliegenden
Experimenten verwendet. Eingeschlossen waren dabei Patientinnen, die mit einem
HPV-Typ infiziert waren, der im recomWell HPV 16/18/45 detektierbar war. Waren die
Patientinnen mit mehreren HPV-Typen infiziert, wurden nur solche Patientinnen
ausgewabhlt, bei denen der im recomWell HPV 16/18/45 nachweisbare HPV-Typ der
Typ war, der in der Genotypisierung das stéarkste Signal gab. Diese Kriterien trafen auf
64 der 773 Patientinnen, die zur Kolposkopie erschienen waren, zu. Es waren davon
35 Frauen in der Kolposkopie auffallig, bei 33 dieser Frauen wurde eine Biopsie

entnommen und ein Histologieergebnis liegt vor.
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Die Probenentnahme wurde durch das Ethikkomitee der Aristoteles Universitat
Thessaloniki (237/11.04.2016) und des Center for Research and Technology Hellas
(ETH COM-9/09/11/2015) genehmigt. Einzelheiten zu Probenlagerung, Transport und
HPV-Testung sowie zum Ablauf von Kolposkopie und Histopathologie kénnen der

Vero6ffentlichung der Greco-Self-Studie entnommen werden (Agorastos et al., 2019).

Zervixabstriche aus der
Greco-Self-Studie
n=13.111

Ausschluss: Invalide Resultate
n=267

v

y

Valide Proben
n=12.844

Ausschluss: High-risk-HPV
—> negativ
n=11.774

Y

High-risk-HPV positiv

n=1.070
Ausschluss: Verweigerung der
: - Kolposkopie, Schwangerschaft,
E¥ifaciing surKolpashople » pPatier‘:tin nicht erfeicht
n=297
v

Kolposkopieergebnisse
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Ausschluss: HPV 16/18/45 nicht
o starkster HPV-Typ in der
= Genotypisierung
n=709
v
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HPV-Typ in der
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Ausschluss: Biopsie nicht
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Biopsieergebnis
vorhanden
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Abbildung 11: Flowchart zum Einschluss der Patientinnen aus der Greco-Self-

Studie in die Screeningkohorte
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Referral-Kohorte

Die 332 Abstriche der Referral-Kohorte wurden im Rahmen der Kooperationsstudie
MolTriage (MOLecular TRIAGE) des Labors fur Gynakologische Tumorimmunologie
der Charité — Universitatsmedizin Berlin mit dem Medizinischen Versorgungszentrum
(MVZ) im Furstenberg-Karree, Hohenzollerndamm 123, 14199 Berlin gewonnen. Die
Probenentnahme und deren Bearbeitung wurde durch das Ethikvotum EA1/168/13
genehmigt. Im Zeitraum vom 01.10.2015 bis 02.11.2017 wurde Patientinnen der
Dysplasiesprechstunde des MVZ angeboten, an der MolTriage-Studie teilzunehmen.
Voraussetzung fur den Einschluss in die Studie war die schriftliche Einwilligung zur
Teilnahme. Die Proben der Referral-Kohorte wurden bei 4°C aufbewahrt. Einmal im
Monat wurden sie an das Labor fiir Gynékologische Tumorimmunologie gesendet und

vor der weiteren Verarbeitung pseudonymisiert.

3.1.2 PROBENGEWINNUNG

Das Probenmaterial, das im recomWell HPV 16/18/45 und im OncoE6™ Cervical Test
Verwendung fand, wurde im Rahmen der zytologischen Untersuchung der
Patientinnen gewonnen. Dazu wurde der auf3ere Gebarmuttermund mit einer
Plastikburste (Cervex-Brush®, Rovers Medical Devices, Oss, Niederlande)
abgestrichen. Anschlieend wurde die Birste in der ThinPrep® PreservCyt-Lésung
(Hologic Inc., Marlborough, MA, USA) ausgewaschen. Ein Teil dieser Lésung wurde
fur die zytologische Bestimmung der Pap-Stufe verwendet. Das verbliebene Material

stand fur die Onkoproteintests zur Verfligung.

3.1.3 VERBLINDUNG

Proben aus der Screeningkohorte sowie der Referral-Kohorte erreichten die
Messlabore und Laboranten in pseudonymisierter Form und ohne Informationen Gber
Alter und medizinische Vorgeschichte der Patientinnen. Mitgeteilt wurde lediglich, mit
welchem HPV-Typ die Patientin infiziert war. Nach der Austestung der Proben wurden
die Ergebnisse aus den Onkoproteintests mit den Daten aus den Patientinnenakten

zusammengefuhrt.
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3.1.4 KLINISCHE DATEN

Den Patientinnenakten der drei Kohorten wurden Daten bezlglich des
Patientinnenalters, der zytologischen Diagnose sowie der histologischen Diagnose
entnommen. Zusatzlich wurden die Befunde aus der kolposkopischen Untersuchung

in die Analyse aufgenommen.

3.2 ZELLKULTUR

Fur vorbereitende Messungen wurden Zellen der Karzinomzelllinien CaSki (HPV-16-
positiv; ATCC® CRM-CRL-1550™), HeLa (HPV-18-positiv; ATCC® CRM-CRL-2™),
Cerv 215 (HPV-45-positiv; RRID:CVCL_5722) und MS751 (HPV-45-positiv; ATTC®
HTB-34™) verwendet.

Diese Zellen wurden zum einen von der Firma Mikrogen Diagnostik GmbH zur
Verfigung gestellt. Zum anderen kamen Préparate zum Einsatz, die von Mitarbeitern
des Labors fur Gynakologische Tumorimmunologie hergestellt wurden. Beim
Wachstum von Zellen aus Zellkultur wurde das Protokoll der American Type Culture
Collection (ATCC) beachtet. RegelmalRige Kontrollen auf Verunreinigungen mit
Mykoplasmen waren stets negativ (Venor GeM One Step Kit, Minerva Biolabs). Nach
Abnahme aus dem Kulturmedium wurden die Zellen in ThinPrep® PreservCyt-Medium
gelagert. Die Stabilitat der HPV wurde regelmafig durch HPV-DNA-Genotypisierung
mittels Multiplexed Genotyping (DNA QlAamp DNA Mini Kit, Qiagen, Hilgen,
Deutschland) bestatigt. Nach Erntung der Zellen wurden sie in einer Konzentration von
10° Zellen/mL in ThinPrep®-L6sung suspendiert und lagerten bis zur Messung bei -
20°C.
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3.3 HPV-TYP-BESTIMMUNG

3.3.1 MULTIPLEXED GENOTYPING

Um den HPV-Typ der Proben aus vorbereitenden Messungen, Pilot-Kohorte und
Screeningkohorte zu bestimmen, wurde die Technik der Broad Spectrum General
Primer 5+/6+-Multiplex HPV-Genotypisierung (BSGP 5+/6+-MPG) eingesetzt. Dieses
Verfahren wurde im Labor fir Gynakologische Tumorimmunologie der Charité —
Universitdtsmedizin Berlin durchgefuhrt. In einem ersten Schritt wurden dabei
Sequenzen des L1 Gens verschiedener HPV-Typen durch PCR unter Anwendung von
General Primern, die nicht HPV-Typ spezifisch waren, vervielfaltigt. Die Genkopien
wurden dann an magnetische Beads und Genotyp-spezifische Sonden gebunden.
Nachdem diese Komplexe mit fluoreszierendem Farbstoff Streptavidin-konjugiertes R-
Phycoerythrin (SAPE) angefarbt worden waren, konnten sie von Laser-basierten
Read-Out (Luminex Reader, Bio-Plex® 200 System, Bio-Rad Laboratories, Inc.,
Hercules, CA, USA) analysiert werden. Die Ergebnisse dieser Testung wurden in der

Einheit Mean Fluorescence Intensity (MFI) ausgegeben.

3.3.2 BD ONCLARITY™ HPV-TEST

Der HPV-Typ von Patientinnen aus der Referral-Kohorte wurde durch den BD
Onclarity™ HPV-Test (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA)
bestimmt. Dieser Test weist die DNA der viralen Onkoproteine E6 und E7 mittels Real-
Time PCR nach und differenziert 6 HPV-Typen (16, 18, 45, 31, 51, 52) einzeln. Weitere
,high-risk“-HPV-Typen wurden gruppiert nachgewiesen (33/58, 35/39/68, 56/59/66).
Wenn ein HPV-Typ aus dieser Gruppe vorliegt, lautet das Ergebnis ,high-risk-positiv*.
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3.4 DURCHFUHRUNG DER ONKOPROTEINTESTS

3.4.1 ONCOE6™ CERVICAL TEST

Testprinzip des OncoE6™ Cervical Tests

Der OncoE6™ Cervical Test funktioniert nach dem Prinzip eines Lateral-Flow-Tests.
Zellen aus dem Zervixabstrich werden lysiert und in ein Gefald gegeben, in dem
monoklonale Antikérper (mAK) gegen das E6-Protein der HPV-Typen 16 und 18
lyophylisiert ist. Diese Antikorper sind mit dem Enzym alkalische Phosphatase (AP)
konjugiert und binden das im Lysat enthaltene virale E6-Protein. In das beschichtete
Gefal3 wird der Teststreifen gegeben. Die Testlosung bestehend aus dem Lysat und
den mAK wandert durch Kapillarkrafte die Nitrozellulosemembran des Teststreifens
hinauf. Auf dem Teststreifen sind Antikdrper in zwei Testlinien fixiert, die den Komplex
aus E6-Protein und mAK binden. Eine der Testlinien bindet den Komplex des mAK mit
dem HPV-16-E6-Protein, die andere den Komplex mit dem HPV-18-E6-Protein. Wird
ein solcher Komplex erkannt, zeigt sich der Nachweis in einer violetten Farbung der
Linie. Diese Farbreaktion wird durch die Reaktion der AP mit einem chromogenen AP-
Substrat ausgelost. Eine dritte Linie, die sich oberhalb der beiden Testlinien befindet,
besteht aus Antikorpern gegen mAK und dient als interne Kontroll-Linie. Sie zeigt an,
ob die Losung durch den Teststreifen gewandert und der Test damit korrekt
abgelaufen ist. Drei Teststreifen bilden eine Testeinheit, die damit die gleichzeitige

Abarbeitung von drei Proben erméglicht.
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Probenvorbereitung fir den OncoE6™ Cervical Test

Von in ThinPrep®-Ldsung gelagerten Zervixabstrichen wurden nach kurzem Vortexen
2 mL Probenmaterial in ein 2 mL Eppendorf Tube transferiert und fur 5 Minuten bei
>10.000 x g zentrifugiert. Nachdem der Uberstand mit einer Kolbenhubpipette entfernt
worden war, wurden 930 pL Rinse Solution hinzugegeben. Das Tube wurde
5 Sekunden lang geschattelt und fir 5 Minuten bei >10.000 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde daraufhin entfernt, es wurden 372 pL Lysepuffer A hinzugegeben
und unter kontinuierlicher Rotation bei 8 rpm in einem Rotator fur 15 Minuten inkubiert.
Es folgte die Zugabe von 35 pL Lysepuffer B und erneute 15-minttige Inkubation unter
Rotation bei 8 rpm. Einen schematischen Uberblick iiber die Probenvorbereitung gibt
Abbildung 12.

Zugabe 930 pl Zugabe 372 pl
Rlnse Solution Lysepuffer A
Entnahme des Entnahme des
Uberstandes Uberstandes
@ ! ﬁ \Q Schitteln \@ h
Zentrifugation Zentrifugation
>10 000 x g fiir 5 min >10 000 x g fiir 5 min
Zugabe 35 pl
Lyse B

=

Schatteln

O-¢ V04

Rotation Zentrifugation Rotation Zentrifugation
8rpm fiir 15min 510 000 x gfiriss 8rpmfur 15 min  >10 000 x g fur 10 min

Abbildung 12: Probenvorbereitung fir den OncoE6™ Cervical Test, modifiziert
nach dem Benutzerhandbuch des OncoE6™ Cervical Tests der Arbor Vita Corporation

Arbor Vita Corporation, 2019
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Austestung des OncoE6™ Cervical Tests

Das Lysat wurde fur 10 Minuten bei >10.000 x g zentrifugiert. Aus dem dadurch
entstandenen Uberstand wurden 200 puL abgenommen und in das mit Antikdrpern
beschichtete Detector Tube Uberfuhrt. Das Detector Tube wurde fir 5 Sekunden
schnell im Kreis bewegt, um die lyophilisierten Antikbrper zu l6sen und sie mit dem
Lysat zu vermischen. Nach funfminutiger Inkubation wurde dieser Mischvorgang
wiederholt. Die Testeinheit wurde in das Detector Tube tberfuhrt und fur 55 Minuten
bei Raumtemperatur fur die Chromatographie inkubiert. AnschlieRend wurde die
Testeinheit in ein Waschgefald mit 200 pL Wash Solution gesetzt und fir 12 Minuten
inkubiert. SchlieBlich wurde die Testeinheit in ein Tube mit 650 uL Development
Solution wtberfuhrt, welche das chromogene AP-Substrat enthielt. Abhangig von der
Raumtemperatur wurde das Ergebnis nach 15, 20 oder 30 Minuten abgelesen
(Tabelle 1).

Tabelle 1: Inkubationszeiten des Teststreifens im OncoE6™ Cervical Test in

Abhangigkeit der Raumtemperatur

Raumtemperatur (°C) | 15-16,9 17-22,9 23-28
Inkubationszeit 30 min 20 min 15 min

Testinterpretation des OncoE6™ Cervical Tests

Ein Testlauf wurde als valide gewertet, wenn eine violette Kontroll-Linie an der
Ablesestelle C sichtbar war. Violette Linien an der Ablesestelle von HPV 16 und
HPV 18 zeigen einen erfolgreichen Nachweis der jeweiligen E6 Onkoproteine an
(Abbildung 13 A). Der Farbton der Linien, die sich nach der Durchfihrung des Tests
zeigen, wurde mit einer Skala verglichen (Abbildung 13 B). Von der Herstellerfirma
werden funf Violettténe unterschieden. Fur die folgenden Analysen wurde ein Ergebnis
zunachst als ,positiv‘ gewertet, sofern eine Linie unabh&ngig von ihrer Intensitat
sichtbar war. In eine Subanalyse der Referral-Kohorte floss anschlieRend auch die

Intensitat der Linienfarbung ein.
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A S B

Abbildung 13 A: Beispiel fiir ein Testergebnis aus dem OncoE6™ Cervical Test
dreier Patientinnen, Validitat der Testung erkennbar an violetten Kontroll-Linien (C),
positiver Nachweis des HPV-16-E6- bzw. HPV-18-E6-Proteins (mit roten Pfeilen
markierte Linien an den Ablesestellen 16 und 18); B: Farbskala zur Auswertung der
Linienintensitat der Testeinheit
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3.4.2 RECOMWELL HPV 16/18/45

Testprinzip des recomWell HPV 16/18/45

Der recomWell HPV 16/18/45 folgt dem Prinzip eines indirekten Sandwich-ELISAs.
Auf einer Mikrotiterplatte mit 96 Kavitaten (Wells) sind monoklonale Kaninchen-
Antikorper fixiert, die gegen das E7-Protein der HPV-Typen 16, 18 und 45 gerichtet
sind. Zellen aus Zervixabstrichen werden lysiert, das Lysat wird in die Wells pipettiert,
sodass sich die E7-Proteine der Probe an die monoklonalen Antikdrper der Platte
anlagern. Durch mehrere Waschschritte werden nicht gebundene E7-Proteine
entfernt. Anschlielend zugegebene sekundare Antikdrper und Streptavidin-Konjugat
bilden mit dem gebundenen E7-Protein einen Komplex. Dieser Komplex wird durch
eine Peroxidase katalysierte Farbreaktion nachgewiesen. Die Intensitat der Farbung
kann mithilfe eines Photometers (Multiskan™FC, Thermofisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA) gemessen werden und erlaubt eine Aussage lber das Vorliegen
der E7-Proteine der HPV-Typen 16 und/oder 18 und/oder 45.

Probenvorbereitung flr den recomWell HPV 16/18/45

Die in ThinPrep®-L6sung vorliegenden Zervixabstriche wurden fur zehn Sekunden auf
hoher Stufe gevortext. Mit einer Saugkolben-Messpipette wurde die fur den jeweiligen
Ansatz erforderliche Menge abpipettiert und in ein Schraubverschlussréhrchen mit
konischem Boden tberfuhrt. Nach 15-mindtiger Zentrifugation bei 600 x g wurde der
Uberstand dekantiert, verbliebener Uberstand wurde mit einer Kolbenhubpipette
entfernt. Das zuriickbleibende Zellpellet wurde fur funf Sekunden gevortext, woran sich
die Lyse anschloss. Die Menge der zugegebenen Lysepuffer unterschied sich in
Abhéangigkeit von den durchgefiihrten Experimenten und wird in den folgenden
Abschnitten beschrieben. Das Zellpellet wurde mit Lysepuffer A versetzt und erneut
funf Sekunden gevortext. Daran schloss sich eine 30-minutige Inkubationszeit bei
Raumtemperatur an. AnschlieRend wurde Lysepuffer B hinzugegeben und das Lysat
fur funf Sekunden gevortext. Einen schematischen Uberblick iber dieses Verfahren
gibt Abbildung 14.
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Zugabe von Lysepuffer A Zugabe von Lysepuffer B

Inkubation fir 30 min
\

Entnahme des
Uberstandes

949-0-9-79

Zentrifugation
flr 15 min

Abbildung 14: Probenvorbereitung fir den recomWell HPV 16/18/45, modifiziert
nach dem Benutzerhandbuch des OncoE6™ Cervical Tests der Arbor Vita

Corporation, Arbor Vita Corporation, 2019

Gesonderte Probenvorbereitung fur vorbereitende Messungen mit dem
recomWell HPV 16/18/45

Die vorbereitenden Messungen untersuchten die Anwendbarkeit der Tests im Hinblick
auf spezifische Fragestellungen. Daher wurden je nach Umstand spezielle Proben
hergestellt, deren Vorbereitung von der Vorbereitung der Patientinnenproben der drei
Kohorten abwich. Nachfolgend ist beschrieben, wie sich die Zusammenstellung und
Verarbeitung von Proben fur die vorbereitenden Messungen gestaltete.
Vorexperimente wurden durchgefihrt, um die benétigte und begrenzte Probenmenge
zu vermindern (Scale-Down). Dafur wurden alle Reagenzien im gleichen Verhaltnis
reduziert. Des Weiteren wurde der Einfluss von ThinPrep®-Restldsung auf die Lyse

und den Nachweis im ELISA ausgetestet (ThinPrep®-Rucklauf-Experimente)
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Zellkulturproben

Zellkulturproben aus Scale-Down- und ThinPrep®-Ricklauf-Experimenten bestanden
aus zwei Bestandteilen. Zum einen sorgte ein Hintergrund aus HPV-negativen
Zervixabstrichen dafiur, dass das nach Zentrifugation entstandene Zellpellet (rot in
Abbildung 14) im Rohrchen stabil blieb. Zudem konnte durch Zugabe dieses
Hintergrundes eine realistische Probenmatrix generiert werden. Zellkulturproben
erhielten dadurch neben den Zervixepithelzellen eine Beimengung von Blut und
Zervixschleim, welche sich auch in echten Zervixabstrichen finden. Diese
Zervixabstriche stammten aus der diagnostischen Laborroutine des Labors fur
Gynakologische Tumorimmunologie der Charité — Universitatsmedizin Berlin. Der
negative HPV-Status dieser Proben war mittels Multiplexed Genotyping nachgewiesen
worden. Zum anderen wurden dem Hintergrund eine definierte Zahl von Zellen der
Karzinomzelllinien CaSki, HeLa, MS751 oder Cerv beigemischt, die in Zellkultur

gezichtet wurden.

Scale-Down-Experimente

Da zwei Onkoproteintests am gleichen Probenkollektiv durchgefiihrt werden sollten,
stand fir den einzelnen Test nur ein begrenztes Probenvolumen zur Verfugung. Fur
die Testung des OncoE6™ Cervical Tests ist ein Probenvolumen von 2 mL
ausreichend. Fur Versuche mit dem recomWell HPV 16/18/45 sind laut
Gebrauchsanweisung zwar 15 mL Abstrichmaterial vorgesehen (Mikrogen Diagnostik
GmbH, 2017). Sollte weniger Material verfigbar sein, sei allerdings auch eine Testung
mit einer geringeren Menge mdglich, sofern die Lysemenge an die verringerte

Probenmenge angepasst werde.

Um zu testen, ob eine geringere Menge an Abstrichmaterial im recomWell HPV
16/18/45 eingesetzt werden kann, wurde ein Scale-Down-Experiment durchgefihrt.
Fur diesen experimentellen Ansatz kamen sowohl Zellen aus Zellkultur als auch

Patientinnenproben zum Einsatz.
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Pro Zelllinie wurden durch Vermischung von kultivierten Zellen aus Karzinomzelllinien
mit HPV-negativen ThinPrep®-Abstrichen zwei Vorratsldsungen unterschiedlicher
Konzentrationen hergestellt. Von diesen Vorratslosungen wurden nach dem Prinzip
des 1 zu 5 Scale-Downs jeweils 2 mL und 400 pl abgenommen und lysiert. Dabei
wurden Ansatze, die 2 mL der Vorratslosung beinhalteten, in 500 ul Lysepuffer A +
500 pl Lysepuffer B lysiert. Ansatze, die 400 pl der Vorratslésung enthielten, wurden
in 100 pl Lysepuffer A + 100 ul Lysepuffer B lysiert. Es entstand so ein Paar aus
Originalansatz und Scale-Down-Ansatz, bei dem beide Ansatze die gleiche
Zellkonzentration aufwiesen. Wurde die gleiche Lysatmenge aus jedem dieser
Ansétze entnommen und auf die ELISA-Platte gegeben, so wurden in Originalansatz
und Scale-Down-Ansatz die gleiche Menge an Zellen getestet. Welche Zellzahlen im

Well eingesetzt wurden, zeigt Tabelle 2.

Tabelle 2: Eingesetzte Zellzahlen in Scale-Down-Experimenten mit dem
recomWell HPV 16/18/45 mit Zellen aus Zellkultur?

Zelllinie Eingesetzte Zellzahlen

Hela 1.000 Zellen 2.500 Zellen 3.000 Zellen 9.000 Zellen
CaSki 3.000 Zellen 9.000 Zellen 25.000 Zellen 50.000 Zellen
MS751 3.000 Zellen 9.000 Zellen 25.000 Zellen 50.000 Zellen
Cerv 25.000 Zellen 50.000 Zellen

Aufgrund der Tatsache, dass in realen Zervixabstrichen nicht alle Zellen HPV-positiv
sind, wurde bei Patientinnenproben ein geringerer Scale-Down als bei Zelllinien
gewabhlt. Der Scale-Down mit Patientinnenproben folgte daher dem Prinzip des 1 zu 3
Scale-Downs. In einem ersten Ansatz wurden 9 mL des Abstrichmaterials entnommen
und in 300 pL Lysepuffer A + 300 pL Lysepuffer B lysiert. In einem zweiten Ansatz
wurden von dem gleichen Zervixabstrich 3 mL des Abstrichmaterials entnommen und
in 100 pL Lysepuffer A + 100 pL Lysepuffer B lysiert. Beide Ansétze wurden fur jede

Patientin einzeln verglichen.

1 Einsatz unterschiedlicher Zellzahlen pro Zelllinie aufgrund der unterschiedlichen
Sensitivitat des Assays fir verschiedene E7-Proteine
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ThinPrep®-Rucklauf-Experimente

Im Zuge der Abarbeitung des Tests kann es vorkommen, dass Zellen nach der
Zentrifugation nicht ausreichend von ThinPrep® befreit werden, sodass ein Rest des
Lagerungsmediums zurtickbleibt. Dieses Pha&nomen kann das Testergebnis
verfalschen. Um zu evaluieren, ob das verbleibende ThinPrep® die nachfolgende
Lysereaktion und den Ausgang des ELISA-Tests beeintrachtigt, wurden den Zellen
nach Zentrifugation definierte Mengen ThinPrep® hinzugegeben. Die Extinktion der so
veranderten Proben wurde mit der Extinktion einer Probe verglichen, der kein

zusatzliches Medium hinzugegeben worden war.

Wie in Abbildung 15 dargestellt, wurden pro Zelllinie finf Proben hergestellt. Jede
Probe bestand aus einem Milliliter HPV-negativen ThinPrep® Abstrichmaterials aus
der diagnostischen Laborroutine, das mit Karzinomzellen aus Zellkultur (CaSki, Hela,
Cerv) versetzt wurde. Nach Zentrifugation wurden vier Proben definierte Mengen des
Lagerungsmediums ThinPrep® zugegeben. Der verbleibenden fiinften Probe wurde
kein zuséatzliches ThinPrep® hinzugegeben. Da dies den idealen Zustand der
Abarbeitung einer Probe darstellt, wurde diese Probe als ,ldealprobe” bezeichnet.
Anschlief3end wurden alle funf Proben in 450 ul Lysepuffer A + 450 ul Lysepuffer B
lysiert. Die zusatzlichen ThinPrep®-Mengen waren am zugegebenen Lysevolumen
orientiert und betrugen 10 %, 20 % 30 % und 50 % (zugegebene ThinPrep®-Mengen:
90 pL, 180 pL, 270 pL und 450 pL). Um zu vermeiden, dass die Probe durch das
zusatzliche Medium verdinnt wurde, waren die Zellzahlen vor Zentrifugation erhéht

worden. Die Endkonzentration von Zellen war damit in allen Proben gleich.

Der Einfluss zurlckbleibenden ThinPreps® auf die Lysereaktion wurde auch in einem
Scale-Down-Ansatz untersucht. Die Zahl der Karzinomzellen betrug in diesen
Experimenten 1/3 der Zellzahl, die im Originalansatz eingesetzt wurde. Diese Zellen
wurden in 150 pl Lysepuffer A + 150 pl Lysepuffer B lysiert. Zusatzliche ThinPrep®-
Mengen betrugen 30 pl, 60 pl, 90 ul sowie 150 ul. Pro Well wurden 25.000 Zellen der
Zelllinien CaSki und Cerv eingesetzt. Fur die Zelllinie HeLa betrug die Zellzahl pro Well
2.500 Zellen.
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+10% +20% +30% +50%
ThinPrep® ThinPrep® ThinPrep® ThinPrep®

S S S

0000 ¢

— Proben mit zusatzlichem ThinPrep® — Idealprobe ohne
zusatzliches ThinPrep®

Abbildung 15: Vorbereitung der Proben fiur die ThinPrep®-Rucklauf-
Experimente, modifiziert nach dem Benutzerhandbuch des OncoE6 ™ Cervical Tests
der Arbor Vita Corporation, Arbor Vita Corporation, 2019

Washer-Validierung

Um festzustellen, ob sich die Ergebnisse einer Abarbeitung mit einem ELISA-
Washergerat von denen der handischen Waschung unterscheiden, wurde wie folgt
vorgegangen: Zwei recomWell HPV 16/18/45 Platten wurden mit identischen Lysaten
bestickt. Eine der Platten wurde durch Zugabe des Waschpuffers mit der
Kolbenhubpipette héandisch gewaschen. Bei der anderen Platte erfolgten die
Waschschritte maschinell unter Einsatz des ELISA-Washergerats (Mikroplate Washer
405™LS, Winooksi, VT, USA). Fur die Washer-Validierung wurden Zellen aus
Zellkultur und Patientinnenproben verwendet. Fur handische und maschinelle

Waschung wurde Waschpuffer aus demselben Ansatz verwendet.

54



MATERIAL UND METHODEN

Fur den Vergleich von Zellen aus Zellkultur wurden 1.000.000 Zellen pro Zelllinie lysiert
und die Lysate weiter verdinnt. Die Zellzahlen wurden dabei stets von einem
Verdunnungsschritt zum nachsten halbiert. Die Zellzahlen fur CaSki und MS751
betrugen 100.000, 50.000, 25.000, 12.500 und 6.250 Zellen. In der Testung von HelLa-
Zellen wurden die Halbierungsschritte einmalig unterbrochen. So wurde anstatt die
vorherige Zellzahl von 2.500 zu halbieren im nachsten Schritt eine Zellzahl von 1.000
Zellen eingesetzt. So war es moglich am Ende der Verdinnungsreihe eine
Mindestmenge von 500 Zellen zu testen. Auf der Platte eingesetzte Zellzahlen
betrugen damit fur HeLa-Zellen 10.000, 5.000, 2.500, 1.000 und 500 Zellen. Durch
diese Verdunnungsschritte war es moglich, den Einfluss der maschinellen Waschung
bei verschiedenen Zellmengen abzuschéatzen. Fur den Washer-Vergleich mit
Patientinnenproben wurden 3 mL des Abstrichmaterials entnommen und in 100 pL
Lysepuffer A + 100 uL Lysepuffer B lysiert. Von diesen Lysaten wurden jeweils 100 pL
abgenommen und auf eine der beiden Platten gegeben. Nachdem die Zelllysate auf
die Platten aufgebracht waren, lief die weitere Abarbeitung wie unter ,Austestung®

beschrieben ab.

Proben aus Pilot-, Screening- und Referral-Kohorte

Die Ergebnisse des Scale-Down-Experiments hatten nahegelegt, dass die
Testergebnisse des recomWell HPV 16/18/45 bei urspringlich vorgesehener
Probenmenge und reduzierter Probenmenge vergleichbar waren. Daher wurde in
nachfolgenden Messungen statt der vom Hersteller vorgegebenen Menge von 15 mL
generell 3 mL Probenmaterial eingesetzt. Von den ausgewdahlten ThinPrep®-Proben
wurden je 3 mL Abstrichmaterial entnommen, fir 15 Minuten auf 600 x g zentrifugiert
und der Uberstand dekantiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit 100 pL Lysepuffer
A versetzt. Die Mischung wurde fur finf Sekunden gevortext, sie inkubierte sodann fir
30 Minuten auf Raumtemperatur. Schliel3lich wurden 100 pL Lysepuffer B
hinzugegeben und die Probe noch einmal fur funf Sekunden gevortext. Die weitere
Abarbeitung der Proben verlief wie folgt beschrieben. Aus Ergebnissen vorheriger
Experimente konnte eine Verfalschung der Messung durch maschinelle Waschung
ausgeschlossen werden (4.1.3). Daher wurde ein ELISA-Washer fur die Waschschritte
in der Testung dieser Kohorten verwendet.
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Austestung des recomWell HPV 16/18/45

Nach der Probenvorbereitung durchliefen die Lysate die nachfolgend beschriebenen
Schritte, die in der Gebrauchsanweisung des Tests vorgegeben waren (Mikrogen
Diagnostik GmbH, 2017). Je 100 uL des Lysats wurden in die Wells der ELISA-Platte
(Mikrogen Artikel-Nr. 7904) pipettiert. Au3erdem wurden bei jedem Testansatz je
100 pL eines Blindwerts (Blank) sowie je eine Lésung zur Positivkontrolle und zur
Negativkontrolle mitgefiihrt. Der Blank wurde durch 1 + 1 Mischung aus Lysepuffer A
und Lysepuffer B hergestellt. Positiv- und Negativkontrolle entstammen dem Kit des
Herstellers. Die Platte wurde mit Abdeckfolie abgeklebt und inkubierte fiir eine Stunde
bei Raumtemperatur. Anschlieend wurde die Platte zligig ausgekippt und kraftig auf
Papiertiichern abgeklopft. Die Platte wurde dann gewaschen, indem die Kavitaten mit
300 yL Waschpuffer befillt und gleich darauf geleert wurden. Dieser Waschschritt
wurde dreimal durchgefuhrt. Der eingesetzte Waschpuffer bestand aus einer 1 + 9
Mischung aus Waschpufferkonzentrat und deionisiertem Wasser. Anschliel3end
wurden 100 pL Sekundar-Anti HPV E7 Antikdrper in jedes Well gegeben. Die Platte
wurde abgeklebt, inkubierte eine Stunde bei Raumtemperatur und wurde erneut
dreimal gewaschen. Es folgte die Zugabe von 100 pL Streptavidin-Konjugat pro Well.
Nachdem die Platte abgeklebt war und eine Stunde inkubiert hatte, wurde sie
sechsmal gewaschen. Abschliel3end wurden 100 pL Substrat in jedes Well gegeben.
Die Platte wurde vor Licht geschitzt und inkubierte unter Lichtausschuss fur 30
Minuten. Daraufhin wurde die Substratreaktion durch Zugabe von 100 pL/Well der im
Kit enthaltenen Stopplésung abgestoppt. In einem Photometer wurden die

Extinktionen der einzelnen Kavitaten bei einer Wellenlange von 450 nm gemessen.
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Testinterpretation des recomWell HPV 16/18/45

Von den Extinktionswerten der Kontrollen und der Proben wurde der Extinktionswert

des Blanks abgezogen (Exontrolie/Probe — EBlank)-
Laut Herstellerfirma war der Test unter folgenden Bedingungen auswertbar:
A) Extinktion des Blanks = 0,5500 ODa4so
B) Extinktion der Negativkontrolle nach Blank-Korrektur = 0,0760 ODaso
(ENegativkontrolie — Egtank = 0,0760 ODaso)
C) Extinktion der Positivkontrolle nach Blank-Korrektur > 0,3000 ODaso
(Epositivkontrolle — Elank™> 0,3000 ODas0)

War die Extinktion einer Probe nach Blank-Abzug grol3er oder gleich des Cutoffs von

0,0760 ODas0, SO wurde das Ergebnis als ,positiv‘ gewertet.

3.5 VERWENDETE GERATE UND MATERIALIEN

Fur die Ergebnisse dieser Arbeit wurden die allgemein labortblichen Gerate und
Materialen eingesetzt. Die nachfolgenden Tabellen 3-5 zeigen eine Ubersicht tiber die
verwendeten Verbrauchsmaterialien, Gerate und Reagenzien.
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Tabelle 3: Verbrauchsmaterial und Gerate fur die Testung des recomWell HPV

16/18/45
Verbrauchsmaterial Name Hersteller
Tubes
2 mL Tubes Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
Falcon® 15 mL
aicon Mk aus Corning Inc. (Corning, NY, USA)
Polystyren
© L
I SEhIE T Corning Inc. (Corning, NY, USA)
Polystyren

Pipettiermaterial

Pipettenspitzen

Mikropipetten

Mehrkanal-
Mikropipetten

Serologische Pipetten

Pipettierhelfer

Gerate

Vortexmischer

Zentrifuge

Mikrotiterplattenwasher

Werkbank

Photometer

Kiihl- und Eisschranke
Kuhlschrank

Eisschrank

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

Research 0,5-10 pL;
10-100 pL; 100-1000 pL
Research 0,5-10 pL; 30-
300 pL

Falcon® 2 mL; 5 mL;

10 mL; 25 mL

Powerpette plus

Vortex-Genie 2

Heraeus™ Biofuge primo

R

Mikroplate Washer 405™

LS
HerraSafe™ KS 12

Multiskan™ FC

Liebherr Premium
Sanyo VIP Series Ultra

Low Temperature Freezer

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Corning Inc. (Corning, NY, USA)

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

Scientific Industries Inc. (Bohemia, NY,
USA)

Thermofisher Scientific Inc. (Waltham,
MA, USA)

BioTek Instruments Inc. (Winooksi, VT,
USA)

Thermofisher Scientific Inc. (Waltham,
MA, USA)

Thermofisher Scientific Inc. (Waltham,
MA, USA)

Liebherr (Bulle, Schweiz)

Sanyo Electric Co. Ltd. (Moriguchi,
Japan)
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Tabelle 4. Reagenzien und mitgelieferte Materialien der recomWell HPV 16/18/45

Testung in der Reihenfolge ihrer Verwendung

Material

Hersteller

Mikrotiterplatte

Lysepuffer A

Lysepuffer B
Waschpuffer Konzentrat
Ribonuklease-freies Wasser Ampuwa®
Spillésung
Positivkontrolle
Negativkontrolle
Sekundarantikorper
Streptavidinkonjugat
Substratlosung
Stoppldsung

Mikrogen Diagnostik GmbH (Neuried,
Deutschland)

Mikrogen Diagnostik GmbH
Mikrogen Diagnostik GmbH
Mikrogen Diagnostik GmbH
Fresenius Kabi GmbH (Bad Homburg,
Deutschland)

Mikrogen Diagnostik GmbH
Mikrogen Diagnostik GmbH
Mikrogen Diagnostik GmbH
Mikrogen Diagnostik GmbH
Mikrogen Diagnostik GmbH
Mikrogen Diagnostik GmbH

Tabelle 5: Reagenzien und mitgelieferte Materialien der Testung mit dem

OncoE6™ Cervical Test Testung in der Reihenfolge ihrer Verwendung

Material

Hersteller

Specimen Rinse Solution
Lysis Solution A

Lysis Solution B

Testunit

Wash Solution D
Developing Solution E

Arbor Vita Corporation (Fremont, CA, USA)
Arbor Vita Corporation
Arbor Vita Corporation
Arbor Vita Corporation
Arbor Vita Corporation
Arbor Vita Corporation

59



MATERIAL UND METHODEN

3.6 STATISTISCHE METHODEN

Zur statistischen Analyse der vorliegenden Arbeit wurden die Programme SPSS
Statistics Version 25 fur Mac (IBM, Armonk, NY, USA) und Microsoft Excel 2016
(Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) verwendet. Alle Analysen waren

explorativ und nicht flr multiples Testen adjustiert.

Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test

Um zu testen, ob sich die Extinktionen bei empfohlener Probenmenge (Originalansatz)
und reduzierter Probenmenge (Scale-Down-Ansatz) unterscheiden, wurden die
zentralen Tendenzen beider Gruppen verglichen. Ebenso wurden die Extinktionen von
Proben, die manuell abgearbeitet wurden, mit solchen verglichen, die im ELISA-
Washer eingesetzt worden waren. Da fir die Berechnung keine Normalverteilung der
Extinktion gegeben sein muss, war der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test hierfur
geeignet. Als Nullhypothese galt dabei, dass es keinen Unterschied zwischen den
Extinktionen beider Gruppen gibt. Diese wurde verworfen, sofern der p-Wert unter 0,05

lag.

Prozentuale Veranderung

Inwieweit zusatzliches ThinPrep®-Medium die Extinktion beeinflusst, wurde anhand
prozentualer Veranderung zur Extinktion der Idealprobe beschrieben. Zunéchst wurde
die Differenz zwischen der Extinktion der Probe mit zusatzlichem ThinPrep® und der
Extinktion der Idealprobe berechnet. Der sich daraus ergebende Wert wurde durch die

Extinktion der Idealprobe geteilt und als Prozent dargestellit.
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Deskriptive Statistik

Das Alter der Patientinnen und das Ergebnis der HPV-Testung wurden in absoluter
und relativer Haufigkeit und Median mit oberem und unteren Quartil angegeben.
Ebenso wurden die absolute und relative Haufigkeit fur die Ergebnisse aus Zytologie

und Kolposkopie (sofern vorhanden) angefuhrt.

Verteilung

Mithilfe des Kolmogorov-Smirnov-Tests wurde Uberprift, ob die Daten zum Alter der
Patientinnen normalverteilt waren. Die Nullhypothese, dass eine Normalverteilung

vorliegt, wurde ab einem p-Wert < 0,05 verworfen.

Sensitivitat und Spezifitat

Um die diagnostische Wertigkeit der Onkoproteintests beurteilen zu kénnen, wurden
Sensitivitat und Spezifitdt fir verschiedene Dysplasiegrade berechnet. Der
Dysplasiegrad wurde aus dem Bericht der beurteilenden Pathologen tbernommen und

als Goldstandard der Diagnostik definiert.

Die Sensitivitdt und Spezifitat wurden dabei zunachst fur jeden der Dysplasiegrade
einzeln bestimmt. Danach wurden jeweils niedriggradige und hohergradige Dysplasien
getrennt und eine kumulative Sensitivitdt und Spezifitat berechnet. Zum einen wurden
dabei Patientinnen ohne Dysplasie und Patientinnen mit CIN1 als ,<CIN2*
zusammengefasst. Patientinnen mit Dysplasien vom Grad CIN2, CIN3 sowie
Patientinnen mit Karzinom wurden als ,CIN2+“ gruppiert. In einer zweiten Berechnung
wurden Patientinnen ohne Dysplasie, Patientinnen mit CIN1 und CIN2 als ,<CIN3*
eingeordnet. Patientinnen mit CIN3 und solche mit Karzinom wurden als ,CIN3+*
bezeichnet. Diese getrennten Berechnungen bieten sich an, da Dysplasien vom Grad
CIN1 ein hohes Potential zur Spontanregression aufweisen. Dysplasien vom Grad
CINZ2 oder CIN3 hingegen entwickeln sich wesentlich haufiger zum invasiven Karzinom
(Khan et al., 2005a).
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Der Berechnung der Sensitivitat und Spezifitat lagen damit folgende Formeln

zugrunde:

richtig positiv
positiv und Dysplasiegrad

A Sensitivitat =

richtig negativ

ezifitat =
Sp keine Dysplasie

5 Sensitivitat = richtig positiv richtig positiv

ensitivitat = —CIN2+ ZW. —CIN3+

S ifitat = richtig negativ richtig negativ
peziliiat= " CciN2 R SINE

Formel 1. Formeln zur Berechnung der Sensitivitat und Spezifitat der
Onkoproteintests, A: Sensitivitat und Spezifitat fur einzelne Dysplasiegrade,

B: Sensitivitat und Speazifitat fir zusammengefasste Dysplasiegrade

Zusammenhang der Linienintensitat des OncoE6™ Cervical Tests und
der Extinktion des recomWell HPV 16/18/45 mit dem Dysplasiegrad

Wie der Dysplasiegrad einer Probe und Intensitat der Ergebnislinie des OncoE6™
Cervical Tests in Verbindung stehen, wurde anhand einer Korrelationsberechnung
untersucht. Ebenso wurde die Starke der Extinktion des recomWell HPV 16/18/45 mit
dem der Probe zugrundeliegenden Dysplasiegrad korreliert. Unter Anwendung des
Kolmogorov-Smirnov-Tests zeigte sich, dass die Dysplasiegrade nicht normalverteilt
waren (p < 0,001). Dies legte eine Korrelationsberechnung nach Spearman nahe. Der
ausgegebene Rangkorrelationskoeffizient rs zeigt die Starke der Korrelation an. Je
naher rs an 1 liegt, desto starker ist die positive Korrelation. Eine negative Korrelation
ist umso starker, je naher sie an -1 liegt. Ein rs von 0 zeigt einen fehlenden
Zusammenhang an.
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Zusammenhang der Ergebnisse aus recomWell HPV 16/18/45 und dem

OncoE6™ Cervical Test

Um den Zusammenhang zwischen dem Ergebnis des recomWell HPV 16/18/45 und
dem OncoE6™ Cervical Test zu beurteilen, wurden zwei verschiedene Tests

verwendet.

Zunachst wurde lediglich beriicksichtigt, ob die Tests ein positives oder negatives
Ergebnis zeigen. Da damit eine Variable untersucht wird, die nur zwei einander
ausschlielende Auspragungen haben kann (positiv, negativ), wurde der Phi-
Kontingenzkoeffizient berechnet. Dieser Koeffizient kann Werte von -1 bis 1
annehmen. Je ndher der Wert an -1 oder 1 liegt, desto starker ist der Zusammenhang

zwischen den beiden Variablen.

Anschlie3end wurde die Extinktion der Probe im recomWell HPV 16/18/45 mit der
Starke der Ergebnislinie im OncoE6™ Cervical Test verglichen. Die fehlende
Normalverteilung war bereits anhand des Kolmogorov-Smirnov-Tests bekannt
(p < 0,001). Es bot sich daher an, auf den bereits beschriebenen

Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman zurtckzugreifen.
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Das folgende Kapitel ist in zwei Teile gegliedert. Zun&chst werden die Ergebnisse aus
drei vorbereitenden Experimenten mit dem recomWell HPV 16/18/45 erlautert. In
diesen Experimenten wurde untersucht, ob es maoglich ist, die Testabarbeitung des

Standardprotokolls der Firmen zu modifizieren.

Der zweite Teil dieses Kapitels beinhaltet die Ergebnisse aus der Testung von drei
Patientinnenkohorten. In diesen Messungen wurde der recomWell HPV 16/18/45 mit

den zuvor evaluierten Modifikationen sowie der OncoE6 Cervical Test™ angewendet.

4.1 VORBEREITENDE EXPERIMENTE MIT DEM
RECOMWELL HPV 16/18/45

4.1.1 REDUKTION DES PROBENVOLUMENS

Der recomWell HPV 16/18/45 verlangt in seiner Abarbeitung nach Standardprotokoll
den Einsatz von 15 mL Abstrichmaterial (Mikrogen Diagnostik GmbH, 2017). Fur die
vorliegenden Experimente an Patientinnenkohorten wurden Zellen abgestrichen und
in 20 mL Fixationsmedium ausgewaschen. Davon gingen zwischen drei und funf
Milliliter in die zytologische Untersuchung und HPV-Genotypisierung ein. Der
wissenschaftliche Mehrwert der vorliegenden Arbeit besteht unter anderem darin, dass
verschiedene Tests am gleichen Probenmaterial durchgefuhrt wurden. Ein Teil des
nach Zytologie und HPV-Genotypisierung verbleibenden Abstrichmaterials wurde dem
OncoE6™ Cervical Test zugefuhrt. Somit konnte nicht die vorgeschriebene
Probenmenge von 15 mL in die Testung mit dem recomWell HPV 16/18/45 eingehen.
Um diesem Problem zu begegnen, kam ein Scale-Down zum Einsatz. Dazu wurde das
Probenvolumen um denselben Faktor reduziert wie das Lysevolumen. Die
Konzentration der Zellen im Scale-Down-Lysat gleicht damit der Zellkonzentration in
einem Lysat mit der originalen Menge an Lysereagenz. Um zu prifen, ob ein Scale-
Down in dieser Form mdéglich ist, wurden Probenpaare aus einem Originalansatz
(vorgeschriebene Proben- und Lysemenge) und einem Scale-Down-Ansatz

(reduzierte Proben- und Lysemenge) hergestellt.
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Mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test wurden die Extinktionen von 20
Probenpaaren aus dem Originalansatz und dem Scale-Down-Ansatz verglichen.
Dabei wurden zunachst Zelllinien in hoher Zellzahl (jeweils 25.000 und 50.000
Zellen/Well fur CaSki, Cerv und MS75; jeweils 1.000 und 2.500 Zellen/Well fir HeLa)
eingesetzt. Es zeigte sich dabei kein relevanter Unterschied innerhalb dieser
gepaarten Proben (p = 0,144). Die Extinktionen der Proben im Originalansatz betrugen
dabei durchschnittlich 0,4184 ODa4so, im Scale-Down-Ansatz waren es im Durchschnitt
0,3014 ODaso.

Im nachsten Schritt wurden die Zelllinien in niedrigerer Zellzahl (3.000 und
9.000 Zellen/Well fur CaSki, MS751 und HelLa) eingesetzt. Dabei wurden 18 gepaarte
Proben aus Originalansatz und Scale-Down im Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test
verglichen. Innerhalb dieser gepaarten Proben war kein relevanter Unterschied
festzustellen (p = 0,107). Im Durchschnitt lagen Extinktionen aus dem Originalansatz
bei 0,7597 ODuso, im Scale-Down-Ansatz bei 0,6575 ODaso.

Wurden Patientinnenproben in 14 gepaarten Proben aus Originalansatz und Scale-
Down-Ansatz verglichen, so zeigte sich im Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test kein
bedeutender Unterschied (p = 0,975). Die Extinktionen im Originalansatz betrugen im
Mittel 0,2537 ODaso, im Scale-Down-Ansatz 0,2465 ODaso.

Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurde die Nullhypothese angenommen, dass
zwischen den Extinktionen von Originalansatz und Scale-Down kein Unterschied
besteht. Dies erlaubte es, in nachfolgenden Experimenten den recomWell HPV

16/18/45 mit reduziertem Probenvolumen durchzufiihren.
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4.1.2 EVALUATION DES EINFLUSSES ZURUCKBLEIBENDEN THINPREP®S

Bevor eine Zellprobe lysiert und das gegebenenfalls enthaltene Onkoprotein
zuganglich gemacht wird, mussen die Zellen von ihrem Lagerungsmedium
(ThinPrep®) befreit werden. Das Protokoll des recomWell HPV 16/18/45 gibt vor, die
Zellprobe zu zentrifugieren, um die Zellen zu konzentrieren und ThinPrep®
abzutrennen. Anschliel3end soll das Uberstandige Medium so gut wie moglich entfernt
werden (Mikrogen Diagnostik GmbH, 2017). Es konnte in der Abarbeitung des Tests
allerdings vorkommen, dass geringe ThinPrep®-Mengen nicht vollstandig entfernt
werden konnten. Dieses verbleibende Medium konnte den nachfolgenden
Lyseprozess oder die ELISA-Methode beeintrdchtigen. Um diese Hypothese zu
testen, wurden Zellproben mit definierter Zellzahl hergestellt. Diese Zellen wurden
nach Zentrifugation von ihrem Medium getrennt und anschlie3end mit definierten
Mengen an ThinPrep®-Medium versetzt. Die Extinktion der Proben mit zuséatzlichem
ThinPrep® wurden mit der Extinktion einer Probe ohne zusatzliches Medium
(Idealprobe) verglichen. Diese Gegenuberstellung wurde fur Zellen aus jeder der drei
Zellreihen CaSki, HeLa und Cerv gesondert durchgefiihrt. Dadurch wurde die
Hypothese fir die E7 Antigene der HPV-Typen untersucht, die der recomWell HPV
16/18/45 erkennt. Proben, die zusatzliches ThinPrep® beinhalteten, wurden
anteilsmafig mehr HPV-positive Zellen zugesetzt. So konnte vermieden werden, dass
es zu einem Verdunnungseffekt kommt, der einen eventuell gestérten Lyseprozess

Uberlagert.

Es zeigte sich, dass sich die Extinktionen von Proben, denen zuséatzliches ThinPrep®
zugegeben worden war, zwar stark von der Idealprobe unterschieden (Varianz 0,0002-
0,0172 ODasso). Hinsichtlich des Cutoffs zeigten jedoch — mit Ausnahme einer von 30
Proben — alle veranderten Proben das gleiche Resultat wie die Idealprobe (positiv —
negativ). Diese Ausnahme betraf die Probe, in der 25.000 Zellen Cerv eingesetzt
worden waren. Bei Zugabe von 30 % ThinPrep® fiel deren Extinktion mit 0,0700 ODa4so
knapp unter den Cutoff (0,0760 ODuso0). Alle anderen Proben dieser Zelllinie (Zugabe
von 0 %, 10 %, 20 %, 50 % des Endlysevolumens) zeigten eine Extinktion oberhalb
des Cutoffs.
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Den geringsten Unterschied im Vergleich zur Idealprobe zeigten Proben, denen die
geringste Menge zusatzlichen ThinPreps® zugegeben wurde (Abbildung 16). Wurden
10 % des Endlysevolumens hinzugegeben, nahm die Extinktion der Probe im Mittel
um 0,2 % im Vergleich zur Idealprobe zu. Der Unterschied zur Idealprobe war am
groRten, wenn 50 % hinzugegeben wurden: Im Mittel nahmen die Werte um 26,0 %
ab. Der Einfluss zurtckbleibenden ThinPreps® auf die Lysereaktion war in einem

Scale-Down-Ansatz ahnlich den Werten, die im Originalansatz beobachtet wurden.
Veranderung der Extinktionen unter ThinPrep®-Zugabe
Idealprobe (0%)

10% +0,2%

20% -14,5%

30% -5,3%

Anteil der zusatzlichen ThinPrep®-Menge
am Endlysevolumen

50% -26,0%

0,076 0D
e 0,2 0,4 [OD450]

(=]

Abbildung 16: Darstellung der Veranderung der durchschnittlichen Extinktionen
bei Zugabe verschiedener Mengen an ThinPrep®, angegeben in Prozent im
Vergleich zur Idealprobe, gepunktete Linie: Cut-off fir Testpositivitat; Durchschnitt der
Extinktionen fur alle Zelllinien, bei jeweils Zugabe von 0 %, 10 %, 20 %, 30 %, 50 %

ThinPrep® des Endlysevolumens
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4.1.3 VALIDIERUNG DES WASHERGERATS

Um zu ermitteln, ob der Waschvorgang von einem ELISA-Washergerét tibernommen
werden kann, wurden die Extinktionen identischer Proben nach manueller und
maschineller Abarbeitung verglichen. Beim Vergleich von Zellen aus Zellkultur, zeigte
sich im Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, dass ihre Extinktionen bei maschineller
Abarbeitung (Mittelwert: 0,7579 ODaso) geringer waren als bei manueller Abarbeitung
(Mittelwert: 0,8805 ODuso; p = 0,001).

Die Extinktion von Patientinnenproben waren im Vergleich maschineller
(Mittelwert 0,8704 ODaso0) gegentiber manueller Abarbeitung (Mittelwert: 0,9185 ODaso)
im  Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test geringflgig niedriger, aber nicht relevant
unterschiedlich (p = 0,093).

Die Nullhypothese besagte, dass die Extinktionen der Proben, die manuell gewaschen
werden, gleich derer sind, die mit dem ELISA-Washer gewaschen werden. Sie konnte
daher nur fur die Messung von Patientinnenproben angenommen werden. Dass der
ELISA-Washer in nachfolgenden Experimenten fur die Waschung von
Patientinnenproben eingesetzt werden kann, gilt anhand der vorliegenden Ergebnisse

als bestatigt.

4.2 ERGEBNISSE DER MESSUNG VERSCHIEDENER
PATIENTINNENKOHORTEN

4.2.1 ERGEBNISSE AUS DER PILOT-KOHORTE

Die Charakteristika der Pilot-Kohorte sind untenstehend in der Tabelle 6

zusammengefasst.
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Studienpopulation der Pilotkohorte nach

Beschreibung der

Tabelle 6:
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4.2.1.1 BESCHREIBUNG DER STUDIENPOPULATION DER PILOTKOHORTE

Die eingeschlossenen Patientinnen waren im Durchschnitt 35 Jahre alt. Die jingste
Patientin war 20 Jahre, die alteste 76 Jahre alt. Der Zeitraum zwischen Abstrich und
Testung lag zwischen einem und neun Monaten. Im Mittel waren zwischen

Abstrichnahme und Austestung der Probe 3,6 Monate vergangen.

Bei 34 (87,2 %) der 39 eingeschlossenen Patientinnen lag ein Ergebnis aus der
zytologischen Untersuchung vor. Beim Vergleich der Ergebnisse aus Zytologie und
Histologie zeigte sich, dass sich zytologisch auffallige Befunde haufiger bei
Patientinnen fanden, bei denen auch histologisch Dysplasien nachgewiesen werden
konnten. Von diesem Trend gab es allerdings Abweichungen. So wurden auf der einen
Seite 26,7 % der dysplasiefreien Patientinnen in der Zytologie als hohergradig auffallig
(Pap IlI-1V) eingestuft. Auf der anderen Seite wiesen 15,8 % der Patientinnen mit einer
Dysplasie vom Grad CIN2 und hoher ein zytologisch unauffalliges Ergebnis (Pap I-11)

auf.

Die HPV-Testung der eingeschlossenen Patientinnen wurden mittels Multiplexed
Genotyping durchgefuhrt. Finf der 39 eingeschlossenen Patientinnen waren nicht mit
HPV infiziert. Die verbleibenden Patientinnen waren positiv fur HPV 16 bzw. 18. Wie
in Tabelle 6 ersichtlich, wurde dabei der HPV-Typ 16 wesentlich haufiger
nachgewiesen als der HPV-Typ 18. Vier Patientinnen waren sowohl fir HPV 16 als
auch HPV 18 positiv.

4.2.1.2 TESTUNG DES RECOMWELL HPV 16/18/45 AN DER
PILOTKOHORTE

Qualitatskontrolle des recomWell HPV 16/18/45

Die in 3.4.1 und 3.4.2 beschriebenen Validitatskriterien wurden fir jede der
Messungen erflllt. Bei Experimenten mit dem recomWell HPV 16/18/45 betrug die
Extinktion des Blanks im Mittel 0,1180 ODaso (0,1140 — 0,1220 ODaso; Testvaliditat bei
= 0,5500 ODuass0). Die Extinktion der Negativkontrolle nach Blank-Korrektur lag im
Mittel bei -0,0080 ODaso (-0,0150 - -0,0010 ODaso; Testvaliditat bei = 0,0760 ODaso)
und die der Positivkontrolle nach Blank-Korrektur bei 1,0485 ODaso (1,0140 — 1,0830

ODuso; Testvaliditat bei > 0,3000 ODaso).
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Sensitivitat und Spezifitat des recomWell HPV 16/18/45

Eine Ubersicht tber die Testergebnisse liefert Tabelle 7. In sie flieRt zudem die
Histologie der Patientinnen ein. Demnach wurden Patientinnen ohne Dysplasie bzw.
mit niedriggradiger Dysplasie (<CIN2) bis auf eine Ausnahme als negativ getestet. Die
Patientin, die diese Ausnahme darstellt, wurde im OncoE6™ Cervical Test als

dysplasiefrei eingestuft.

Tabelle 7: Sensitivitat und Spezifitat des recomWell HPV 16/18/45 in der Pilot-

Kohorte
Histologie n positiv  Sensitivitdit Spezifitat
Dysplasiefrei, HPV negativ 5 0 ") 100 %
Dysplasiefrei, HPV positiv 10 1 ") 90,0 %
CIN1 5 0 0,0 % 100 %
CIN2 5 2 40,0 % &
CIN3 9 3 33,3 % "2)
Karzinom 5 100 % E
Gesamt 39 11
CIN2+ 19 10 52,6 % 95,0 %
CIN3+ 14 8 57,1% 88,0 %

") Berechnung ungeeignet, da alle Patientinnen dieser Gruppe dysplasiefrei sind

"2) Berechnung ungeeignet, da alle Patientinnen dieser Gruppe eine Dysplasie
aufweisen

4.2.1.3 TESTUNG DES ONCOE6™ CERVICAL TESTS AN DER
PILOTKOHORTE

Qualitatskontrolle des OncoE6™ Cervical Tests

In jeder der Testungen mit dem OncoE6™ Cervical Test zeigte sich eine violette
Farbung der Kontroll-Linie, weshalb von einer erfolgreichen Testung ausgegangen

werden kann.
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Sensitivitat und Spezifitat des OncoE6 ™ Cervical Tests

Die Ergebnisse des OncoE6™ Cervical Tests sind im Hinblick auf die
zugrundeliegende Histologie in Tabelle 8 aufgestellt. Alle 15 Patientinnen ohne
Dysplasie wurden mit einer Ausnahme als negativ getestet. Die Patientin, die diese
Ausnahme darstellt, wurde im recomWell HPV 16/18/45 als dysplasiefrei eingestuft.
Es lag fur diese Patientin ein HPV-16-positives Ergebnis vor, sowie ein auffalliges
Kolposkopie-Ergebnis. In der nachfolgenden Biopsie zeigte sich allerdings kein Anhalt
fur Malignitat. Bei der klinischen Nachverfolgung dieser Patientin fiel ein Uber vier
Jahre persistenter HPV-Nachweis auf. Eine wiederholte Biopsie ergab jedoch erneut

keinen Hinweis auf eine Dysplasie.

War der OncoE6™ Test positiv, so zeigte der Test auch den HPV-Typ an, dessen
Onkoprotein nachgewiesen wurde. In jedem dieser Falle war dieser angezeigte HPV-

Typ der Typ mit der starksten Intensitat in der HPV-Genotypisierung.

Tabelle 8: Sensitivitat und Spezifitat des OncoE6™ Cervical Tests in der Pilot-

Kohorte
Histologie n positiv  Sensitivitdit Spezifitat
Dysplasiefrei, HPV negativ 5 0 ") 100 %
Dysplasiefrei, HPV positiv 10 1 ") 90,0 %
CIN1 5 2 40,0 % 60,0 %
CIN2 5 1 20,0 % &
CIN3 9 3 33,3% 2
Karzinom 5 5 100 % "2)
Gesamt 39 12
CIN2+ 19 9 47,4 % 85,0 %
CIN3+ 14 8 57,1% 84,0 %

") Berechnung ungeeignet, da alle Patientinnen dieser Gruppe dysplasiefrei sind

"2) Berechnung ungeeignet, da alle Patientinnen dieser Gruppe eine Dysplasie
aufweisen
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Kombination der Ergebnisse von OncoE6™ Cervical Test und recomWell
HPV 16/18/45 aus der Pilotkohorte

Die Aussagen aus den beiden Onkoproteintests wurden so zusammengenommen,
dass das Gesamtergebnis fur eine Probe ,positiv lautete, wenn die Probe in einem
der Tests ein positives Ergebnis zeigte. Waren beide Tests positiv, so war das
Gesamtergebnis ebenfalls positiv, war keiner positiv, so lautete das Gesamtergebnis
,negativ’. Dieser Auswertung zufolge ergeben sich Sensitivitaten und Spezifitaten, die
in der nachfolgenden Tabelle 9 beschrieben sind. Durch Kombination der beiden Tests
zeigt sich demnach eine erhdhte Sensitivitdt gegentiber den einzelnen Tests. Die

Spezifitat ist zugleich bei Kombination niedriger.

Tabelle 9: Sensitivitat und Spezifitat in der Pilot-Kohorte nach Kombination der
Ergebnisse von OncoE6™ Cervical Test und recomWell HPV 16/18/45

Histologie n positiv  Sensitivitdt Spezifitat
Dysplasiefrei, HPV negativ 5 0 ") 100 %
Dysplasiefrei, HPV positiv 10 2 ") 80,0 %
CIN1 5 2 40,0 % 60,0 %
CIN2 5 2 40,0 % K
CIN3 9 4 44,4 % "2
Karzinom 5 5 100 % *2)
Gesamt 39 15

CIN2+ 19 11 57,9 % 80,0 %
CIN3+ 14 9 64,3 % 76,0 %

1) Berechnung ungeeignet, da alle Patientinnen dieser Gruppe dysplasiefrei sind

"2) Berechnung ungeeignet, da alle Patientinnen dieser Gruppe eine Dysplasie
aufweisen
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Aussagekraft konkordanter Ergebnisse von OncoE6™ Cervical Test und
recomWell HPV 16/18/45 in der Pilotkohorte

Die beiden Onkoproteintests stimmten in 32 von 39 Fallen (82,1 %) in ihrer Aussage
Uberein. Fur acht Patientinnen gaben beide Tests ein Ubereinstimmend positives, fur

24 ein Ubereinstimmend negatives Ergebnis.

Diese Ergebnisse wurden im Hinblick auf die zugrundeliegenden Dysplasiegrade
beurteilt. Dabei zeigte sich, dass in allen Fallen (n = 8), in denen ein konkordant
positives Ergebnis vorlag, ein Dysplasiegrad CIN2+ nachgewiesen worden war. In
87,5 % dieser Falle (n = 7) lag ein Dysplasiegrad CIN3+ vor. Wurden die Falle
analysiert, in denen beide Onkoproteintests negativ waren, so zeigte sich, dass
66,7 % der Patientinnen (n = 16) keine Dysplasie oder eine Dysplasie <CIN2+
aufwiesen. Bei 79,2 % der Patientinnen (n = 19) mit konkordant negativem Ergebnis
lag keine oder eine Dysplasie <CIN3+ vor. Ein konkordant positives Testergebnis kann
demnach mit einer hoheren Sicherheit auf h6hergradige Dysplasien hinweisen als ein
positives Testergebnis in nur einem Onkoproteintest. Dabei ist die Detektionsrate fur

Dysplasien vom Grad CIN2+ hoher als fiur solche vom Grad CIN3+.

4.2.2 ERGEBNISSE AUS DER SCREENINGKOHORTE

Das Studienprotokoll der Screeningkohorte sah vor, dass eine Biopsie nur bei
Patientinnen entnommen wird, die ein auffalliges Ergebnis in der kolposkopischen
Untersuchung aufwiesen. Wirden in die Berechnung von Sensitivitat und Spezifitat
lediglich Patientinnen eingeschlossen werden, bei denen eine Biopsie vorlag, so
wirde durch diese Spezialisierung der Charakter einer Screeningkohorte verloren
gehen. Um diesen Charakter beizubehalten, wurden daher zunéchst Patientinnen, bei
denen die Kolposkopie unauffallig war, in die Analyse eingeschlossen und als
2<dysplasiefrei“ eingeordnet. Die zweite Berechnung konzentrierte sich lediglich auf
Patientinnen, bei denen ein Ergebnis aus der Biopsie vorlag. Als ,dysplasiefrei“ galten
dann nur diejenigen Patientinnen, bei denen in der histologischen Untersuchung der
Biopsie keine Dysplasie nachweisbar war. Die Eigenschaften der Studienpopulation

der Screeningkohorte sind in Tabelle 10 zusammengefasst.
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Tabelle 10: Beschreibung der Studienpopulation der Screeningkohorte nach

histologischen Gruppen und gesamt
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4.2.2.1 BESCHREIBUNG DER STUDIENPOPULATION DER
SCREENINGKOHORTE

Die eingeschlossenen Patientinnen waren im Durchschnitt 38 Jahre alt. Die jingste
Patientin war 22, die alteste 64 Jahre. Der Zeitpunkt der Abstrichnahme konnte nicht
exakt ermittelt werden, da diese Daten nicht fir alle Proben vorlagen. Dem
Studienprotokoll ist aber zu entnehmen, dass der langste Zeitraum zwischen

Abstrichnahme und Austestung 20 Monate, der kiirzeste sieben Monate betrug.

Ein Zytologie-Ergebnis lag bei 56 der eingeschlossenen 64 Patientinnen (87,5 %) vor.
Ein zytologisch auffalliger Befund ergab sich haufiger bei Patientinnen, die histologisch
eine Dysplasie aufwiesen. Bei Patientinnen ohne Dysplasie sowie bei solchen mit einer
niedriggradigen Lasion (LSIL) zeigte sich zumeist ein Zellbild, das nicht
dysplasieverdachtig war (Pap I-1I). Hingegen wiesen elf der 24 Patientinnen (17,2 %)

mit histologisch bestatigter Dysplasie falschlich eine unaufféallige Zytologie auf.

4.2.2.2 TESTUNG DES RECOMWELL HPV 16/18/45 AN DER
SCREENINGKOHORTE

Qualitatskontrolle des recomWell HPV 16/18/45

Die in 3.4.2 beschriebenen Validitatskriterien wurden fur jede der Messungen erfillt.
Die Extinktion des Blanks betrug 0,1090 ODaso (Testvaliditéat bei = 0,5500 ODaso).
Nach Blank-Korrektur lag die Extinktion der Negativkontrolle bei 0 ODa4so (Testvaliditat
bei = 0,0760 ODu4s0) und die der Positivkontrolle bei 0,9670 ODaso (Testvaliditat
bei > 0,3000 ODas0).

Sensitivitat und Spezifitat des recomWell HPV 16/18/45 bei Beurteilung

von Patientinnen mit und ohne Biopsie

Wurden Patientinnen in die Analyse eingeschlossen, die keine Auffalligkeiten in der
kolposkopischen Untersuchung aufwiesen, so zeigten sich Sensitivitats- und

Spezifitatswerte wie in Tabelle 11 angegeben.
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Tabelle 11: Sensitivitat und Spezifitat des recomWell HPV 16/18/45 in der

Screeningkohorte bei Einschluss von Patientinnen mit unauffalliger

Kolposkopie
Histologie n positiv  Sensitivitdit Spezifitat
Dysplasiefrei 38 8 *1) 78,9 %
LSIL 2 1 50,0 % 50,0 %
CIN1 8 2 25,0% 75,0 %
CIN2 oder CIN2-3 8 5 62,5 % *2)
CIN3 oder Carcinoma in situ 7 2 28,6 % *2)
Karzinom 1 1 100 % 2
Gesamt 64 19
CIN2+ 16 8 50,0 % 77,1 %
CIN3+ 8 3 37,5% 71,4 %

") Berechnung ungeeignet, da alle Patientinnen dieser Gruppe dysplasiefrei sind

*2) Berechnung ungeeignet, da alle Patientinnen dieser Gruppe eine Dysplasie
aufweisen

Sensitivitat und Spezifitat des recomWell HPV 16/18/45 bei Konzentration

ausschlie3lich auf Patientinnen mit Biopsie

Eine Ubersicht Uber die Sensitivitat und Spezifitat des Tests in dieser Subkohorte
liefert Tabelle 12. Es zeigt sich im Vergleich zur vorherigen Auswertung eine geringere

Spezifitat fur Dysplasien bei gleicher Sensitivitat.
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Tabelle 12: Sensitivitat und Spezifitat des recomWell HPV 16/18/45 in der
Screeningkohorte bei Einschluss lediglich Patientinnen mit gesicherter

Histologie
Histologie n positiv  Sensitivitdit Spezifitat
Dysplasiefrei 7 1 *1) 85,7 %
LSIL 2 1 50,0 % 50,0 %
CIN1 8 2 25,0 % 75,0 %
CIN2 oder CIN2-3 8 5 62,5 % 2
CIN3 oder Carcinoma in situ 7 2 28,6 % *2)
Karzinom 1 1 100 % 2
Gesamt 33 12
CIN2+ 16 8 50,0 % 76,5 %
CIN3+ 8 3 37,5% 64,0 %

") Berechnung ungeeignet, da alle Patientinnen dieser Gruppe dysplasiefrei sind

"2) Berechnung ungeeignet, da alle Patientinnen dieser Gruppe eine Dysplasie
aufweisen

4.2.3 ERGEBNISSE AUS DER REFERRAL-KOHORTE

Aus den gesammelten Proben des kooperierenden Studienzentrums MVZ im
Furstenberg-Karree, 123 Hohenzollerndamm, 14199 Berlin wurden 330
Zervixabstriche von Patientinnen ausgewabhlt, bei denen mittels BD Onclarity™ HPV-
Test einer der HPV-Typen 16, 18 oder 45 nachgewiesen wurde. Die Charakteristika
dieser Population sind in Tabelle 13 dargestellt.
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Tabelle 13: Beschreibung der Studienpopulation der Referral-Kohorte nach

histologischen Gruppen und gesamt

() ot 0 () e ) e 0 () ot oV/IN
(91 s ()¢ (8'1) ¢ 0 0 0 1yoepianwouizrey
(2'€9) 002 0 (¢'22) 88 (') 16 (ov) 2t #'12) 6 sabueyo Jofew
(¥'22) 98 0 ('81) 12 (T2) 9¢ (05) 5T (T'29) ve safueyd Jouiw
(e'2) €z (CraRs (92 € (9'9) £ (o1) € ¥'12) 6 [ewiou
oldoxsod|oy
() st 0 (e ()2 0 (s 3160|01AZ auIa)
(€0t 0 0 (8'0) T 0 0 8-l
(6'Lv) 1GT (s e (r'19) 0L (g'z9) €9 (02) 9 (T'61T) 6 Al ‘eail
(e'v1) v 0 w'v) s (8's1) 6T (z'9g) 11 (e'12) o1 Tal
(z'91) 1§ (Crals (8'z2) 92 (g'zT) 61 (om ¢ (8'21) 9 X-111 6111 “d-111
(8'v) ST 0 (CrAR (£'9) 8 (€e)t (¥'9) € B-11 *d-11
(g'91) 25 0 (8'8) 0T vt (0g) 6 (v'ov) 6T e[l
,9100]014Z
(5'8) 82 0 (8'9) 8 (T'De (€'eT) v (g'e1) 2 +Gy
(9°21) 85 (09) ¢ (8'2t) GT (g'91) 12 (e'eg) OT (z'6T) OT +8T
(6'€L) vve (0%) 2 (e'08) ¥6 (r'9L) L6 (e'eg) 91 (e'29) s¢ +9T
¢ wA3IRIoUO ag
[ovioel ve  [pviovl v [oviTEl GE lec'ezl e [eelocl 1€ [9v'og] 9 Zusiyer ul 1oy
(0535 (et v  (g'se) LT (g'8e) L2T (T'6) 0E (8's1) 25 (%) u
lwesen  wouiziey ENID ZNID INIO 18J)81sR|dSAQ

! Angabe in n und prozentualem Anteil an der Kohorte

2 Angaben in Median mit [oberem und unteren Quartil]

3 Mehrfachinfektionen maoglich

4 nach Munchner Nomenklatur Il

5 nach Kolposkopischer Nomenklatur nach Rio 2011

6 nicht verfligbar
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4.2.3.1 BESCHREIBUNG DER STUDIENPOPULATION DER REFERRAL-
KOHORTE

Die eingeschlossenen Patientinnen waren im Durchschnitt 36,5 Jahre alt. Dabei war
die jungste Patientin 19 Jahre und die &lteste 86 Jahre alt. Mittels Kolmogorov-
Smirnov-Test mit Signifikanzkorrektur nach Lilliefors wurde die Altersverteilung der
Patientinnen auf das Vorliegen einer Normalverteilung Gberpruft. Die Nullhypothese,
die von einer Normalverteilung der Daten ausgeht, wurde anhand eines p-Werts von
< 0,001 abgelehnt. Der alteste Abstrich war 32 Monate, der jingste sieben Monate alt.

Im Durchschnitt lagen zwischen Abstrichnahme und Testung 15,9 Monate.

Bei 315 der eingeschlossenen 330 Patientinnen (95,5 %) lag ein Ergebnis aus der
zytologischen Untersuchung vor. Zytologisch aufféllige Befunde zeigten sich haufiger
bei Patientinnen, bei denen auch eine auffallige Histologie diagnostiziert wurde. Doch
auch unter Patientinnen, deren Histologie keinen Anhalt fiir eine Dysplasie gab,
erhielten 53,2 % einen hohergradig auffalligen Zytologiebefund (Pap IlI-IV). Die
Sensitivitat der Zytologie fur Dysplasien vom Grad CIN2+ (n = 248) betrug 85,9 % bei

einer Spezifitdt von 39,0 %.

4.2.3.2 TESTUNG DES RECOMWELL HPV 16/18/45 AN DER REFERRAL-
KOHORTE

Qualitatskontrolle des recomWell HPV 16/18/45

Die Proben der Referral-Kohorte wurden auf vier einzelne Messungen aufgeteilt,
welche nacheinander durchgefuihrt wurden. Die in 3.4.2 beschriebenen
Validitatskriterien wurden fur jede der Messungen erfullt. Die Extinktion des Blanks lag
im Mittel bei 0,1213 ODaso (0,1070 — 0,1390 ODaso; Testvaliditat bei = 0,5500 ODaso)

die der Negativkontrolle nach Blank-Korrektur bei 0,0023 ODasso (-0,0030 -
0,0080 ODaso; Testvaliditat bei = 0,0760 ODaso) und die der Positivkontrolle nach
Blank-Korrektur bei 1,0818 ODasso (1,0630 — 1,1220 ODasso; Testvaliditat bei
> 0,3000 ODas0).
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Unterschiede hinsichtlich Sensitivitdt und Spezifitat des recomWell HPV

16/18/45 bei Einschluss von weniger als 3 mL Probenmaterial

In 40 Fallen konnte aufgrund des Verbrauchs durch andere Tests weniger als 3 mL
Probenmaterial im Test eingesetzt werden. Die Extinktionen dieser Proben wurden

gemal Formel 2 mit dem Faktor multipliziert, um den weniger Material vorhanden war.

3 mL
Endextinktion = . x Extinktion in ODaso
Probenmenge in mL

Formel 2: Formel zur Berechnung der korrigierten Extinktion von Proben mit

< 3 mL Probenmaterial

Die Ergebnisse des Kollektivs, das diese Proben mit geringerem Volumen enthalt,
wurden mit dem Kollektiv verglichen, in dem ausschlie3lich Proben mit 3 mL
Probenmaterial eingesetzt wurden. Dabei zeigten sich Unterschiede von maximal 1,4
Prozentpunkten in Sensitivitat und Spezifitat (Tabelle 14). In den nachfolgenden
Berechnungen gingen daher sowohl Proben mit 3 mL als auch solche mit weniger als

3 mL ein.

Tabelle 14: Gegenuberstellung von Sensitivitat und Spezifitat des recomWell

HPV 16/18/45 fur Proben mit < 3 mL Probenmaterial und fur solche mit = 3 mL;

CIN2+ (n) Sensitivitat CIN2+ Spezifitat CIN2+

inkl. Proben < 3 mL! 248 31,0% 79,3 %
nur Proben = 3 mL 213 31,9 % 77,9 %

CIN3+ (n) Sensitivitat CIN3+ Spezifitat CIN3+

inkl. Proben < 3 mL! 121 32,2 % 73,7 %
nur Proben = 3 mL 111 33,3% 73,2 %

1 OD-4s0-Extinktionswerte entsprechend Formel 2 korrigiert
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Sensitivitat und Spezifitat des recomWell HPV 16/18/45

Wurden die Testergebnisse auf die zugrundeliegenden Dysplasien bezogen, so
ergaben sich Sensitivitat und Spezifitdt wie in Tabelle 15 dargestellt. Es zeigte sich
dabei, dass die Sensitivitat mit dem Grad der Dysplasie anstieg. Die Spezifitdt sank
mit zunehmendem Dysplasiegrad. Diese Beobachtung scheint plausibel, wenn das
zugrundeliegende Testprinzip bertcksichtigt wird. Da anzunehmen ist, dass mit
zunehmendem Dysplasiegrad die Menge an Onkoproteinexpression steigt, kann der

Test hohergradige Dysplasien leichter detektieren.

Tabelle 15: Sensitivitat und Spezifitat des recomWell HPV 16/18/45 in der

Referral-Kohorte

Histologie n positiv Sensitivitdit  Spezifitat
Dysplasiefrei 52 10 *1) 80,8 %
CIN1 30 7 23,3 % 76,7 %
CIN2 127 38 29,9 % "2
CIN3 oder Carcinoma in situ 117 37 31,6 % *2)
Karzinom 4 2 50,0 % *2)
Gesamt 330 94

CIN2+ 248 77 31,0% 79,3 %
CIN3+ 121 39 32,1% 73,7 %

1) Berechnung ungeeignet, da alle Patientinnen dieser Gruppe dysplasiefrei sind

*2) Berechnung ungeeignet, da alle Patientinnen dieser Gruppe eine Dysplasie
aufweisen
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Sensitivitdt und Spezifitdt des recomWell HPV 16/18/45 stratifiziert nach
zugrundeliegendem HPV-Typ

In einer gesonderten Analyse wurde untersucht, ob der recomWell HPV 16/18/45
Dysplasien haufiger erkennen kann, die durch bestimmte HPV-Typen verursacht
werden. Dazu wurden die Patientinnen in Abhangigkeit von dem vorliegendem HPV-
Typ in Untergruppen aufgeteilt. Bei dieser Analyse zeigten sich grof3e Unterschiede in

Sensitivitat und Spezifitdt des Tests abhéngig vom vorhandenen HPV-Typ.

Sowohl bei den mit HPV 16 als auch bei den mit HPV 45 infizierten Patientinnen lag
die Sensitivitat fur Dysplasien vom Grad CIN2+ deutlich unter der von HPV-18-
positiven Patientinnen. Die Spezifitat hingegen war fur HPV-16- und HPV-45-positive

Patientinnen wesentlich héher als fir HPV-18-positive Patientinnen (Tabelle 16).

Tabelle 16: Sensitivitat und Spezifitdt des recomWell HPV 16/18/45 in der

Referral-Kohorte stratifiziert nach vorliegendem HPV-Typ

CIN2+ (n = 248) Sensitivitat CIN2+ Spezifitat CIN2+

HPV 16 193 18,7 % 90,2 %
HPV 18 38 94,7 % 45,0 %
HPV 45 17 29,4 % 90,9 %

CIN3+ (n =121) Sensitivitat CIN3+ Spezifitat CIN3+

HPV 16 96 20,8 % 85,8 %
HPV 18 17 94,1 % 24,4 %
HPV 45 8 37,5% 85,0 %
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Sensitivitdt und Spezifitdt des recomWell HPV 16/18/45 stratifiziert nach

Probenalter

Als maoglicher Einflussfaktor auf die Testergebnisse wurde ein langer
Lagerungszeitraum der Zervixabstriche erwogen. Um zu testen, ob Dysplasien aus
alteren Abstrichen vom Test weniger haufig erkannt werden, wurden die Proben in
Abhéangigkeit von ihrem Alter aufgeteilt und getrennt analysiert. Dabei zeigte sich eine
hohere Sensitivitat fir Proben, die alter als zwei Jahre waren. Die Spezifitdt war dabei
durchweg geringer. Eine Ubersicht der Ergebnisse gibt Tabelle 17. Eine verminderte
Testleistung scheint somit bei alteren Proben unwahrscheinlich. Daher wurden auch
solche Zervixabstriche in die Analyse einbezogen, deren Abnahmezeitpunkt Gber 24

Monate zurtckliegt.

Tabelle 17: Sensitivitat und Spezifitdt des recomWell HPV 16/18/45 in der

Referral-Kohorte stratifiziert nach Probenalter

CIN2+ (n) Sensitivitdt CIN2+  Spezifitdt CIN2+

Probenalter 0-12 Monate 98 29,6 % 85,7 %
Probenalter 13-24 Monate 126 27,8 % 76,9 %
Probenalter liber 24 Monate 24 54,2 % 81,3 %

CIN3+ (n) Sensitivitdt CIN3+  Spezifitdt CIN3+

Probenalter 0-12 Monate 70 31,4% 78,6 %
Probenalter 13-24 Monate 43 25,6 % 73,3 %
Probenalter iiber 24 Monate 8 75,0 % 68,8 %
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Korrelation der Extinktion des recomWell HPV 16/18/45 mit dem

zugrundeliegenden Dysplasiegrad

Die Frage, ob mit zunehmendem Dysplasiegrad die Extinktion der Proben steigt,
wurde anhand des Spearman Rangkorrelationskoeffizienten rs untersucht. Dabei
wurde die Korrelation zunachst fur alle Proben berechnet, ohne den
zugrundeliegenden HPV-Typ zu bertcksichtigen. Es zeigte sich, dass die Extinktion
der Proben mit zunehmendem Dysplasiegrad gering steigt (rs = 0,151; p = 0,05). In
einem zweiten Schritt wurde untersucht, ob die Korrelation fur Dysplasien, die durch
bestimmte HPV-Typen verursacht werden, starker ist. Dazu wurden die Patientinnen
abhangig von ihrem zugrundeliegenden HPV-Typ in Untergruppen geteilt. Der
Rangkorrelationskoeffizient rs wurde dann fir jede der Gruppen getrennt untersucht.
Es ergab sich dabei eine starke Korrelation fur Dysplasien, denen ein HPV-Typ 18
zugrunde lag (rs=0,623; p = 0,01). Die Beziehung war gering fir Dysplasien, die HPV-
16-positiv (rs=0,152; p = 0,05) waren. Fur Proben, die HPV-45-positiv waren, war der
Rangkorrelationskoeffizient aufgrund der geringen Probenanzahl nicht aussagekratftig
(rs=0,247; p >0,05).

4.2.3.3 TESTUNG DES ONCOE6™ CERVICAL TESTS AN DER REFERRAL-
KOHORTE

Fur die Testung mit dem OncoE6™ Cervical Test wurden die Zervixabstriche von
solchen Patientinnen ausgewahlt, die laut BD Onclarity™ HPV-Test eine Infektion mit
dem HPV-Typ 16 oder 18 aufwiesen. Dieses Auswahlkriterium traf auf 302 der 330
Patientinnen der Referral-Kohorte zu. Patientinnen, die mit HPV 45 infiziert waren

(n = 28), wurden ausgeschlossen.
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Qualitatskontrolle des OncoE6™ Cervical Tests

In sieben Fallen war nach Testung die Kontroll-Linie auf dem Teststreifen nicht
vollstandig sichtbar. Ein Teststreifen mit unvollstandiger Kontroll-Linie spricht fiir einen
Fehler in der Abarbeitung oder im Testlauf und kann kein sicheres Ergebnis liefern.
Diese sieben Proben wurden ausgeschlossen und nicht weiter in die Untersuchung

einbezogen.

Beschreibung der Studienpopulation der Referral-Kohorte fir die Testung

mit dem OncoE6™ Cervical Test

Von den verbleibenden 295 Patientinnen waren gemaf BD Onclarity™ HPV-Test 237
Patientinnen (80,3 %) mit HPV 16 und 58 Patientinnen (19,7 %) mit HPV 18 infiziert.
Die jungste Patientin war 19 Jahre, die alteste 86 Jahre alt. Im Durchschnitt waren
Patientinnen bei Abstrichnahme 36,2 Jahre alt. Der jungste Abstrich war sieben
Monate, der alteste 32 Monate alt. Zwischen Abstrichnahme und Testung lagen im
Durchschnitt 15,5 Monate.

Die getesteten Patientinnen wiesen Dysplasiegrade mit folgender Haufigkeit auf:
Keine dysplastischen Veranderungen waren bei 45 Patientinnen (15,3 %)
nachweisbar. Der Dysplasiegrad CIN1 wurde bei 25 Patientinnen (8,5 %)
nachgewiesen, CIN2 bei 114 Patientinnen (38, 6 %) und CIN3 bzw. Carcinoma in situ
bei 107 Patientinnen (36,3 %). Vier Patientinnen wiesen ein invasives

Plattenepithelkarzinom auf, was 1,4 % der getesteten Patientinnen entspricht.

In 182 Fallen lag im OncoE6™ Cervical Test ein positiver Nachweis fur das E6
Onkoprotein des HPV-Typs 16 oder 18 vor. Der HPV-Typ, der im OncoE6™ Cervical
Test angegeben wurde, stimmte in allen Fallen mit dem HPV-Typ Uberein, der durch

den BD Onclarity™ HPV-Test nhachgewiesen wurde.
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Sensitivitat und Spezifitat des OncoE6™ Cervical Tests

Die Wahrscheinlichkeit, dass eine Patientin mit Dysplasie vom Test als positiv erkannt
wurde, stieg mit zunehmendem Dysplasiegrad. Gleichzeitig sank die Spezifitdt mit
zunehmendem Dysplasiegrad. Im Detail sind die Sensitivitat und Spezifitdt in
Tabelle 18 dargestellt. Es zeigt sich eine gegenuber dem recomWell HPV 16/18/45
deutlich erhdhte Sensitivitat fir héhergradige Dysplasien. Die Spezifitat ist zugleich

niedriger.

Tabelle 18: Sensitivitat und Spezifitat des OncoE6™ Cervical Tests in der

Referral-Kohorte

Histologie n positiv  Sensitivitdt Spezifitat
normal 45 15 1) 66,7 %
CIN1 25 8 32,0% 68,0 %
CIN2 114 71 62,3 % *2)
CIN3 oder Carcinoma in situ 107 84 78,5 % *2)
Karzinom 4 4 100 % *2)
Gesamt 295 182

CIN2+ 225 159 70,7 % 67,1 %
CIN3+ 111 88 79,3 % 48,9 %

") Berechnung ungeeignet, da alle Patientinnen dieser Gruppe dysplasiefrei sind

*2) Berechnung ungeeignet, da alle Patientinnen dieser Gruppe eine Dysplasie
aufweisen
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Sensitivitat und Spezifitdt des OncoE6™ Cervical Tests stratifiziert nach

zugrundeliegendem HPV-Typ

Wurden die Ergebnisse nach vorliegendem HPV-Typ getrennt ausgewertet, so zeigte
sich, dass Dysplasien, die durch HPV 18 induziert werden, besser erkannt werden.
Sowohl fur Dysplasiegrade CIN2+ als auch fur CIN3+ war die Sensitivitat fur HPV-18-
positive Dysplasien wesentlich héher als bei HPV-16-positiven. Die Spezifitat fur
CIN2+ war ebenfalls hoher fur HPV-18-positive Patientinnen, wahrend sie fir CIN3+

geringfugig niedriger war (Tabelle 19).

Tabelle 19: Sensitivitat und Spezifitat des OncoE6™ Cervical Tests in der

Referral-Kohorte stratifiziert nach vorliegendem HPV-Typ

CIN2+ (n = 225) Sensitivitat CIN2+ Spezifitat CIN2+

HPV 16 187 67,9 % 64,0 %
HPV 18 38 84,2 % 75,0 %

CIN3+ (n=111) Sensitivitat CIN3+ Spezifitat CIN3+

HPV 16 94 76,6 % 49,0 %
HPV 18 17 94,1 % 48,8 %

Sensitivitat und Spezifitdt des OncoE6™ Cervical Tests stratifiziert nach

Probenalter

Um zu untersuchen, ob Dysplasien in alteren Proben schlechter erkannt werden,
wurden die Abstriche abhangig vom Alter der Proben getrennt analysiert. Dabei zeigte
sich, dass die Sensitivitat fir Dysplasien in Proben, die innerhalb eines Jahres
analysiert wurden, im Vergleich zu langer gelagerten Proben geringer war. Die

Spezifitdt war dabei hoher, wie Tabelle 20 zeigt.
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Tabelle 20: Sensitivitat und Spezifitat fur den OncoE6™ Cervical Test in der

Referral-Kohorte stratifiziert nach Probenalter

CIN2+ (n) Sensitivitdt CIN2+  Spezifitdt CIN2+

Probenalter 0-12 Monate 92 96,6 % 71,4 %
Probenalter 13-24 Monate 115 67,8 % 65,1%
Probenalter iiber 24 Monate 18 94,4 % 69,2 %

CIN3+ (n) Sensitivitdt CIN3+  Spezifitat CIN3+

Probenalter 0-12 Monate 66 74,2 % 52,5%
Probenalter 13-24 Monate 39 84,6 % 49,6 %
Probenalter iiber 24 Monate 6 100 % 40,0 %

Korrelation der Intensitat der Ergebnislinie des OncoE6™ Cervical Tests

mit dem zugrundeliegenden Dysplasiegrad

Der Zusammenhang zwischen der Intensitdt der Ergebnislinie einer Probe im
OncoE6™ Cervical Test und dem zugrundeliegenden Dysplasiegrad wurde anhand
des Spearman Rangkorrelationskoeffizienten rs untersucht. Die Linienintensitat
korrelierte moderat mit dem Dysplasiegrad, wenn Proben unabhangig von dem
vorliegenden HPV-Typ beurteilt wurden (rs = 0,345; p = 0,01). Eine starke Korrelation
zeigte sich bei Proben, denen der HPV-Typ 18 zugrunde lag (rs= 0,670; p = 0,01). In
Proben, die mit HPV 16 infiziert waren, war der Zusammenhang moderat (rs = 0,268;
p = 0,01).
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4.2.3.4 KOMBINIERTE ANALYSE DES RECOMWELL HPV 16/18/45 UND
ONCOE6™ CERVICAL TESTS

ERGEBNISSE

Kombination der Ergebnisse von recomWell HPV 16/18/45 und OncoE6 ™

Cervical Test

In den Fallen, in denen sowohl der recomWell HPV 16/18/45 als auch der OncoE6™

Cervical Test durchgefuhrt wurde (n = 295), wurden die Resultate wie unter 4.2.1.3

beschrieben fur eine gemeinsame Analyse zusammengefihrt.

Sensitivitat und Spezifitdt bei Kombination der Ergebnisse des recomWell

HPV 16/18/45 und des OncoE6™ Cervical Tests

Durch die Kombination der Testergebnisse war die Sensitivitat fur Dysplasien hoher

als bei den einzelnen Tests. Die Spezifitat war hingegen geringer (Tabelle 21).

Tabelle 21: Sensitivitat und Spezifitat in der Referral-Kohorte nach Kombination

der Ergebnisse

mindestens

Histologie ein Test positiv Sensitivitat Spezifitat
normal 45 21 *1) 53,3%
CIN1 25 11 44,0 % 56,0 %
CIN2 114 81 71,1 % *2)
CIN3 oder Carcinoma in situ 107 86 80,4 % *2)
Karzinom 4 4 100 % *2)
Gesamt 295 203

CIN2+ 225 171 76,0 % 54,3 %
CIN3+ 111 90 81,1% 38,6 %

") Berechnung ungeeignet, da alle Patientinnen dieser Gruppe dysplasiefrei sind

*2) Berechnung ungeeignet, da alle Patientinnen dieser Gruppe eine Dysplasie

aufweisen
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Aussagekraft konkordanter Ergebnisse des recomWell HPV 16/18/45 und

des OncoE6™ Cervical Tests

In 158 von 295 Fallen (53,6 %) erbrachten beide Onkoproteintests das gleiche
Ergebnis. Davon waren 66 konkordant positiv und 92 konkordant negativ. In 137 Fallen
zeigten die Onkoproteintests ein divergentes Ergebnis. Bei der Untersuchung
konkordanter Ergebnisse im Hinblick auf die zugrundeliegenden Dysplasiegrade,
zeigte sich, dass in 89,4 % (n = 59) der konkordant positiven Ergebnisse ein
Dysplasiegrad CIN2+ und in 51,5 % (n = 34) ein Dysplasiegrad CIN3+ vorlagen. Unter
den Patientinnen mit konkordant negativem Ergebnis hatten 41,3 % (n = 38) einen
Dysplasiegrad kleiner als CIN2 und 77,2 % (n = 71) einen Dysplasiegrad kleiner als
CIN3.

Zusammenhang der Ergebnisse des recomWell HPV 16/18/45 und des

OncoE6™ Cervical Tests

Um zu untersuchen, wie die Ergebnisse aus den beiden Onkoproteintests
zusammenh&ngen, wurden zwei verschiedene statistische Tests verwendet. Zunachst
wurde mithilfe des Phi-Kontingenzkoeffizienten untersucht, wie die Aussage des
recomWell HPV 16/18/45 und des OncoE6™ Cervical Tests miteinander
Ubereinstimmen. Dabei ergab sich ein schwacher positiver Zusammenhang mit einem
Phi-Kontingenzkoeffizient von ¢ = 0,188 (p = 0,001). Anschlie3end wurde anhand des
Spearman Rangkorrelationskoeffizienten untersucht, wie stark die Extinktion der
Proben im recomWell HPV 16/18/45 und die Intensitat der Ergebnislinie im OncoE6™
Cervical Test miteinander korrelieren. Es zeigte sich dabei eine positive Korrelation
mit einem Korrelationskoeffizient rs von 0,389 (p < 0,001), was einem moderaten

Zusammenhang entspricht.
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5 DISKUSSION

Mit dem Jahr 2020 wurde in Deutschland ein neues Programm zur Friiherkennung von
Gebarmutterhalskrebs eingefiihrt. Neu ist dabei, dass der Screeningalgorithmus die
Infektion mit dem humanen Papillomvirus (HPV) bertcksichtigt, welche die notwendige
Voraussetzung fur die Entstehung eines Zervixkarzinoms ist (Walboomers et al.,
1999). Die Infektion mit HPV fihrt allerdings nicht zwangslaufig zu einer
Krebserkrankung. Etwa 90 % der Infektionen verlaufen transient und sind damit nicht
karzinogen (Ho et al., 1998). Da der HPV-Test allerdings auch transiente benigne
Infektionen erkennt, ist eine weitere Abgrenzung zu dysplastischen Veréanderungen
notwendig. Entsteht auf dem Boden einer HPV-Infektion eine Dysplasie, so steigt die
Expression der viralen Onkoproteine an (Isaacson Wechsler et al., 2012). Auf dieser
Besonderheit lassen sich Forschungsansatze aufbauen. So erlaubt dieses Merkmal
die Hypothese, dass eine erhthte Expression der Onkoproteine unter Umstanden eine
karzinogene Entwicklung anzeigt. Neue innovative Onkoproteintests konnten die
Maglichkeit bieten, eine gesteigerte Onkoproteinexpression zu messen. Mit ihnen
verbindet sich die Erwartung, anhand der Messung viraler Onkoproteine Ruckschlisse
auf eine transformierende Infektion ziehen zu kdnnen. So lasst sich auf Basis dieser
Methode annehmen, dass Onkoproteine eine hohergradige Dysplasie gegebenenfalls
praziser erkennen als der HPV-Test. Die vorliegende Dissertation formuliert dazu
folgende Arbeitshypothese: Onkoproteintests sind dem HPV-Test hinsichtlich
Sensitivitat und Spezifitat nicht unterlegen. Die Nebenhypothese, dass die
Onkoproteintests im Screening als Abklarungstests dienen kdnnen, wird gesondert

untersucht.

Um diese Hypothesen auf ihre Berechtigung hin zu Uberprufen, kombinierte die
vorliegende Studie zwei innovative Onkoproteintests miteinander. Zum einen wurde
der recomWell HPV 16/18/45 der Firma Mikrogen Diagnostik GmbH (Neuried,
Deutschland) angewendet, dessen Zielprotein das virale Onkoprotein E7 ist. Zum
anderen kam der OncoE6™ Cervical Test der Arbor Vita Corporation (Fremont, CA,
USA) zum Einsatz, der das virale Onkoprotein E6 nachweist. Erstmals wurden beide
Tests an der gleichen Kohorte eingesetzt. Die auf diese Weise gewonnenen
Ergebnisse erlauben Aussagen Uber den moglichen Stellenwert der Tests im

Gebarmutterhalskrebsscreening.
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Die Herstellerfirmen unterstitzten die vorliegende Studie, indem sie ihre Testkits
kostenlos zur Testung zur Verfigung stellten. Anschliel3ende Kontakte erfolgten, um
offene Fragen in der Testabarbeitung zu klaren. Die dabei erhaltenen Hinweise wurden
sorgfaltig auf ihre Berechtigung Uberprift. Die Entscheidung zur Umsetzung dieser
Ratschlage erfolgte in steter Abstimmung mit dem Promotionsbegleiter. Weder in
Hinblick auf die Fragestellung sowie die Methode noch die Interpretation der

Ergebnisse fanden Absprachen mit den Herstellerfirmen statt.

Nachfolgend werden in 5.1 die in Punkt 2 aufgestellten Hypothesen anhand der in der
vorliegenden Dissertation erzielten Ergebnisse diskutiert. Limitationen dieser
Ergebnisse zeigt 5.2 auf. Anschliel3end vergleicht Abschnitt 5.3 die gewonnenen
Erkenntnisse mit denen anderer Studien. AbschlieRend werden die Ergebnisse vor
den zuvor diskutierten Hintergrinden beurteilt und in Hinblick auf kinftige

Forschungsansétze eingeordnet.

5.1 HYPOTHESENBEZOGENE ERGEBNISDISKUSSION

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zu prifen, welchen Stellenwert innovative
Onkoproteintests im Zervixkarzinomscreening haben koénnen. Um diese Frage
beantworten zu kdnnen, schien es angebracht, vier wesentliche Aspekte zu beurteilen.
Erstens ist die Idee des Testsystems an sich zu begutachten. Zweitens ist die
diagnostische Wertigkeit der Onkoproteintests zu Uberprufen. Die Praktikabilitat der
Abarbeitung ist als dritter Aspekt zu bertcksichtigen. Als nicht zu vernachlassigender

vierter Aspekt sind die Kosten, die mit der Testung einhergehen, zu untersuchen.
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Auf der Basis vorbereitender Messungen und methodischer Anpassungen wurde das
Studiendesign entworfen. Um die Messungen an Patientinnenkohorten vergleichend
durchfiihren zu kdnnen, war es notwendig, die Arbeitsschritte des Standardprotokolls
zu modifizieren. Diese Modifikationen ermdglichten es, Messungen an grof3eren
Patientinnenkohorten und bei begrenztem Probenvolumen vergleichend
durchzufuhren. Nachdem die Tests an einer Pilotkohorte valide Ergebnisse lieferten,
war die Durchfuhrbarkeit der nachfolgenden Experimente gesichert. AnschlieRend
wurde der recomWell HPV 16/18/45 an Patientinnen einer Screeningkohorte
angewendet. Die reichhaltigste Datenbasis konnte aus der letzten der drei Kohorten,
der Referral-Kohorte, erzielt werden. Die nachfolgenden Schlussfolgerungen stiitzen

sich daher vor allem auf diese Ergebnisse.

5.1.1 DESIGN DER TESTSYSTEME

Eine groRRe Limitation des Screenings vor 2020 bestand darin, dass mit der
Zervixzytologie ein Verfahren im Fokus der Diagnostik stand, dessen Analyseergebnis
stark von Interpretationen abhangig ist. Studien stufen die Ubereinstimmung der
Beurteilung eines Abstriches durch unterschiedliche Zytopathologen lediglich als
moderat ein (k = 0,46-0,60; Sheffield et al., 2003; Stoler et al., 2001). Von diesem
Ausgangspunkt her ist die Einfihrung des Tests auf HPV-DNA ein grol3er Fortschritt.
Das HPV-Genmaterial wird anhand eines automatisierten Read-outs nachgewiesen,

was den Spielraum fUr eine interpretative Variabilitdt gering halt.
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Dem Funktionsprinzip eines ELISAs folgend, weist der recomWell HPV 16/18/45 das
Onkoprotein E7 der HPV-Typen 16, 18 und 45 nach. Der Nachweis erfolgt anhand
einer Farbreaktion, deren Intensitdt photometrisch gemessen wird. Liegt die
photometrische Extinktion Giber einem definierten Cut-off, so ist ein positiver Nachweis
fir das Onkoprotein E7 gegeben. Dadurch kann eine qualitative Aussage uber das
Vorliegen des Onkoproteins und das Bestehen einer HPV-Infektion getroffen werden.
Aufgrund der automatisierten Ergebnisausgabe durch das Photometer kann der
recomWell HPV 16/18/45 als objektives Verfahren angesehen werden. Der OncoE6™
Cervical Test nutzt das Prinzip der Chromatographie. Ahnlich einem
Schwangerschaftstest zeigt sich der positive Nachweis des Onkoproteins anhand
einer farbigen Linie auf dem Ablesestreifen. Die Intensitat der Linie gibt Hinweise auf
die Menge des gemessenen Onkoproteins und liefert damit ein semiquantitatives
Ergebnis. Linien mit geringer Farbintensitat, die laut Protokoll als positiver Nachweis
zu bewerten sind, kbnnen schwer erkennbar sein und damit der Detektion entgehen.
Eine Variabilitat in der Beurteilung des Ergebnisses ist daher nicht vollstéandig

auszuschlielRen.
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Wird das Testsystem der in der vorliegenden Arbeit evaluierten Onkoproteintests
untersucht, muss diskutiert werden, welche HPV-Typen von den Tests erkannt
werden. Fur HPV-Tests, die im Screening fur Gebarmutterhalskrebs zum Einsatz
kommen sollen, hat der Gemeinsame Bundesausschuss (GBA) in seinem Beschluss
zur Anderung der Krebsfriiherkennungs-Richtlinie von 2018 ein Typenspektrum
festgelegt. Erkannt werden missen mindestens die HPV-Typen 16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58, 59 und 68 (Gemeinsamer Bundesausschuss, 2018a) im
Primarscreening. Dem gegenuber steht das wesentlich eingeschréanktere Spektrum
der hier untersuchten Onkoproteintests. Wahrend der recomWell HPV 16/18/45 das
Onkoprotein E7 der HPV-Typen 16, 18 und 45 detektiert, weist der OncoE6 ™ Cervical
Test das Onkoprotein E6 der HPV-Typen 16 und 18 nach. Diese Beschrankung
scheint nicht unproblematisch, da etwa 30 % der invasiven Karzinome weder mit HPV
16 noch mit HPV 18 assoziiert sind (de Sanjose et al., 2010; Li et al., 2011). Zudem ist
erwartbar, dass es durch die Impfung zu einer allmahlichen Immunisierung gegen die
HPV-Typen 16 und 18 kommt. Infolgedessen ist es denkbar, dass sich dadurch ein
Feld eroffnet, auf dem fir die Ubrigen HPV-Typen ginstige Ausgangsbedingungen
entstehen. Karzinome, die mit den Typen 16 oder 18 assoziiert sind, kdnnten seltener
werden. An deren Stelle traten dann Krebsformen, die auf die Infektion mit anderen
,high-risk“-Typen zuriickgehen. Erste Studien, die sich dieser Problematik gezielt
zuwandten, zeigen bisher inkonsistente Ergebnisse. Wahrend manche Autoren keine
Anzeichen fir eine Veranderung des Typenspektrums ausmachen konnten (Kavanagh
et al., 2014; Saccucci et al., 2018), berichteten andere Uber eine signifikante Zunahme
der HPV-Typen 52 und 56 (Soderlund-Strand et al., 2014) in gegen HPV-geimpften
Kohorten. Die weitere Entwicklung sollte aufmerksam verfolgt werden, da in
Abhéangigkeit verlasslicher Ergebnisse auch der Nutzen der Onkoproteintests neu

bewertet werden muss.
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5.1.2 DIE DIAGNOSTISCHE WERTIGKEIT DER TESTS

In der Beurteilung der diagnostischen Wertigkeit eines Tests stehen die statistischen
MalRe von Sensitivitat und Spezifitatt im Vordergrund. Fur HPV-Tests, die im
Zervixkarzinomscreening zum Einsatz kommen, gibt der GBA in seinem Beschluss
uber eine Anderung der Krebsfriiherkennungs-Richtlinie von 2018 Regeln vor. Er
fordert, dass die Tests ,mindestens 90 % der Sensitivitat fur CIN2+ eines etablierten
und validierten HPV-Tests und mindestens 98 % der Spezifitdt fur CIN2+ eines
etablierten und validierten HPV-Tests bei Frauen ab einem Alter von 30 Jahren haben”
(Gemeinsamer Bundesausschuss, 2018a). Ein solcher etablierter und validierter HPV-
Test ist der BD Onclarity™ HPV-Test, der in der vorliegenden Dissertation eingesetzt
wurde. Fur Dysplasien vom Grad CIN2+ weist er eine Sensitivitat von 90,5 % bei einer
Spezifitdt von 84,2 % auf (Li et al., 2020).

Die Tabelle 22 stellt die Sensitivitat und Spezifitat fur Dysplasien vom Grad CIN2+ der
untersuchten Onkoproteintests den Werten der Tests gegeniber, die aktuell im
Zervixkarzinomscreening zum Einsatz kommen. Die Ubersicht zeigt eine klare
Uberlegenheit des BD Onclarity™ HPV-Tests. Der recomWell HPV 16/18/45 erweist
sich demnach als wesentlich weniger sensitiv als im GBA-Beschluss verlangt. Ebenso
ist er gegenuber der zytologischen Untersuchung eines Abstrichs unterlegen. Der
OncoE6™ Cervical Test weist zwar eine hohere Sensitivitat als der recomWell HPV
16/18/45 auf, liegt aber ebenfalls unter den vom GBA geforderten Werten, sowie unter
denen der Zytologie. Auch hinsichtlich der Spezifitat koénnen die beiden
Onkoproteintests die Voraussetzungen des GBA-Beschlusses nicht erreichen. Sie

zeigen aber eine hohere Spezifitat als der zytologische Abstrich.

Tabelle 22: Sensitivitat und Spezifitat der untersuchten Onkoproteintests im
Vergleich zum BD Onclarity™ HPV-Test (Li et al., 2020)

CIN2+ (n) Sensitivitat CIN2+ Spezifitat CIN2+

Zytologie (anhand der Referral-Kohorte) 248 85,9 % 39,0%
BD Onclarity™ HPV-Test nach Li et al., 2020 11.122 90,5 % 84,2 %
recomWell HPV 16/18/45 248 31,0% 79,3 %
OncoE6™ Cervical Test! 225 70,7 % 67,1%
Onkoproteintests Kombinationsanalyse! 225 76,0 % 54,3 %

1 HPV-16- und HPV-18-positive Dysplasien
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Beide Tests weisen klare Unterschiede in der Sensitivitat und Spezifitat auf, wenn
Patientinnen hinsichtlich der den Dysplasien zugrundeliegenden HPV-Typen
untersucht wurden. Dysplasien, denen der HPV-Typ 18 zugrunde lag, werden sowohl
im recomWell HPV 16/18/45 als auch im OncoE6™ Cervical Test mit der hochsten
Sensitivitat erkannt. Besonders grof3 sind die Unterschiede in den Ergebnissen der
Testreihe mit dem recomWell HPV 16/18/45 (Sensitivitdtsunterschied fur Dysplasien
CIN2+ HPV 16 zu HPV 18: -76 %; HPV 45 zu HPV 18: -65,3 %). Weniger deutliche
Unterschiede treten im OncoE6™ Cervical Test (Sensitivitatsunterschied fur
Dysplasien CIN2+ HPV 16 zu HPV 18: -16,3 %) zutage.

Hinsichtlich  Sensitivitat und Spezifitat erfillen die Onkoproteintests die
Voraussetzungen des GBAs fir das Primarscreening nicht. In einer zusatzlichen
Analyse wurde daher untersucht, ob eine Kombination der Ergebnisse beider Tests
einen diagnostischen Mehrwert bringen kann. Eine Patientin galt durch diese
Kombination als positiv, wenn mindestens einer der Tests sie als positiv klassifizierte.
War das Ergebnis in beiden Tests negativ, so wurde die Patientin als negativ gewertet.

Die Tabelle 22 zeigt die Sensitivitat und Spezifitat fir diese Kombinationsanalyse.
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Im Vergleich zu den Ergebnissen fir die Onkoproteintests alleine bedeutet die
Kombination der Ergebnisse beider Tests eine enorme Veranderung der Sensitivitat.
Im Vergleich zur alleinigen recomWell HPV 16/18/45-Testung ist die Sensitivitat durch
Kombination beider Tests um 45 Prozentpunkte hoher. Beim Vergleich zwischen
Kombinationstestung und OncoE6™ Cervical Test alleine betragt dieser Unterschied
5,3 Prozentpunkte. Ein derart grof3er Unterschied war zu erwarten, da die Sensitivitat
des recomWell HPV 16/18/45 deutlich geringer ist als die des OncoE6™ Cervical
Tests (Tabelle 22). Die Anzahl der richtig positiven Ergebnisse nahm durch
Kombination beider Tests zu, da beide Tests in den verschiedenen Dysplasiegruppen
unterschiedlich viele Befunde falsch negativ beurteilt haben. Dies erklart die héhere
Sensitivitat in der Kombinationstestung gegenuber den einzelnen Tests. Da die falsch
positiven Ergebnisse der jeweiligen Tests sich addieren, fuhrt die Kombination der
Tests aus sich heraus zu einer niedrigen Spezifitat. In der Gegenuberstellung der
Spezifitaten von Kombinationsanalyse und individueller Onkoproteintestung belauft
sich der Unterschied bei der recomWell HPV 16/18/45 Testung auf 25 Prozentpunkte.
Beim OncoE6™ Cervical Test macht die Differenz 12,8 Prozentpunkte aus. Wie
Tabelle 22 zum Ausdruck bringt, reicht die Sensitivitat fur Dysplasien auch durch
Kombination der Onkoproteintests nicht an die im GBA-Beschluss vorgeschriebenen
Werte heran. Es ist nicht zu Ubersehen, dass der Vorteil einer héheren Sensitivitat, die
eine Kombination der Tests mit sich bringt, mit dem nicht zu unterschatzenden Nachteil
einer niedrigen Spezifitdt einhergeht. Eine Kombination der Testergebnisse scheint
daher gegeniber dem alleinigen Einsatz eines Onkoproteintests keinen

ausreichenden Vorteil zu bringen.
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Aufgrund der groRRen Differenzen der Sensitivitat und Spezifitdt der beiden Tests kann
angenommen werden, dass ihre Aussagen fur die einzelne Patientin héaufig
unterschiedlich sind. Auf die geringe Ubereinstimmung lassen auch die niedrigen
Werte der Korrelation der Ergebnisse schlie3en (Phi-Kontingenzkoeffizient ¢ = 0,188
bei p = 0,001 und Spearman Rangkorrelationskoeffizient rs = 0,389 bei p < 0,001).
Tatsachlich klassifizieren die beiden Tests in nur 53,6 % der Félle eine Patientin
Ubereinstimmend als positiv bzw. als negativ. Liefern beide Tests ein positives
Ergebnis, so liegt in 89,4 % dieser Falle eine Dysplasie vom Grad CIN2+ vor. Sind
beide Tests negativ, so liegtin 41,3 % der Falle keine oder eine lediglich geringgradige
Dysplasie vom Grad CIN1 zugrunde. Ein ubereinstimmend positives Ergebnis kann
damit relativ verlasslich eine Dysplasie anzeigen. Ist allerdings nur einer der beiden
Tests positiv oder zeigen beide ein negatives Ergebnis, so ist keine sichere

diagnostische Aussage zu treffen.

Der klinische Hintergrund dieser nur teilweise befriedigenden Ausgangslage bleibt zu
diskutieren. Eine naheliegende Erklarung fir die geringe Ubereinstimmung der
Ergebnisse ist der in Tabelle 22 gezeigte Sensitivitdtsunterschied der beiden Tests.
Der OncoE6™ Cervical Test erkennt demnach Dysplasien mit einer um 39,7
Prozentpunkte hoheren Sensitivitdt als der recomWell HPV 16/18/45. Bevor man
diesen Schluss zieht, ist zu erwégen, ob eine mdgliche Erklarung in einer
diagnostischen Spezifizierung bestehen kdnnte. Die hohen Raten von regredienten
Dysplasien lassen vermuten, dass innerhalb eines Dysplasiegrades verschiedene
Unterarten von Dysplasien existieren. Diese Unterarten entwickelten sich mit
unterschiedlicher Dynamik zum Karzinom. Wirde einer der Tests vermehrt Dysplasien
mit hoherer Progredienzneigung entdecken als der andere Test, ware das eine
wichtige diagnostische Zusatzinformation und kénnte die geringe Ubereinstimmung
der beiden Tests erklaren. In dieser Frage konnte die Nachverfolgung des

Patientinnenkollektivs im Rahmen einer Follow-up-Studie wertvolle Ergebnisse liefern.
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Von grolBer Bedeutung zur Beurteilung der medizinischen Wertigkeit einer
diagnostischen MafRRnahme sind der negativ und positiv pradiktive Wert. Bei der
Referral-Kohorte handelt es sich allerdings nicht um eine reprasentative Kohorte,
sodass die Haufigkeiten der Dysplasien nicht mit denen der Allgemeinbevélkerung
Ubereinstimmen. Eine Berechnung der Vorhersagewerte auf Grundlage dieser
Kohorte war daher nicht moglich. Es wurde daher auf die Berechnung der
Vorhersagewerte verzichtet, weshalb diese nicht als Kriterium zur Beurteilung der

Tests herangezogen werden kdnnen.

5.1.3 DER ZEIT- UND ARBEITSAUFWAND

Beide Tests erfordern einen Abstrich der Zervixoberflache, um das Probenmaterial zu
gewinnen. Dieser Abstrich wird routinemalfig fur die zytologische Untersuchung und
den HPV-Test abgenommen, der gleiche Abstrich und das Fixiermedium kdénnen in
die Onkoproteintests eingehen. Daher verursacht dieser erste Schritt bei der
Anwendung der Onkoproteintests keinen zusatzlichen Arbeitsschritt. Die Abarbeitung
beider Tests kann in eine Vorbereitungszeit und eine Testzeit aufgeteilt werden. In der
Vorbereitung erfordern beide Tests zunachst die Trennung der eingesetzten Zellen
von ihrem Lagerungsmedium und anschlieBend die Zelllyse. Die Vorbereitungszeit
betragt bei beiden Tests etwa 40 Minuten pro Probe. Bei der Durchfihrung des
recomWell HPV 16/18/45 sind 30 Minuten davon reine Inkubationszeit, in der keine
weiteren Schritte umgesetzt werden missen. Die Vorbereitung des OncoE6™
Cervical Tests beinhaltet mehrere kirzere Inkubationszeiten von acht bis zehn
Minuten und erfordert daher mehr Arbeitsschritte als die des recomWell HPV 16/18/45.
Der sich an die Vorbereitung anschlielRende Bearbeitungsaufwand ist fur beide Tests

ebenfalls sehr unterschiedlich.
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recomWell HPV 16/18/45

Wie es bei ELISAs dudblich ist, kommt im recomWell HPV 16/18/45 eine
antikorperbeschichtete 96-Well Platte zum Einsatz. Da drei Wells mit der Positiv- und
Negativkontrolle sowie mit dem Blindwert (Blank) belegt sind, stehen fir die Messung
von Patientinnenproben 93 Wells zur Verfiigung. Die Austestung nimmt etwa vier
Stunden und 15 Minuten in Anspruch. Die Zeit, in der der Test ein aktives Arbeiten
erfordert (hands-on-time), betragt 45 Minuten. Wahrend der Inkubationszeiten (drei
Inkubationen zu jeweils einer Stunde, eine Inkubationszeit zu 30 Minuten) muissen
keine weiteren Schritte durchgefuhrt werden. Bezogen auf die einzelne Probe

bedeuten diese Gegebenheiten einen relativ geringen Einsatz von Zeit.

Wie in den vorliegenden Ergebnissen zu erkennen ist, ist bei der Testung &lterer
Proben nicht mit einem Sensitivitatsverlust zu rechnen. Die Testung des recomWell
HPV 16/18/45 an der Referral-Kohorte beinhaltete Proben, die zwischen sieben und
32 Monaten gelagert worden waren. Bei der gesonderten Analyse von Proben, die
alter als zwei Jahre waren, zeigt sich keine geringere Sensitivitat fir Dysplasien vom
Grad CIN2+ als fur Proben, deren Lagerungszeitraum kirzer war. Vielmehr ist die
Sensitivitat fur CIN2+ fir Gber zwei Jahre alte Proben um 24,6 Prozentpunkte héher
als fur Proben, die vor weniger als einem Jahr abgenommen worden waren. Eine
mogliche Erklarung fur diesen Unterschied ist die Tatsache, dass in der Gruppe der
alteren Proben wesentlich weniger héhergradige Dysplasien enthalten waren. Der
Anteil von Dysplasien vom Grad CIN2+ betragt in der Gruppe der tber zwei Jahre
alten Proben 60,0 %. In der Gruppe der Proben, die vor weniger als 13 Monaten
abgenommen worden waren, macht dieser Anteil 87,5 % aus. Wird von einer generell
niedrigen Sensitivitdt des recomWell HPV 16/18/45 fir Dysplasien ausgegangen, so

zeigt sich diese starker in einem Kollektiv mit einer grof3en Zahl von Dysplasien.
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Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass ein Lagerungszeitraum von tber zwei Jahren
die Zuverlassigkeit der Testung nicht wesentlich beeintrachtigt. Zeitraume dieser
GroRRenordnung sind fur die Routinetestung weniger relevant als fir den Einsatz des
Tests im vorliegenden Forschungszusammenhang. In der klinischen Testung sind
Zeitrdume von unter einem Monat zur Abklarung die Regel. Ob es
Sensitivitatsunterschiede in der Testung von Proben gibt, die zwischen einem und
mehr Monaten alt sind, ist aus den vorliegenden Ergebnissen nicht zu ersehen. Die
Herstellerfirma des recomWell HPV 16/18/45 garantiert noch ein verlassliches
Ergebnis, sofern die Abstriche innerhalb von 14 Tagen im Test eingesetzt werden
(Mikrogen Diagnostik GmbH, 2017).

Zudem zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass die arbeitsintensive
Waschung der Mikrotiterplatte von einem ELISA-Washergerat tlbernommen werden
kann. Patientinnenproben, die manuell gewaschen wurden, wurden mit solchen, bei
denen der ELISA-Washer zum Einsatz kam, mittels Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test
verglichen. Es ergibt sich dabei kein relevanter Unterschied der Extinktionen und der
Testsensitivitat (p = 0,09). Dieser Umstand tragt dazu bei, dass der Laboraufwand flr

die Einbindung des E7 sehr gering sein kann.
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Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass kleinere Ungenauigkeiten, die bei einer
zuigigen Testabarbeitung entstehen kdnnen, die Testleistung nicht beeintrachtigen. In
der Vorbereitung der Proben kann es vorkommen, dass eine kleine Menge von
ThinPrep®-Lagerungsmedium nicht wie vorgeschrieben vollstandig entfernt werden
kann. Ist dies der Fall, so unterscheidet sich die Extinktion nur geringflgig von der
Extinktion einer Probe, in der das ThinPrep® vollstéandig entfernt wurde (Idealprobe).
Im Mittel ist die Extinktion der Probe mit zusatzlichem ThinPrep® um 0,2 % hoher,
wenn die Menge zugegebenen Lagerungsmediums 10 % des Endlysevolumens
betragt. Die Abstande zur Idealprobe sind gro3er, wenn mehr ThinPrep® zugegeben
wird. Es lassen sich hier sowohl Zunahmen wie Abnahmen der Extinktionen
beobachten. Dabei ist eine Menge von 10 % zusatzlichen ThinPreps® bereits eine gut
sichtbare Menge. Eine groRere Menge wird bei normaler Abarbeitung kaum
Ubersehen. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass das Testsystem
unempfindlich gegen geringflugige ThinPrep®-Kontamination ist. Einschrankend ist
hierzu zu bemerken, dass in den Experimenten die eingesetzte Zellzahl entsprechend
der zuséatzlichen ThinPrep®-Menge erhoht wurde. Ein Testansatz, dem 10 %
zusatzliches ThinPrep® hinzugegeben wurde, enthielt demnach 10 % mehr
Karzinomzellen. Somit konnte zwar der Einfluss auf die Lysereaktion und die ELISA-
Methode getestet werden. Eine Probenverdiinnung durch zusatzliches ThinPrep®, wie
sie sich moglicherweise unter realen Testbedingungen ergeben kann, ist hierbei nicht

beriicksichtigt worden.

OncoE6™ Cervical Test

Durch die Anordnung von drei Testreifen auf einer Testeinheit erlaubt der OncoE6™
Cervical Test die gleichzeitige Messung dreier Proben. Zwar kdénnen mehrere
Testeinheiten gestaffelt abgearbeitet werden. Mehr als vier Testeinheiten und
dementsprechend 12 Proben in einem Durchlauf sind aber mit den zeitlichen Vorgaben
des Tests nicht vereinbar. Der Vorgang der Vorbereitung der Proben bis zum Auslesen

ihrer Ergebnisse erfordert im Durchschnitt knapp drei Stunden.
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Fur die mikroskopische Interpretation eines Zervixabstrichs benétigen Pathologen im
Durchschnitt 4-6 Minuten (Jesdapatarakul et al., 2011). Wird die Bearbeitungszeit auf
einzelne Proben aufgeteilt, ist der recomWell HPV 16/18/45 mit einer Zeit von drei
Minuten pro Probe als produktiver zu bewerten. Die Abarbeitung mittels OncoE6™
Cervical Test hingegen ist mit 15 Minuten pro Probe weitaus zeitaufwandiger und
bietet im Blick auf die Produktivitat keinen zeitlichen Vorteil gegentber der aktuellen

Screeningroutine.

5.1.4 DER KOSTENAUFWAND

Fur die klinische Untersuchung einschlie3lich Abnahme und Beurteilung eines
Zervixabstrichs sind nach dem einheitlichen Bewertungsmalistab der gesetzlichen
Krankenkassen (EBM) 28,57 € zu veranschlagen. Fur Privatpatientinnen kénnen Arzte
mit dem Einfachsatz der Gebiihrenordnung fiir Arzte (GoA) fur diese Leistungen
36,72 € (Ziffern 27, 1105, 4851) abrechnen. Die Kosten fir die HPV-Testung belaufen
sich nach EBM auf 18,79 € und nach GoA auf 99,09 € (Ziffern 4780, 4783, 4785) nach
dem Einfachsatz (Kassenéarztliche Bundesvereinigung, 2020; Verband der Privaten
Krankenversicherung e.V., 2008). Von Seiten der Herstellerfirma des recomWell HPV
16/18/45 konnten zum Zeitpunkt dieser Dissertation keine Angaben zum Preis des
Tests gemacht werden. Die Arbor Vita Corporation schatzt die Kosten fir den
OncoE6™ Cervical Test auf 15 $. Die Firma gab aber zu bedenken, dass dieser Preis
sich je nach Auftragsvolumen noch &ndern kdnnte. Aufgrund dieser llickenhaften
Angaben ist ein Vergleich der gesundheitsbkonomischen Parameter mit dem

gegenwartigen Screeningalgorithmus nicht moéglich.
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5.2 LIMITATIONEN DER ERZIELTEN ERGEBNISSE

Bei einer kritischen Beurteilung fallen einige Aspekte auf, die Schlussfolgerungen aus
den vorliegenden Ergebnissen einschréanken kénnen. Diese Limitationen betreffen die

praanalytische, die analytische und die postanalytische Phase der Diagnostik.

5.2.1 LIMITATIONEN IN DER PRAANALYTISCHEN PHASE

Beide in dieser Arbeit evaluierten Tests messen erhéhte Mengen an Onkoprotein aus
Zervixabstrichen. Uberschreitet diese Menge einen festgelegten Wert, so gilt die Probe
als positiv und das Ergebnis weist auf eine Dysplasie hin. Vorteilhaft am Ansatz der
Tests ist, dass sie Material verwenden, das ohnehin zur zytologischen Diagnostik
abgenommen werden muss. Fir den Arzt ist damit kein zusatzlicher Arbeitsschritt
notwendig. Diesem Vorteil steht, wie auch der Zytologie, ein Nachteil gegentber. Die
Verlasslichkeit des Tests ist nur dann gegeben, wenn Bearbeitungsstandards in der
Abstrichgewinnung zuverlassig eingehalten werden. Werden durch ungentigende
Sorgfalt zu wenige Zellen abgenommen, so erscheinen weniger Onkoprotein
enthaltende Zellen im Test. Da dadurch auch die absolute Menge an messbarem
Onkoprotein sinkt, kann es so leicht zu einem falsch negativen Resultat kommen.
Bisher lasst keiner der beiden Tests Ruckschliisse auf die eingesetzte Zellzahl zu.
Dies macht es zum einen unmdoglich zu erkennen, ob genug Zellen im Abstrich
vorhanden waren. Zum anderen ist auch keine Relativierung der absoluten
Onkoproteinmenge auf eine womdglich zu niedrige Zellzahl maoglich. Eine
Verfalschung der Ergebnisse durch diese Limitation kann daher nicht ausgeschlossen
werden. Damit leiden Onkoproteintests an den gleichen Schwéachen wie der
zytologische Abstrich: Unter den beurteilenden Pathologen ist die Entnahme des

Probenmaterials als die ,Achillesferse der Zervixzytologie“ bekannt (Marquardt, 2011).
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HPV-Tests, wie der in der vorliegenden Dissertation eingesetzte BD Onclarity™ HPV-
Test, begegnen diesem Problem, indem sie neben dem Genmaterial der gesuchten
HPV-Typen auch die DNA des B-Globins messen (Becton Dickinson and Company,
2019). Als sogenanntes ,housekeeping gene” besitzen alle Zellen das B-Globin-Gen
unabhangig von Zelltyp und von aufReren Einflissen (Saha et al., 2014). Proben mit
einem zu geringen B-Globin-Wert deuten auf eine geringe Gesamtzellzahl im Abstrich
hin. Solche Proben werden von der Analyse ausgeschlossen, um eine héhere
diagnostische Sicherheit zu erreichen. Durch diese Zusatzuntersuchung gelingt es

dem HPV-Test, die Limitation zu umgehen, die durch eine zu geringe Zellzahl entsteht.

Die Herstellerfirma des recomWell HPV 16/18/45 hat das Problem der fehlenden
Zellzahlkontrolle ebenso erkannt. Sie versucht dieses Problem ebenfalls durch eine
Zusatzuntersuchung zu I6sen. Dem Vernehmen nach arbeiten die Entwickler an einer
Version des Tests, die dem Onkoproteintest einen Co-Test zur Seite stellt. Der 2018
in einer Studie der Arbeitsgruppe um Steven McNamara vorgestellte ELISA recomWell
Keratin 5/8/18 erkennt Keratine vom Typ 5, 8 und 18 (McNamara et al., 2018). Diese
Proteine werden sowohl in gesundem als auch in meta- und dysplastischem
Zervixepithel exprimiert und eignen sich daher als Positivkontrolle fiir Zellen aus der
Ziellokation des Abstrichs (Ivanyi et al., 1990; Purkis et al., 1990; Smedts et al., 1992).
Als interne Kontrolle soll dieser Co-Test eine Sicherheit anbieten, indem er angibt, ob
ausreichend Zellen im Abstrich vorhanden waren. Diese Zusatzuntersuchung kénnte
anzeigen, ob das Ergebnis des recomWell HPV 16/18/45 aussagekraftig ist. Die
Anzahl der verfalschten Ergebnisse wirde dadurch gesenkt und verlassliche
diagnostische Aussagen ermdglicht. Zu berlcksichtigen ist dabei, dass dieser

Zusatztest eine Erh6hung der Arbeitszeit und der Kosten bedeuten wiirde.
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5.2.2 LIMITATIONEN IN DER ANALYTISCHEN PHASE

Die Zervixabstriche aus den unterschiedlichen Kohorten, die in die vorliegende Arbeit
eingeflossen sind, wurden in Aliquots aufgeteilt. Aliquots eines Abstriches gingen
neben der HPV-Testung und Genotypisierung in die Onkoproteintestung ein. Ebenso
wurden Proben, die zu vorbereitenden Messungen wie Scale-Down, ThinPrep®-
Rucklauf-Experimente und Washer-Validierung verwendet wurden, zuné&chst in
groRerer Menge hergestellt und dann auf einzelne Aliquots aufgeteilt. Bei seiner
Verteilung konnte das Probenmaterial allerdings nicht perfekt homogenisiert werden,
die Zellen hingen zuweilen in kleinen Komplexen zusammen. Zwar wurden alle
Abstriche vor dem Aliquotieren gevortext, sodass mit blo3em Auge keine Zellkomplexe
mehr sichtbar waren. Dennoch ist anzunehmen, dass sich diese Verbunde auf
mikroskopischer Ebene nicht immer vollstandig auflésen lie3en. Es ist daher mdglich,
dass in Aliquots desselben Abstrichs unterschiedlich viele Zellen des normalen und
gegebenenfalls des dysplastischen Gewebes vorhanden waren. Im Onkoproteintest
eines Aliquots wirde damit eine grolRere absolute Menge von Onkoprotein als im
Onkoproteintest des zweiten Aliquots erscheinen. Das konnte zu einem falsch
positiven Ergebnis des ersten Aliquots bzw. zu einem falsch negativen Ergebnis des
zweiten Aliquots fuhren. Alle Proben, die in die vorliegende Analyse eingeflossen sind,
wurden jedoch gemald den vorgegebenen Testprotokollen verarbeitet. Es ist zu
vermuten, dass die Testsysteme fur Schwankungen, die innerhalb der im Protokoll
vorgegebenen Regeln auftreten, unempfindlich sind. Damit dirfte eine Situation
erreicht sein, die Verfalschungen weitgehend ausschlief3t. Daftir sprechen auch die
Ergebnisse der Korrelationsuntersuchungen: Korreliert man fur die einzelnen Proben
die Linienintensitat des OncoE6™ Cervical Tests mit dem zugrundeliegenden
Dysplasiegrad, so zeigt sich eine relevante moderate positive Korrelation (rs = 0,345;
p = 0,01). Die Korrelation des recomWell HPV 16/18/45 ist zwar weniger stark, jedoch
ebenfalls relevant (rs = 0,151; p = 0,05). Dies lasst darauf schlieRen, dass das

Testsystem generell wenig empfindlich gegen Schwankungen dieser Art ist.
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5.2.3 LIMITATIONEN IN DER POSTANALYTISCHEN PHASE

In der postanalytischen Phase ist zu bertcksichtigen, dass die getesteten Kohorten
nur eingeschrankt auf eine Primarscreeningpopulation zu dbertragen sind. Zur
Berechnung der Sensitivitat und Spezifitat wurden die Testergebnisse auf die
Ergebnisse der pathohistologischen Beurteilung bezogen. In der Referral-Kohorte
wurden Patientinnen eines Uberweisungszentrums eingeschlossen, das auf die
Behandlung von Zervixdysplasien spezialisiert ist. Die Pravalenz von Dysplasien ist
daher in dieser Gruppe wesentlich hoher als in der Allgemeinbevolkerung, ein
Umstand, der die Ergebnisse verzerrt. Aufgrund dieses Selektionsbias kdnnen nur
eingeschrankt Aussagen fur die Rolle der Tests in einer Screeningkohorte getroffen

werden.

Die griechische Greco-Self-Studie (Agorastos et al., 2019), deren Patientinnen in die
Screeningkohorte dieser Dissertation eingingen, untersuchte zwar einen
Populationsquerschnitt. Es wurden Patientinnen zwischen 18 und 75 Jahren
eingeschlossen, wobei deren Rekrutierung auf einem landesweiten Netzwerk von
Gesundheitsdienstleistern basierte. Doch die Ergebnisse dieser
Untersuchungsgruppe sind nur eingeschrankt auf die Allgemeinbevdlkerung
Ubertragbar. Zum einen sind die Patientinnen, die die Screeningkohorte der
vorliegenden Dissertation darstellen, aus einer urspriinglichen Screeningpopulation
der Greco-Self-Studie selektioniert worden. Fur die Testung wurden lediglich
Patientinnen, die mit bestimmten HPV-Typen infiziert waren, ausgewahlt.
Patientinnen, die HPV-negativ waren oder mit einem anderen HPV-Typ als 16, 18 oder
45 infiziert waren, wurden nicht in die Testung aufgenommen. Es ist zum anderen
anzuzweifeln, ob die Klassifizierung von Patientinnen, die ein unauffalliges
Kolposkopieergebnis erhalten haben, unter der Rubrik ,ohne Dysplasie” tatsachlich
korrekt ist. Der negativ pradiktive Wert der Kolposkopie liegt gemaf Studien zwischen
87,9 und 99,0 % (Nocon et al., 2007). Damit ergibt sich ein Wert, der es durchaus
zulasst, dass einige der Patientinnen auf Basis ihres Kolposkopieergebnisses als
dysplasiefrei eingestuft wurde, wahrend bei dieser Frau aber tatsachlich eine

Dysplasie vorlag.
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Die vorliegende Dissertation ergéanzt daher die Auswertung der Screeningkohorte
anhand des Kolposkopieergebnisses um eine zweite Analyse. Diese zweite
Berechnung legt die histologische Untersuchung einer Gewebeprobe als
Goldstandard fest. Es gehen demnach nur Patientinnen mit gesichertem
Biopsieergebnis in diese Auswertung ein. Damit besteht einerseits eine hdhere
Sicherheit bezuglich der tatséchlich vorliegenden Dysplasie. Auf der anderen Seite
schlie3t die zweite Analyse (n = 33) durch diesen Schritt beinahe die Halfte der
Patientinnen der ersten Auswertung (n = 64) aus. Unter den ausgeschlossenen
Patientinnen befinden sich lediglich Patientinnen, die als kolposkopisch unauffallig und
damit in der Gesamtwertung als dysplasiefrei beurteilt worden waren. Auf die
urspringliche Population bezogen werden auf mehreren Stufen vermeintlich
krankheitsfreie Patientinnen aus der Bewertung herausgenommen. Die verbleibenden
Patientinnen  kénnen dadurch kaum mehr die Eigenschaften einer
Screeningpopulation widerspiegeln, welche einen hohen Anteil gesunder Patientinnen
enthalt. Die Aussagekraft dieser Ergebnisse fur die Allgemeinbevolkerung ist daher

nur als sehr eingeschrankt zu bewerten.

5.3 VERGLEICH MIT AHNLICHEN STUDIEN

Bei den beiden in der vorliegenden Dissertation untersuchten Onkoproteintests
handelt es sich um sehr neue diagnostische Verfahren. Zu jedem der beiden
Onkoproteintests gibt es einzelne mit den vorliegenden Untersuchungen
vergleichbaren Studien, deren Ergebnisse mit den in dieser Dissertation erzielten
Ergebnissen abgeglichen werden kdnnen. Die Autoren um Agorastos et al. wendeten
den recomWell HPV 16/18/45 in ihrer 2017 erschienenen Studie an (Agorastos et al.,
2017). Zhao et al. untersuchten die Aussagekraft des OncoE6™ Cervical Tests und
veroffentlichten ihre Ergebnisse im Jahr 2013 (Zhao et al., 2013).
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5.3.1 VERGLEICH DER ERGEBNISSE DES RECOMWELL HPV 16/18/45 MIT
ERGEBNISSEN ANDERER STUDIEN

Die Arbeitsgruppe um Agorastos et al. setzten den recomWell HPV 16/18/45 an einer
Screeningkohorte von 1.500 Patientinnen ein. Wie in der vorliegenden Arbeit nahmen
die Autoren die Problematik zum Ausgangspunkt ihrer Uberlegungen, die sich aus der
begrenzten Spezifitit des HPV-Tests ergibt. Daher wurde in dieser Studie der
Stellenwert des recomWell HPV 16/18/45 als Triage-Test evaluiert: Bei allen
Teilnehmerinnen wurde zunachst ein zytologischer Abstrich genommen. Dieser wurde
fur die zytologische Untersuchung, die HPV-Testung sowie die Onkoproteintestung mit
dem recomWell HPV 16/18/45 verwendet. War die zytologische Untersuchung auffallig
oder lag ein ,high-risk“-HPV-Typ vor (Pratest positiv), so wurden die Frauen
unabh&ngig vom Ergebnis des Onkoproteintests zur Kolposkopie Uberwiesen. Zeigte
die Kolposkopie ein dysplasieverdachtiges Ergebnis, wurde eine Biopsie enthommen
und diese histologisch aufgearbeitet. War die Kolposkopie unauffallig, betrachteten die
Autoren die Patientin als dysplasiefrei. Eine Biopsie erfolgte in diesen Fallen nicht. In
der Gesamtauswertung wurde das Ergebnis des Onkoproteintests jedoch
beriicksichtigt und solche Patientinnen genauer untersucht, die auch in diesem Test
auffallig waren. Dabei zeigt sich, dass unter den Patientinnen, die eine HPV-16- oder
HPV-18-Infektion sowie einen positiven Onkoproteintest aufwiesen, samtliche
Patientinnen waren, bei denen histologisch héhergradige Auffalligkeiten (CIN2+)
vorlagen (Sensitivitat: 100 %, Spezifitat: 49,2 %). Zeigten die Patientinnen eine
Infektion mit HPV 16 bzw. HPV 18 sowie einem zusétzlichen ,high-risk“-HPV-Typen,
so waren Sensitivitdt und Spezifitat dhnlich hoch (Sensitivitat: 100 %, Spezifitat:
52,1 %).
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Diese Ergebnisse erlauben die Erwartung, eine kombinierte Anwendung von Zytologie
und Onkoproteintest konnte entscheidende Vorteile bringen. Wirde der recomWell
HPV 16/18/45 der Kolposkopie vorgeschaltet und nur die auch in diesem Test
auffalligen Patientinnen kolposkopiert, kénnten damit samtliche Patientinnen mit
Dysplasie erkannt werden. Gleichzeitig konnte ein grol3er Teil der Patientinnen, bei
denen keine Dysplasie vorlag, durch Triage vor der potentiellen psychischen
Belastung einer Abklarungsuntersuchung bewahrt werden. Die Untersuchungen der
Arbeitsgruppe um Agorastos et al. zeigen auf, dass sich die Erwartungen bestéatigen
lassen: Die Zahl der Kolposkopien, die notwendig waren, um eine Dysplasie vom Grad
CIN2+ zu entdecken, war mit der Onkoproteintest-Triage um 43,8 % niedriger als ohne

Zwischenschaltung des Tests (Agorastos et al., 2017).

Die Studie verwies gleichwohl auf verbleibende Einschréankungen. Als relevante
Limitation fuhren die Autoren an, dass histologisch gesicherte Ergebnisse nur fir jene
Probandinnen vorlagen, die in der Kolposkopie auffallige Befunde zeigten. Dieser
Umstand kann zu einer Verzerrung der Ergebnisse fihren. Denn da die Kolposkopie
nicht alle Dysplasien identifizieren kann (Sensitivitat fur CIN2+ von 85 %, Spezifitat
69 % nach Kiohn und Gieseking, 2015), stuft dieses Verfahren mdoglicherweise
Patientinnen mit Krebsvorstufe falschlich als dysplasiefrei ein. Eine Verzerrung der
Ergebnisse des recomWell HPV 16/18/45 kann dann auftreten, wenn eine Dysplasie
in der kolposkopischen Untersuchung unerkannt bleibt, im Onkoproteintest hingegen
detektiert wird. Obwohl der recomWell HPV 16/18/45 diese Patientin als richtig positiv
erkannt hat, geht dieser Erkenntnisgewinn zulasten der Spezifitit. Denn im
Referenztest gilt diese Patientin bei dieser Testbewertung als dysplasiefrei. Anders
verhalt es sich, wenn eine Dysplasie sowohl im Onkoproteintest als auch in der
Kolposkopie unentdeckt bleibt. Trotz des falsch negativen Ergebnisses des
Onkoproteintests vermindert sich dessen Sensitivitat nicht, da auch der als
Referenztest die Patientin nicht erkannt hat. Die tatsédchliche Sensitivitat des
recomWell HPV 16/18/45 wirde dadurch zu hoch und die Spezifitat zu niedrig
eingeschatzt werden, was als partieller Verifikationsbias bezeichnet wird (Agorastos
et al., 2017).
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Die Ergebnisse der Screeningkohorte der vorliegenden Arbeit legen einen Vergleich
mit der Studie um Agorastos et al. nahe, da die Einschlusskriterien fur Patientinnen
ahnlich waren. In der Screeningkohorte lagen Biopsieergebnisse nur fir solche
Patientinnen vor, die in der Kolposkopie auffallige Befunde aufwiesen. In zwei
getrennten Analysen wurden Sensitivitdt und Spezifitat zunachst fur alle Patientinnen
der Kohorte sowie nachfolgend nur fir Patientinnen mit gesicherter Histologie

berechnet.

Die erste Analyse gleicht damit der Berechnung der Autoren um Agorastos et al.: War
eine Patientin in der Kolposkopie unauffallig, so wurde sie fortan als dysplasiefrei
klassifiziert. Unter diesem Ansatz erweist sich die Sensitivitat fur Dysplasien vom Grad
CIN2+ als um 50,0 % niedriger als in der Studie nach Agorastos et al., in der alle
Dysplasien dieses Grades erkannt wurden (Sensitivitdt 100 %). Gleichzeitig stellte die
Analyse eine Spezifitdt von 77,1 % fest, welche dem Wert der Arbeitsgruppe um
Agorastos et al. (Spezifitat 49,2 %) deutlich Uberlegen ist. Die erhebliche Abweichung
der Sensitivitdt und Spezifitat ist hierbei mit dem génzlich anderen Studiendesign zu

erklaren.

Die zweite Analyse legte die Histologie als Goldstandard der Auswertung fest.
Histologisch gesicherte Ergebnisse lagen nur flr Patientinnen vor, deren
kolposkopische Untersuchung aufféallig war. Patientinnen mit unauffalliger Kolposkopie
wurden nicht bioptiert und von der zweiten Analyse ausgeschlossen. Die Sensitivitat
und damit der Anteil der richtig als krank Erkannten (Anzahl der im recomWell HPV
16/18/45 positiven Patientinnen mit Dysplasie) von allen Kranken (Anzahl der
Patientinnen mit Dysplasie) bleibt von der fir die zweite Analyse getroffenen Selektion
unbeeinflusst. Daher ist die Sensitivitat fur Dysplasien gleich dem Wert aus der ersten
Analyse (Sensitivitat fur Dysplasien vom Grad CIN2+ von 50,0 %, Sensitivitat far
Dysplasien vom Grad CIN3+ von 37,5 %). Die Spezifitat ist im Vergleich zur ersten

Analyse damit niedriger (Spezifitat fir CIN2+ 76,5 %, Spezifitat fir CIN3+ 64,0 %).
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Liegt in den Ergebnissen der Arbeitsgruppe um Agorastos et al. eine bedenkliche
Ungewissheit hinsichtlich der zugrundeliegenden Dysplasie vor, so versucht diese
Dissertation an den Grenzen der 2017 verdffentlichen Studie weiterzuforschen: Sie
arbeitet mit einer Kohorte, bei der der Dysplasiestatus samtlicher Patientinnen
abgeklart ist. Daher besteht nicht die Gefahr, dass die diagnostische Wertigkeit des
Tests verzerrt wird. Tatsachlich zeigt sich dadurch eine wesentlich geringere
Sensitivitat des recomWell HPV 16/18/45 fur Dysplasien des Grades CIN2+
(Sensitivitat: 31,0 %, Spezifitat: 79,3 %). Fir eine Triage ist es nicht sinnvoll, dem
Screeningtest (HPV-Test) einen Test mit geringerer Sensitivitat nachzuschalten. Den
vorliegenden Ergebnissen zufolge wiirden auf diese Weise 69 % der Patientinnen mit

Dysplasie vom Grad CIN2+ keiner weiteren Diagnostik zugefuhrt werden.

5.3.2 VERGLEICH DER ERGEBNISSE DES ONCOE6™ CERVICAL TESTS MIT
ERGEBNISSEN ANDERER STUDIEN

Anders verhalt es sich mit der Studie der Arbeitsgruppe um Zhao et al. aus dem Jahr
2013. Diese Studie evaluierte die Aussagekraft des OncoE6™ Cervical Tests. Es
wurden tber 7.500 Teilnehmerinnen eingeschlossen, von denen jede neben einem
Zervixabstrich eine visuelle Inspektion der Zervix (VIA) erhielt. Aus dem Zervixabstrich
wurden verschiedene HPV-DNA Tests sowie der OncoE6™ Cervical Test
durchgefiihrt. War das Ergebnis einer der Untersuchungen aufféllig, so schloss sich
eine eingehende kolposkopische Untersuchung an. Entdeckte man dabei
dysplasieverdachtige Areale, wurde eine Biopsie entnommen und diese histologisch
aufgearbeitet. Der OncoE6™ Cervical Test erkannte Dysplasien vom Grad CIN2+ mit
einer Sensitivitdt von 42,4 % bei einer Spezifitat von 99,1 %. Die Sensitivitat fur
Dysplasien vom Grad CIN3+ wurde mit 53,5 % bei einer Spezifitat von 98,9 %
angegeben (Zhao et al., 2013). Wie die Gruppe um Agorastos et al. relativieren die
Autoren um Zhao et al. ihre Ergebnisse, indem sie anmerken, dass durch einen
Verifikationsbias die Sensitivitat des Tests unter Umstadnden zu hoch eingeschéatzt

worden sei.
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Das Forschungsdesign der vorliegenden Dissertation zielt genau auf diese offene
Frage. Es untersucht anhand der Referral-Kohorte eine Gruppe, in der der
zugrundeliegende histologische Status aller Patientinnen gesichert war. Daher
bestand in der vorliegenden Analyse nicht die Gefahr einer Verzerrung der Sensitivitat.
Die Sensitivitat des OncoE6™ Cervical Tests ist in der Referral-Kohorte hoher als die
in der Studie von Zhao et al. (Sensitivitat fir Dysplasien vom Grad CIN2+ von 70,7 %
bei einer Spezifitat von 67,1 %; Sensitivitat fur Dysplasien vom Grad CIN3+ von
79,3 % bei einer Spezifitat von 48,9 %). Diese Befurchtung der Autoren um Zhao et al.
kann auf der Basis der in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse nicht bestatigt werden. Im
Gegentell liegt die Sensitivitat des OncoE6™ Cervical Tests fur Dysplasien vom Grad

CIN2+ im vorliegenden Kollektiv hdher als in der von Zhao et al. untersuchten Gruppe.

In einer gesonderten Analyse teilten Zhao et al. Dysplasien nach zugrundeliegendem
HPV-Typ auf und berechneten die Sensitivitat und Spezifitat fir HPV-16-positive bzw.
HPV-18-positive Dysplasien getrennt. Es zeigt sich dabei keine héhere Sensitivitat fur
Dysplasien, denen der HPV-Typ 18 zugrunde liegt, wie es in der vorliegenden
Dissertation zu beobachten ist (Zhao et al.,, 2013). Die Untersuchungen an der
Referral-Kohorte zeigen eine um 16,3 Prozentpunkte héhere Sensitivitat fir HPV-18-
positive Dysplasien (n = 58) gegenuber HPV-16-positiven Dysplasien (n = 244). Ein
moglicher Grund fur diese abweichenden Beobachtungen ist die niedrige Zahl HPV-
18-positiver Dysplasien, die in der Studie um Zhao et al. vorlag (n = 5). Auf der
Grundlage derart geringer Probenzahlen sind kaum zuverlassige Beurteilungen zu

treffen.

5.4 ABSCHLIESSENDE BEURTEILUNG UND AUSBLICK

In der Planung eines Screeningprogramms mussen der erwartete Nutzen der
Krankheitserkennung und der gegebenenfalls begleitende Schaden einer falsch
positiven Diagnose gegeneinander abgewogen werden. Im Jahr 2020 wurde das
gesetzliche Gebarmutterhalskrebs-Screening in Deutschland novelliert. Mit dem HPV-
Testwurde ein Test mit einer besonders hohen Sensitivitat fur die krebsverursachende
Virusinfektion eingefuhrt. Da dieser Test auch transiente nicht-karzinogene Infektionen
nachweist, erfahren Patientinnen mit einem harmlosen benignen Befund, eine
Einordnung als ,krebsgefahrdet®. Die dadurch entstehende unnétige psychische
Belastung ist offensichtlich (McCaffery et al., 2006; O'Connor et al., 2014).
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Die vorliegende Dissertation widmete sich der Frage, ob Onkoproteintests als
Alternative zum HPV-Test oder als Triage-Test dienen und damit die psychische
Belastung der Frauen reduzieren kbnnen. Zudem kdnnten durch diesen zusatzlichen
Test die Uberweisungen zur aufwandigen Kolposkopie verringert werden. Um eine
Alternative zum HPV-Test darstellen zu kdnnen, missten die Tests eine diagnostische
Wertigkeit aufweisen, die dem HPV-Test zumindest nicht unterlegen ist. Eine sinnvolle
Triage bestiinde etwa darin, dass einem besonders sensitiven und mafig spezifischen
Test (Screeningtest) ein zweiter Test (Triage-Test) nachgeschaltet wird. Dieser Triage-
Test ware idealerweise ahnlich sensitiv wie der erste, hatte jedoch eine hdhere
Spezifitat. So kbnnte ein Grof3teil der tatsdchlich Kranken erkannt werden. Falsch
positive Ergebnisse flir Gesunde kénnten hingegen vermindert werden. Ein hoher
Arbeits- sowie Kostenaufwand fir den nachgeschalteten Test erscheint unter diesen
Umstéanden eher vertretbar, da dieser zweite Test ohnehin nur noch fur eine kleinere

Gruppe von Patienten eingesetzt werden wirde.

Die in dieser Dissertation gewonnenen Ergebnisse lassen keine Empfehlung der
beiden untersuchten Onkoproteintests fur das Gebarmutterhalskrebsscreening in
Deutschland zu. Eine niedrige Sensitivitat, wie der recomWell HPV 16/18/45 sie bietet,
disqualifiziert den Test sowohl als Screeningtest wie auch als Triage-Test. Der
OncoE6™ Cervical Test ist zwar sensitiver, dem aktuellen Screeningalgorithmus
jedoch als Screeningtest unterlegen. Da Sensitivitat und Spezifitdt dieses Tests gering
sind, scheint auch eine Triage mit diesem Test wenig empfehlenswert. Zudem
schrankt das auf zwei Typen limitierte HPV-Spektrum des Tests die Aussagekraft fur

Dysplasien, die durch jegliche HPV-Genotypen hervorgerufen wurden, stark ein.
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Die Ergebnisse der vorliegenden Studie deuten an, dass der diagnostische Wert
beider Onkoproteintests beschrankt ist. Damit soll den Tests jedoch nicht jeder Wert
abgesprochen sein. So ist etwa gut vorstellbar, dass diese Tests sich weniger im
diagnostischen, so doch im prognostischen Bereich bewahren. Geht man namlich
davon aus, dass die Tests die HPV-Onkoproteinexpression aussagekraftig
widerspiegeln, kann vermutet werden, dass die Tests vor allem progrediente
Dysplasien als positiv erkennen. Dysplasien, die sich wahrscheinlicher zum Karzinom
entwickeln, produzieren eine grol3ere Menge an Onkoprotein (Melsheimer et al.,
2004). Sollte sich herausstellen, dass die Tests in der Lage sind, diese Dysplasien von
solchen unterscheiden, die folgenlos ausheilen, ware dies eine Zusatzinformation mit
Nutzen fir eine Therapieentscheidung. Dass beide in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Tests diese Fahigkeit besitzen, dirfte hingegen wenig wahrscheinlich
sein. Denn unter den in dieser Studie angelegten Bedingungen liefern sie in nur
53,6 % der Falle eine Ubereinstimmende Aussage. Dieser Wert zeigt deutlich an, dass
die prognostische Qualitat mindestens eines Tests sehr begrenzt ist. Denkbar ware an
dieser Stelle, dass durch eine Kombination der Tests progrediente Dysplasien erkannt
werden koénnen. In 22,4 % zeigen die Tests ein Ubereinstimmend positives Ergebnis.
Angesichts einer Progredienzwahrscheinlichkeit von annéhrend 31 % kann vermutet
werden, dass ein konkordant positives Ergebnis auf eine Dysplasie mit
Progressionsneigung hindeutet (McCredie et al., 2008). Folgestudien sollten an dieser
Stelle ansetzen und sich um eine weitere Klarung bemihen. Dabei ware zu
untersuchen, ob einer der beiden oder die Kombination der Tests den Anforderungen

flr einen prognostischen Einsatz genugt.

Entsprechende Untersuchungen kdnnen sich auf Vorarbeiten stiitzen. So konnte etwa
die Arbeitsgruppe um Yu et al. 2016 zeigen, dass Patientinnen, die positiv im
OncoE6™ Cervical Test getestet wurden, ein hohes Risiko flr eine persistierende
HPV-Infektion nach 3 Jahren haben (Yu et al., 2016). Dass dieser Zusammenhang
auch mit einem erhdhten Risiko fur die Entwicklung einer Dysplasie einhergeht, legten
Zhang et al. im Jahr 2017 dar. Ein positives Ergebnis im OncoE6™ Cervical Test war
in ihrer Studie mit einer kumulativen Zehn-Jahres- Inzidenz von 53 % fur Dysplasien
vom Grad CIN3+ assoziiert. Lag hingegen ein negatives Ergebnis im OncoE6™
Cervical Test vor, bildete sich die Dysplasie wesentlich haufiger zurtick (Zhang et al.,
2017).
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Um die mdgliche prognostische Wertigkeit der Onkoproteintests anhand der
vorliegenden Dissertation zu Uberpriufen, bedarf es einer Follow-up-Studie. In dieser
sollten die in den jeweiligen Onkoproteintests negativ getesteten Patientinnen nach
einem Zeitraum von zwei bis drei Jahren erneut auf eine Dysplasie untersucht werden.
Sinnvoll ware es daher, die prognostische Wertigkeit der Onkoproteintests weiter

auszuloten und dabei die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit einfliel3en zu lassen.
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