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1 Abstrakt
Einleitung:

Das Zervixkarzinom ist nach dem Mammakarzinom weltweit die zweithdufigste Todesursache
bei Frauen.! Eine persistierende Infektion mit einem onkogenen (hr) Subtypen des Humanen

Papillomavirus ist durch zahlreiche Studien als Ursache eines Zervixkarzinoms anerkannt.*®

In dieser Arbeit sollen Pravalenzen und Verteilung der HPV-Subtypen sowie Altersstruktur der
Priavalenzdaten fiir die verschiedenen HPV-Subtypen untersucht werden. Weiterhin soll der
Anteil der impfrelevanten HPV-hr Typen bei HPV-hr positiv getesteten Patientinnen und die
Bedeutung der HPV-hr und HPV-Ir Typen bei gleichzeitiger Infektion durch mehrere HPV

Typen ermittelt werden.
Material und Methodik:

In die retrospektiv angelegte Studie wurden insgesamt 4000 Patientinnen eingeschlossen. Im
Labor wurden die einzelnen HPV Subtypen mittels PCR nachgewiesen. Alle ausgearbeiteten

Daten wurden in Microsoft Excel implementiert und anschlieBend ausgewertet.
Ergebnisse:

Die Studie beruht auf Daten von 4000 Patientinnen, die sich im Zeitraum vom Marz 2006 bis
Februar 2008 einem HPV-Screening unterzogen. Die Untersuchungen wurden im Rahmen der
routineméfigen Krebsvorsorgeuntersuchung als Wahlleistung oder bei Selbstzahlerinnen in
insgesamt 29 gynikologischen Arztpraxen durchgefiihrt. Davon waren 2996 (74,9 %) Frauen
HPV negativ und 1004 (25,1 %) Patientinnen HPV positiv. Kumulativ konnten 11 low risk und
14 high risk Subtypen des Papillomavirus identifiziert werden. Insgesamt wurden 354 (8,9 %)
Patientinnen positiv auf einen HPV-Ir und 644 (16,1 %) positiv auf ein HPV-hr getestet. Bei 185
(4,6 %) der positiv getesteten Patientinnen war es nicht moglich, einen Subtypen zu
identifizieren, welche folglich als nicht klassifizierbar deklariert wurden. Insgesamt konnten 170
(4,3 %) Mischinfektionen mit HPV Subtypen nachgewiesen werden. Bei 220 (34 %)
Patientinnen konnte ein HPV-hr Subtyp 16 festgestellt werden, welcher bei weitem das héufigste
Vorkommen hatte. Nur 55 (9 %) Patientinnen hatten einen positiven Nachweis auf HPV-hr
Subtyp 18. Bei beiden Subtypen bestand eine Zweigipfeligkeit in den Altersgruppen zwischen

dem 25. und 34. Lebensjahr sowie zwischen dem 40. und 44. Lebensjahr.



Diese Zweigipfeligkeit wird insbesondere bei Einzelinfektionen deutlich, aber auch die

Mischinfektionen kommen in den erwihnten Altersabschnitten gehduft vor.
Diskussion:

Nach Auswertung zweier PATRICIA-Studien zeigte das bivalente Vakzin gegen den HPV-hr
Subtypen 16 und 18 eine kreuzprotektive Effektivitit gegen vier weitere onkogene HPV-hr
Subtypen, ndmlich 33, 31, 45 und 51. Betrachtet man daraufhin alle impfsensiblen onkogenen
Subtypen in ihrer Gesamtheit, so machen diese kumulativ 69,8 % aller HPV-hr positiv getesteten
Berliner Frauen aus. Anhand dieser sehr deutlichen Ergebnisse ldsst sich die bereits bestehende
Empfehlung der STIKO fiir eine prophylaktische Impfung fiir alle Mddchen von 12 bis 17 Jahren
aussprechen. Uber dieses Alter hinaus liegt eine Impfung laut STIKO in der Entscheidung der
Frau und ihres behandelnden Arztes, da aufgrund der aktuellen Datenlage eine ,,intention-to-

treat* noch nicht ausreichend nachgewiesen werden konnte.
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2 Abstract

Introduction

Following breast cancer, cervical cancer is the second most common cause of death in women
worldwide.! Numerous studies confirm persistent infection with an oncogenic (high-risk)

subtype of the Human Papilloma Virus as a cause of cervical cancer.*”

In this study, the prevalence and distribution of HPV (Human Papilloma Virus) subtypes as well
as an age differentiation of the prevalence data of the the various HPV subtypes are examined.
Furthermore, the proportion of vaccination relevant HPV hr (high-risk) types in HPV hr positive
patients and the significance of HPV hr and HPV Ir (low-risk) types in the case of simultaneous

infection with several HPV types are determined.
Methods

A total of 4,000 patients were included in a retrospective study. The individual HPV types were
determined in laboratory examinations using PCR (Polymerase Chain Reaction). The collected

data sets were compiled in Microsoft Excel and evaluated.
Results

The study involved 4,000 patients who participated in an HPV screening in the time period from
March 2006 to February 2008. The examinations were performed as part of routine cancer

screening in 29 office-based gynecological practices in Berlin.

2,996 (74.9 %) of the women were HPV negative and 1,004 (25.1 %) HPV positive. In the
cumulated figures, 11 low risk and 14 high risk subtypes of HPV were identified. In total, 354
(8.9 %) patients were positively identified as HPV low-risk and 644 (16.1 %) as HPV high-risk.
In 185 (4.6 %) of the positive patients, the subtype could not be identified and these cases were
declared as non-classified. In total, 170 (4.3 %) cases of mixed infections with HPV subtypes
were identified. In 220 (34 %) patients, an HPV hr subtype 16 was confirmed which is by far the
most common form. Only 55 (9 %) of patients showed a confirmed positive HPV hr subtype 18.
Both subtypes showed a double age-peak in the age groups 25 to 34 as well as between 40 and
44. This was particularly clear for the single infections but the mixed infections were also more

frequent in the two specified age groups.
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Discussion:

The evaluation of 2 PATRICIA studies showed that bivalent vaccination against the HPV hr
subtypes 16/18 has a cross-protective effect against 4 further oncogenic pathogens, namely 33,
31, 45 and 51. If one considers, in total, all oncogenic sub-types which are sensitive to
vaccination, the cumulative figure accounts for 69.8 % of the HPV hr positive women in the
Berlin study group. On the basis of these very clear results, the already existing recommendation
of the German Stindige Impfkommision STIKO (Permanent Vaccination Commission) for
prophylactic vaccination of all girls aged between 12 and 17 can be confirmed. According to
STIKO, a vaccination in women beyond this age depends on the decision of a woman and her

physician since an "intention to treat" based on current data cannot be sufficiently confirmed.
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3  Einleitung

Zervixkarzinom ist nach dem Mammakarzinom das am zweithdufigsten vorkommende
Karzinom und die zweithiufigste Todesursache bei Frauen weltweit.' Auch in den entwickelten
Léandern bleibt es die zweithdufigste Todesursache bei Frauen unter 45 Jahren. Insgesamt bildet
das Zervixkarzinom einen Anteil von 6 % aller menschlichen Krebserkrankungen. Vier von fiinf

neuen Fillen werden gegenwirtig in den Entwicklungslindern diagnostiziert.>”

Inzwischen wurde durch zahlreiche Studien bewiesen, dass das Zervixkarzinom durch eine
Infektion mit onkogenen Subtypen des Humanen Papillomavirus (HPV) verursacht wird.**
Epidemiologische Studien haben gezeigt, dass dies unabhéngig von anderen Risikofaktoren und
iibereinstimmend in verschiedenen Léndern auf allen Kontinenten der Welt geschieht. 22 Lander

weltweit meldeten eine HPV Privalenz von 93 %.” %

HPV ist ein kleiner, geschlossener kreisformiger episomaler Doppelstrang Desoxyribonuklein-
sdure (DNA) Virus. Infektiose Partikel bestehen aus dem ca. 8000 Basenpaar-Genom mit einer
Kapsel von einem ungefdhren Durchmesser von 55 nm. Papillomaviren besitzen ein nicht
umhiilltes Kapsid, das aus dem Hauptkapsidprotein L1 und einem kleineren L2-Protein besteht.’
Die Papillomavirus Familie umfasst eine noch immer grof8er werdende Gruppe, unter denen

inzwischen mehr als hundert vollstindig sequenziert und identifiziert wurden.® "°

Da es keine eindeutig feststehenden Kriterien fiir die Klassifizierung von HPV Typen in low risk
(Ir) und high risk (hr) Gruppen gibt, existiert fiir viele HPV Typen mit einer niedrigen Privalenz
keine Risikoeinstufung. High risk Viren sind diejenigen, die am hiufigsten in invasiven
Karzinomen gefunden werden. In den meisten Studien zeigte HPV 16 die hochste Pravalenz bei
Frauen mit zervikaler intraepithelialer Neoplasie (CIN) oder einem Zervixkarzinom.'" '
Vor allem das Plattenepithelkarzinom wird mit HPV 16 und seinen phylogenetisch verwandten
HPV Typen 31, 35 und 52 in Verbindung gebracht. Weiterhin treten hiufig bei Patientinnen mit
Plattenepithelkarzinom HPV Subtypen 33 und 58 auf. HPV 18 ist der zweithdufigste Karzinom
assoziierte Subtyp, der mit seinen phylogenetisch verwandten HPV Typen 39, 45 und 59 mit

Adenokarzinomen und adenosquamdsen Karzinomen in Beziehung gebracht wird. Griinde fiir

eine solche Spezifitit sind ungewiss.” ®

Low risk Viren verursachen hauptsidchlich benigne exophytische genitale Warzen und sind in

90 % von Condylomata acuminata nachweisbar’. Sie werden aber auch mit niedrigeradigen
Y ggradig
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Plattenepithelldsionen assoziiert. Man weil}, dass die Genome von HPV 16 und HPV 18 fdhig
sind, menschliche Keratinozyten zu immortalisieren, wihrend die DNA von low risk Typen dies
nicht kann. Zwei virale Genprodukte sind fiir diese Immortalisierung von menschlichen
Epithelzellen notwendig: die E6 und E7 Gene. Bei chronisch Infizierten kann es zur verstirkten
Expression dieser beiden viralen Proteine kommen, die man auch als Onkogene bezeichnet. Dies
fihrt zum Eintritt in die S-Phase und in der Folge zur unkontrollierten Zellteilung bei
gleichzeitiger Akkumulation von DNA-Schédden. Ursache hierfiir ist das durch E6 und E7 aul3er
Kraft gesetzte p53-abhéngige Reparatur- und Apoptose-System. Eine Stérung des
Spindelapparates beeintrdchtigt zudem die Mitose. In manchen Fillen werden HPV-DNA-
Bruchstiicke ins Zellgenom integriert. Der Ausfall des viralen Replikationsmodulators E2 ist die
Folge und fiihrt zu einer gesteigerten Expression von E6 und E7. In hochgradigen CIN-Léasionen
und Zervixkarzinomen wird in den proliferierenden Zellteilen eine starke E6/E7 Expression

beobachtet. HPV 16 und HPV 18 werden deshalb auch als Gruppe 1 Karzinogene eingestuft.® ' *

HPV wird hauptséchlich durch Geschlechtsverkehr ibertragen und ist eine der hdufigsten sexuell
iibertragenen Krankheiten. Eine HPV Infektion bei jungen Frauen ist meist voriibergehend und

15-17 Frauen zwischen 21 und 30 Jahren

kurzlebig; es kommt zu einer spontanen Regression.
haben eine hohe Frequenz an sequentiellen HPV Infektionen, die wahrscheinlich auf héhere
sexuelle Aktivitét zuriick zu fiihren ist. Die Inzidenz einer genitalen HPV Infektion nach Erwerb
eines neuen Sexualpartners ist sehr hoch. Mehr als 80 % der sexuell aktiven Frauen waren mit
dem Virus in Kontakt, diec meisten innerhalb der ersten 3 - 4 Jahre nach dem ersten
Geschlechtsverkehr. Dieser Kontakt erfolgt in den meisten Landern im Alter zwischen 15 und 17
Jahren. Die geringe Privalenz des Zervixkarzinoms bei jungen Frauen unterstreicht die benigne
Natur einer initialen HPV Infektion, die eine Regressionsrate von 50 % innerhalb von sechs
Monaten und 90 % innerhalb von 24 Monaten aufweist. Die HPV Ubertragung ist jedoch nicht

auf ein junges Alter begrenzt, sondern erfolgt wihrend des gesamten Lebens einer sexuell

aktiven Frau.

Viele HPV Infektionen bleiben klinisch asymptomatisch, tragen aber zur weiteren Verbreitung
dieser Infektionen bei. Das Auffinden viraler DNA in zytologischen Abstrichen und
Biopsiegewebe gilt als Marker einer HPV Exposition. Die Polymerase Kettenreaktion (PCR)
erlaubt die genaue Beurteilung einer viralen DNA Prisenz in zervikalen Proben, deren
Quantifizierung und Bestimmung der unterschiedlichen HPV Typen. Sie ist die Methode mit der
hochsten Sensitivitit fiir HPV DNA in klinischen Proben.

14



Das Zervixkarzinom wird histologisch in Adenokarzinom, adenosquamdses Karzinom und
Plattenepithelkarzinom gegliedert. Zervikale intraepitheliale Neoplasie Grad 2, 3 und
Adenokarzinom in situ (AIS) sind obligate und unmittelbare Vorstufen eines invasiven

Karzinoms, die fortschreiten, sich aber auch zuriick entwickeln kénnen.'®

Die Infektion mit einem HPV-high risk (HPV-hr) Typ ist notwendig fiir die Entwicklung einer
CIN und damit eines Zervixkarzinoms. Eine zentrale Rolle spielt dabei die Persistenz einer HPV
Infektion.'” Prospektive Studien zeigen, dass eine nachweisbare persistierende Prisenz von HPV

DNA bei gesunden Frauen einer CIN vorausgeht.****

Bis zum jetzigen Zeitpunkt ist die notwendige Dauer einer HPV Infektion zur Entwicklung,
Aufrechterhaltung und dem Fortschreiten einer CIN 3 und hohergradigen Lasionen unbekannt.
Studien belegen aber, dass hochgradige Lésionen stark mit HPV Typ spezifischer Persistenz

assoziiert sind.> 1> 2324

Es existieren groBe Ubereinstimmungen der HPV Typen im urspriinglichen HPV Abstrich mit
den Typen der aus dem invasiven Karzinom entnommenen Biopsie. Das Risiko zervikaler
Neoplasien und hochgradiger Lésionen ist bei Frauen, die wiederholt fiir den identischen HPV
Typ positiv sind, signifikant hoher als bei Frauen, die positiv fiir unterschiedliche HPV Typen
sind, voriibergehende oder bereits vergangene Infektionen haben.”” Studien stimmen darin
iiberein, dass multiple HPV-hr Infektionen kein hoheres Risiko zur Entwicklung einer zervikalen
Neoplasie in den folgenden zwei bis drei Jahren darstellen als eine Infektion mit einem einzelnen
HPV-hr Typ.** Eine persistiecrende HPV Infektion ist der zuverldssigste Faktor, ein
Zervixkarzinom zu prognostizieren.'” Ein persistierender HPV DNA Nachweis nach bereits
erfolgter Behandlung einer CIN 2/3 ist ein prdzises Vorzeichen fiir ein Rezidiv und hat eine
signifikant hohere Sensitivitit als wiederholte suspekte zytologische Abstriche innerhalb von 24
Monaten nach chirurgischer Intervention.”” Frauen, die chronische HPV DNA Tréger bleiben,

sind als Hochrisikogruppe fiir ein Zervixkarzinom einzustufen.

Wiederholte HPV Abstriche bei Frauen, die auf virale Persistenz und zervikale Abnormalititen
iiberwacht wurden, haben gezeigt, dass die mittlere Dauer einer Infektion mit einem HPV-hr Typ
ca. 8 Monate betrigt, die mittlere Dauer einer Infektion mit einem HPV-Ir Typ 4,8 Monate. Eine
Infektion mit HPV-hr Subtyp 16 neigt dazu, linger zu bestehen als durchschnittliche Infektionen

mit anderen hr-Typen.*®
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Ein starker demographischer Einflusswert fiir eine HPV Infektion ist das Alter. Es besteht eine
sehr hohe Prévalenz bei jungen Frauen, ein anschlieBend rascher Abfall der Pravalenz bei Frauen
zwischen 40 und 50 Jahren und ein leichter Anstieg bei Frauen zwischen 55 und 59 Jahren. Die
Inzidenz von HPV Typ 16 fillt dabei signifikant, wihrend man einen Anstieg von HPV Typ 39,
52 und 58 beobachten kann.'”*’ Es besteht jedoch gegenwirtig Unsicherheit, was den Abfall der
altersspezifischen HPV Prévalenz bei Frauen zwischen 30 und 40 Jahren betrifft. Der Grund fiir
den zweiten Gipfel von HPV Nachweisen in der hoheren Altersgruppe ist unklar. Die
Ubereinstimmungen dieser Ergebnisse in vielen individuellen Studien in Lindern mit
betriachtlichen Unterschieden im Sexualverhalten deuten darauf hin, dass diese Beobachtungen
auf biologische Verinderungen wie einem menopausalen, hormonellen und immunologischen
Zustand basieren. Diese biologischen Verdnderungen konnten einen positiven HPV Nachweis
einer vor vielen Jahren erfolgten Exposition und bis dahin unentdeckten HPV Infektion
verursacht haben. Auf der anderen Seite zeigen individuelle Kohortenstudien und Umfragen tiber
Sexualverhalten, dass eine wachsende Anzahl von Sexualpartnern in mittlerem und héherem

Alter nicht ungewdhnlich ist.'® >

Die stirkste Korrelation zwischen HPV Positivitdt und Karzinom zeigt sich bei dlteren Frauen
(Alter > 50 Jahre), obwohl bei postmenopausalen Frauen der prozentuale Anteil eines positiven
HPV Nachweises sinkt und fiir den Rest des Lebens niedrig bleibt. Hoheres Alter und eine HPV-
hr Infektion gelten also als Risikofaktoren filir eine persistierende Infektion und ein

. . 27
Zervixkarzinom.

Multiple HPV-hr Infektionen sind hédufiger bei jungen Frauen. Es konnte jedoch keine
altersabhédngige Risikoerhdhung fiir eine zervikale Neoplasie mit multiplen HPV Infektionen

gefunden werden.”’

Der soziodkonomische Status scheint ebenfalls mit der Prdvalenz von HPV Infektionen
verbunden zu sein. Ein weiterer etablierter Risikofaktor ist die geographische Herkunft.
Hier bestehen regionale Abweichungen in der Verteilung bestimmter HPV Typen, im sexuellen
und reproduktiven Lebensstil (Alter beim ersten Geschlechtsverkehr, hohe Paritit), beim
Rauchen und bei hormonellen Therapien (Langzeitgebrauch von oralen Kontrazeptiva). Eine
Beeinflussung von dadurch bedingtem Sexualverhalten und regelmiBigen Vorsorgeunter-
suchungen konnte jedoch nicht ausgeschlossen werden. Klassische Marker sind andere
Geschlechtskrankheiten in der Vorgeschichte. Auch das Sexualverhalten der Geschlechtspartner

spielt eine zentrale Rolle bei der Inzidenz von Zervixkarzinom.” >
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Zervikale Neoplasien werden meist bei Frauen iiber 30 Jahren erfasst. Der Nachweis von HPV
DNA bei Frauen mit zytologisch normalen Papanicolaou-Abstrichen kann das mdgliche Risiko

eines zukiinftigen Zervixkarzinoms voraussagen.

In Abwesenheit einer viralen DNA entwickelt sich kein Zervixkarzinom. Die meisten
epidemiologischen Studien iiber den Zusammenhang von HPV Infektion und Zervixkarzinom
wurden allerdings mit Proben durchgefiihrt, die erst nach der Karzinomdiagnose entnommen
wurden.”® Durch das bereits entstandene Karzinom wichst die HPV infizierte Gewebemasse, so
dass ein HPV Nachweis vereinfacht wird. Weiterhin geben solche Studien keinen Aufschluss
iiber die zeitliche Reihenfolge des Geschehens. Prospektive Studien miissen das Auftreten eines
invasiven Karzinoms als Endpunkt definieren, um Riickschliisse auf die Ursachen von

Zervixkarzinomen ziehen zu konnen.

Um die potentielle weltweite Bedeutung von Impfstoffen gegen HPV Typ 16 und 18
prognostizieren und weitere HPV Typen in zukiinftigen HPV Impfungen einsetzen zu konnen,
sind weitere Daten zur HPV Typ Verteilung bei Frauen mit invasivem Zervixkarzinom und

seinen Vorstufen notwendig.

Weiterhin wird eine Abschédtzung der HPV Typ Verteilung bei Frauen mit Zervixkarzinom tiber
die letzten acht bis zehn Jahre bendtigt, um eventuelle Auswirkungen der Impfung (Dominanz

anderer HPV-hr Typen) erkennen und neue effektive HPV Impfstoffe herstellen zu konnen.

Bei der Ausheilung von HPV Infektionen ist die Bedeutung der kdrpereigenen Immunabwehr bei
Patientinnen mit supprimierten Immunsystemen von herausragender Wichtigkeit. Bei Humanes
Immundefizienz-Virus (HIV) Infizierten zum Beispiel sowie Transplantatemfpdngern mit
iatrogener Immunsuppression treten HPV-induzierte Dysplasien und Karzinome haufiger auf.’’
Intakte CD4-T-Lymphozyten spielen demnach bei der Abwehr von HPV Infektionen eine
wesentliche Rolle.”’ Im Mittel sind HPV-Kapsid-spezifische Antikorper (AK) 18 Monate nach
einer Infektion nachweisbar. Bei niedrigem AK-Titer bleibt die Hélfte der Infizierten jedoch
seronegativ. Eine Serokonversion ist oft mit einem persistierenden Infektionsverlauf assoziiert.>”
Eine Seropositivitit bietet keinen Schutz vor Reinfektionen.”® Bei immunkompetenten Frauen

heilen HPV Infektionen vorwiegend iiber die zelluldre Immunantwort.

Im Rahmen der prophylaktischen HPV Impfung sind virusneutralisierende AK (humorale

Immunantworten) immunologische Abwehrmechanismen.
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Fir die Bildung der virusneutralisierenden AK ist das Hauptkapsidprotein L1 primér
verantwortlich, damit virusneutralisierende AK nach Immunisierung gebildet werden konnen.
Da diese AK meistens gegen konformationelle Epitope des Kapsids gerichtet sind, miissen Sie
bei der Immunisierung angeboten werden. Dafiir wurde das L1-Gen der betreffenden HPV-
Typen isoliert, wobei sich die L1-Proteinmonomere spontan erst zu Pentameren und dann zu

sogenannten Virus dhnlichen Partikeln (,,virus-like-particles* VLP) zusammenfiigen.”

VLP &dhneln der HPV Struktur, ohne infektioses oder onkogenes genetisches Material zu
enthalten oder toxisch zu sein. Sie induzieren die gleichen virusneutralisierenden AK wie
natiirliche Partikel und bilden daher ideale Vakzine, um eine Inhibition der Virusinfektion

einzuleiten.’

Seit Oktober 2006 existiert ein Impfstoff gegen HPV-hr Subtyp 16 und 18 sowie HPV-Ir Subtyp
6 und 11 (Gardasil®). Seit Oktober 2007 gibt es einen alternativen Impfstoff (Cervarix®),

welcher nur gegen HPV-hr Subtyp 16 und 18 immunisiert."**

Die grof3 angelegte PATRICIA-Studie konnte bei persistierender Infektion sowie CIN2+
positiven Patientinnen (mit oder ohne HPV Subtyp 16/18 Coinfektion) kreuzprotektive
Wirkungen des bivalenten (Cervarix®) Impfstoffes gegen HPV Subtypen 33, 31, 45 und 51

belegen.”” In Anbetracht der bisherigen Entwicklung sind weitere Fortschritte zu erwarten.

Mit der Kreuzprotektion wire eigentlich ein breiter Schutz gegen eine HPV Infektion bei einer
Impfung zu erwarten. Allerdings bestehen dabei zwei Probleme: Die Impfung hat ein relativ
breites Altersfenster, d.h. sie wird je nach Krankenkasse von 12-18 oder auch bis 27 Jahren
iibernommen. Ein Teil der Frauen kann also bereits vor der Impfung HPV erworben haben. Denn
ist ein HPV Typ erst einmal in die Basalzellen eingedrungen, schiitzen die durch die Impfung
erzeugten hohen AK Konzentrationen nur gegen eine Reinfektion. Allerdings konnte auch bei
iiber der Altersgrenze liegenden Frauen mit einer HPV assoziierten Erkrankung durch

Immunisation das Risiko fiir ein erneutes Auftreten einer HPV Lision gesenkt werden. *°

Das zweite Problem ist, dass in Deutschland die Bereitschaft, sich impfen zu lassen, leider nicht
sehr hoch ist. Eine Impfstudie in Australien gab erste Hinweise, dass die Inzidenz einer
zervikalen Dysplasie nach Impfung um fast die Hilfte gesenkt werden konnte.”” Dies lasst sich
jedoch nur sehr begrenzt auf Deutschland iibertragen. Denn anders als in Australien oder den
skandinavischen Lidndern wie Finnland ist die Rate der geimpften Médchen und Frauen nicht

iiber 90 %, sondern liegt in Deutschland bei ca. 30 %.
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Damit liegt eine vollig andere Situation vor, so dass ein protektiver Effekt der Impfung in
Deutschland nur sehr verzogert zu erwarten sein wird. Zudem werden sich die Verteilungen der
Priavalenzen der verschiedenen Subtypen anders &ndern als in den Léndern mit einer hohen
Imptbeteiligung. Gerade die mit der Impfung vermeidbaren Infektionen mit den HPV Typen 16
und 18 sollten in einem gewissen Zeitraum in der Population deutlich riickldufig sein oder sogar

génzlich verschwinden.

In dieser Arbeit sollen deshalb die Pridvalenz und die Verteilung der HPV-Subtypen untersucht
werden. Gleichzeitig sollen Aussagen iiber die Altersstruktur der Prévalenzdaten fiir die
verschiedenen HPV Subtypen erarbeitet werden. Weitere Fragen betreffen den Anteil der
impfrelevanten HPV-hr Typen bei HPV-hr positiv getesteten Patientinnen und die Bedeutung
der HPV-hr und HPV-Ir Typen bei gleichzeitiger Infektion durch mehrere HPV Typen. Da
bereits 1997 in den auch in dieser Untersuchung einbezogenen Arztpraxen eine &dhnliche
Untersuchung im Auftrag des Bundesministeriums fiir Gesundheit (BMG) durchgefiihrt worden
war’", bestand die Moglichkeit, die damals ermittelten Privalenzen mit den in der Studie 10
Jahre spidter festgestellten Prdvalenzen zu vergleichen. Obwohl das Studiendesign
unterschiedlich war (1997 wurde der HPV Test gratis angeboten und in der aktuellen Studie war
der Test kostenpflichtig oder wurde von Privatkassen iibernommen), sollte auch die Frage
beantwortet werden, ob das Monitoring der Laborbefunde Riickschliisse auf die aktuelle
Entwicklung der HPV-Subtypen gestattet und sich als Instrument einer kontinuierlichen

Beobachtung eignet.
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4 Material und Methodik

In die retrospektiv angelegte Studie wurden insgesamt 4000 Patientinnen eingeschlossen. Die
Untersuchungen wurden im Rahmen der Krebsvorsorgeuntersuchungen bei Privatpatientinnen
oder Selbstzahlerinnen durchgefiihrt. Die Patientinnen wurden im Zeitraum Mérz 2006 bis
Februar 2008 in 29 gynékologischen Arztpraxen in Berlin untersucht. Alle Abstriche wurden
routineméBig im Labor der Charité, Universitditsmedizin Berlin, Campus Virchow Klinikum
aufgearbeitet und analysiert. Alle Patientendaten wurden initial schriftlich dokumentiert und fiir
die Ausarbeitung der Studie digitalisiert. Ein besonderes Augenmerk wurde auf das Alter der
Patientinnen und die Inzidenz der HPV-hr sowie HPV-Ir Subtypen gelegt. Im Labor wurde jede
HPV DNA isoliert, die einzelnen Subtypen konnten mittels PCR wie unten beschrieben

nachgewiesen werden.

Alle ausgearbeiteten Daten wurden in Microsoft Excel implementiert und anschlieend

ausgewertet.

4.1 HPV DNA Nachweis

4.1.1 DNA Extraktion
4.1.1.1 Labormaterialien

Thermoblock (Techne), Thermomixer compact (Eppendorf), Zentrifuge 5415 R (Eppendorf),
Multipette (Eppendorf), Combitips 0,5 ml, 5 ml, 10 ml (Eppendorf), Pipetten (Eppendorf) 10ul,
100ul, 1000ul, Filtertips (Greiner bio-one) FT 10 E, 100, 1000, Eppendorfrohrchen,
Reagiergefd3 (SafeSeal) 1,5 ml, Thermocycler T1 (Biometra), Vortex-Mixer VF2 (Janke &
Kunkel), DNA Columns, Collection Tubes 2 ml, Einweghandschuhe

4.1.1.2 Reagenzien und Testkits

Qiagen Mini Kit, ATL Puffer (Tissue lysis buffer), Puffer AL (lysis buffer), Puffer AW1 (wash
buffer 1: 242 ml concentrate add 320 ml ethanol to obtain 562 ml buffer), Puffer AW2 (wash
buffer 2: 40,5 ml concentrate add 95 ml ethanol to obtain 135,5 ml buffer), Puffer AE (Elution
Buffer), Ethanol absolut (Merck)
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4.1.1.3 Durchfithrung
Es werden 500 pl Puffer ATL in einem Eppendorfrohrchen vorgelegt.

Die Probe (der trockene Tupfer des HPV-Abstriches) wird in dieses Eppendorfgefal3 iiberfiihrt
und 5 Minuten bei 90 °C inkubiert (Nukleaseinaktivierung).

Dann werden 500 ul Puffer AL und 50 pl Proteinase K hinzugefiigt, die Proben 10 Sekunden
lang auf einem Vortex-Mixer gemischt, 20 Minuten bei 70 °C inkubiert und zentrifugiert. Es
werden weitere 500 pl Ethanol hinzugefiigt, die Probe wiederum 10 Sekunden auf dem Vortex-

Mixer gemischt und zentrifugiert.

Nun werden 650 pl davon auf die Extraktionssédule pipettiert und 1 Minute lang bei 8000 U/min
zentrifugiert. Die Siule wird auf eine neue Collection Tube gesetzt. Dann werden 500 pl Puffer
AW 1 hinzugegeben und 1 Minute bei 8000 U/min zentrifugiert und die Sdule wiederum auf
eine neue Collection Tube gesetzt. AnschlieBend werden weitere 500 pl Puffer AW 2
hinzugefiigt und 3 Minuten bei 13000 U/min zentrifugiert.

Die Séule wird in ein neues Eppendorfgefdl iiberfiihrt. 200 pl Puffer AE, der auf 90 °C
vorgewirmt ist, wird direkt auf die Sdule pipettiert, 1 Minute inkubiert und 1 Minute bei 8000

U/min zentrifugiert.

4.1.2 PCR Analyse
4.1.2.1 Labormaterialien

Pipetten (Eppendorf) 10 pl, 100 pl, 1000 pl, Filtertips (Greiner bio-one) FT 10 E, 100, 1000,
PCR Tubes (Biozym) 0,2 ml, PCR Caps (Bioym) 0,2 ml, Racks fiir PCR Strips, Minizentrifuge
(National Labnet), Nitrile Handschuhe, Elektrophoresekammer (Agagel Maxi Biometra),
Electrophoresis Power Supply (Gibco), Lichttisch Mighty Bright (Hoefer), Kamera (Polaroid
Direct Screen Instant Camera), Electrophoresis hood, Auto-Lipa-Gerdt (Innogenetics),

Inkubationswanne fiir Auto-Lipa-Gerit (Innogenetics), Mikrowelle
4.1.2.2 Reagenzien und Testkits

Aqua (B. Braun), Primer MY 09/MY 11 (TIB Molbiol), PCO-Primer (TIB Molbiol), Platinum
Taq DNA Polymerase (Invitrogen), 10 x PCR Rxn Buffer (Invitrogen), 50 mM MgCI2
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(Invitrogen), dNTP Set 4 x 25 umol (Invitrogen), QA-Agarose TM (Qbiogene), GelPilot 100 bp
Plus Ladder (Qiagen), 10 x TBE Puffer (Roth), Ethidiumbromid 10 mg/ml (Pierce), INNO-LIPA
HPV  Genotyping CE (Innogenetics) enthélt: Teststreifen, Denaturierungslosung,
Hybridisierungslosung, Stringent-Waschlosung, Konjugat 100x konzentriert (wird im Verhiltnis
1:100 in Konjugatverdiinner verdiinnt), Konjugatverdiinner, BCIP/NBT-Substrat 100x
konzentriert (wird im Verhéltnis 1:100 in Substratpuffer verdiinnt), Substratpuffer, 5x
konzentrierte Spiillosung (wird im Verhiltnis 1:5 in destilliertem Wasser verdiinnt),
Ableseschablone, Datenblitter, Auswertungstabelle), INNO-LIPA HPV Genotyping CE AMP
Kit (Innogenetics) enthélt: Primer Mix, Kontroll PCR

4.1.2.3 Durchfithrung

Zu 40 pl Mastermix, der aus 30,3 pl H,O, 5 ul PCR-Puffer, 2,5 pl MgCL, 1 ul dNTPs, 0,5 ul
Primer MY 09, 0,5 pl Primer MY 11 und 0,2 pl Taq Polymerase besteht, werden 10 pl DNA in

ein Amplifikationsréhrchen pipettiert.

Die Proben werden in den vorgeheizten und kalibrierten Thermoblock gesetzt, es wird jeweils

eine Positiv- und eine Negativkontrolle mitgefiihrt und das Amplifikationsprogramm gestartet.

Das Temperaturprofil wird dabei wie folgt durchlaufen:
1. 9 Minuten 94 °C zur Aktivierung der Taq Polymerase,
2. 1 Minute 25 Sekunden 94 °C zur Denaturierung,
3. 1 Minute 25 Sekunden 60 °C zum Annealing der Primer,
4. 1 Minute 25 Sekunden 72 °C zur Erweiterung der Primer,
5. 5 Minuten 72 °C zur endgiiltigen Extension.

Schritte 2 - 4 42x.
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Fiir den Nachweis im Agarosegel werden 10 ul Amplifikat mit 1 pl Gelladepuffer versetzt und
auf ein 2 prozentiges Agarosegel (in TBE-Puffer), das 0,5 pg/ml Ethidiumbromid enthilt,
aufgetragen. Die Auftrennung erfolgt bei 200V. Das Gel wird auf den UV-Lichttisch gelegt und
fotografiert.

Alle positiven Proben werden nun mit dem Inno-Lipa Amplifikationskit amplifiziert.
Dazu werden 40 pl Mastermix, bestehend aus 5 pl 10 x PCR-Puffer II, 1,5 Units AmpliTaq Gold
DNA Polymerase, 2 mM Mg CL, 200 uM dNTP, 10 pl Primer Mix und 40 pl H.O, mit 10 pl
DNA in ein Amplifikationsrohrchen pipettiert.

Die Proben werden in den vorgeheizten und kalibrierten Thermoblock gesetzt und das

Amplifikationsprogramm gestartet.

Das Temperaturprofil wird dabei wie folgt durchlaufen:
1. 9 Minuten 94 °C zur Aktivierung der Platinum Taq DNA Polymerase,
2. 30 Sekunden 94 °C zur Denaturierung,
3. 45 Sekunden 52 °C zum Annealing der Primer,
4. 45 Sekunden 72 °C zur Erweiterung der Primer,
5. 5 Minuten 72 °C zur endgiiltigen Extension.

Schritte 2-4 40x.

Zur Hybridisierung der Proben werden 10 pl Denaturierungslosung in jede Testwanne pipettiert
und 10 pl amplifiziertes biotinyliertes Produkt hinzugegeben. Die Denaturierung schreitet nun
fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur fort. Danach werden die Teststreifen in die Wannen gelegt.
2 ml der auf 37 °C vorgewdrmten Hybridisierungslosung werden in jede Wanne zu dem
denaturierten Amplifikationsprodukt gegeben. Die Inkubationswanne wird in das Auto-Lipa-

Gerét gelegt und das Hybridisierungsprogramm gestartet:
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Die Hybridisierung findet fiir 60 Minuten bei 49 °C statt. AnschlieBend wird 2x mit Stringent
Waschldsung fiir 1 Minute bei 49 °C gewaschen, danach fiir 30 Minuten bei 49 °C inkubiert.

Alle folgenden Schritte werden bei Raumtemperatur durchgefiihrt:

Fiir die Farbentwicklung wird jeder Teststreifen zwei Mal fiir 1 Minute mit 2 ml der verdiinnten
Spiillésung gewaschen und danach fiir 30 Minuten in 2 ml Konjugatldsung inkubiert. Jeder
Teststreifen wird zwei Mal fiir eine Minute mit 2 ml verdiinnter Spiilldsung gespiilt,
anschlieBend nochmals mit 2 ml Substratpuffer gewaschen und fiir 30 Minuten in 2 ml

Substratldsung inkubiert.

Die Farbentwicklung wird durch zweimaliges Waschen mit 2 ml destilliertem Wasser gestoppt.
Danach werden die Streifen aus den Wannen genommen, auf absorbierendes Papier gelegt und

spater vollstindig trocken zum Auswerten auf das Datenblatt geklebt.
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S  Ergebnisse

Die Studie beruht auf Daten von 4000 Patientinnen, die sich im Zeitraum von Mirz 2006 bis
Februar 2008 einem HPV Screening unterzogen haben. Die Untersuchungen wurden im Rahmen
der routinemifigen Krebsvorsorgeuntersuchung als Wahlleistung oder bei Selbstzahlerinnen in

insgesamt 29 gyndkologischen Arztpraxen durchgefiihrt.

Von den 4000 untersuchten Patientinnen war die Jiingste 14 und die Alteste 77 Jahre alt. Das
gesamte Patientenkollektiv wurde in 9 Gruppen unterteilt: <20, 20-24, 25-29, 30-34, 35-39, 40-
44, 45-49, 50-54 und >54 (Tab. 1).

Alter Anzahl Anteil
<20 113 2,8 %
20-24 275 6,9 %
25-29 370 9,3 %
30-34 461 11,5 %
35-39 655 16,4 %
40-44 727 18,2 %
45-49 461 11,5 %
50-54 369 9,2 %
>54 569 14,2 %
Total 4000 100 %

Tabelle 1: Anzahl und prozentualer Anteil der Patientinnen in den einzelnen Altersgruppen.

Die Gruppe der unter 20-Jéhrigen war mit 113 Teilnehmerinnen die kleinste. Die Altersgruppe
der Frauen iiber 54 erstreckte sich bis zum 77. Lebensjahr. Da ab diesem Alter die Pravalenz von
HPV geringer war, wurde sie zusammengefasst. In dem verwendeten Testsystem konnten 11
HPV-Ir Subtypen und 14 HPV-hr Subtypen nachgewiesen werden. Zu den HPV-Ir Subtypen
gehoren: 53, 70, 54, 6, 44, 40, 74, 43, 42, 11 und 61. Zu den HPV-hr Subtypen gehoren: 16, 31,
66, 51, 45, 18, 68, 58, 33, 52, 39, 59, 56 und 35.

Insgesamt hatten von den 4000 Teilnehmerinnen 2996 (74,9 %) Frauen einen negativen HPV
Nachweis. Bei 1004 (25,1 %) der Frauen war ein Amplifikat nach Einsatz der Konsensussonde
nachweisbar und damit bestand zumindest der Verdacht eines positiven HPV Nachweises.
Dieser Verdacht konnte bei 819 (20,5 %) Patientinnen durch eine Zuordnung in der
Hybridisierung zu einem oder auch mehr als einem gleichzeitig vorliegenden HPV Typen

bestitigt werden. In den Ergebnissen fanden sich Infektionen mit nur einem HPV-hr oder -Ir
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Typen, oder es lagen kombinierte Infektionen mit zwei oder mehr HPV-hr oder -Ir Typen vor,
oder aber als Mischinfektionen bezeichnete Kombinationen mit verschiedenen HPV-hr und -Ir
Typen. Unter Berticksichtigung der 170 Frauen mit sogenannten Mischinfektionen von HPV-hr
und Ir und 185 Frauen mit nicht klassifizierbaren HPV Typen fand sich folgende Verteilung der
HPV Infektionen (Abb. 1).

B HPV Inzidenz
3500
2996
3000
g 2500
=
g
; 2000
=
& 1500
3
= 1000
S 474
Z 500 - 175 170 I85
0 | B R—
HPV-hr HPV-Ir HPV-hr und nicht
HPV-Ir klassifizierbar HPV-negativ
HPYV Privalenz

Abbildung 1: Typisierung der HPV positiven Patientinnen unter Einbeziehung der Mischinfektionen.
HPV-hr und HPV-Ir sind als mehrfache oder einzelne Infektionen beriicksichtigt.

Bei 474 (11,9 %) Frauen fanden sich ein oder mehrere HPV-hr Typen. Bei 175 Frauen (4,4 %)
fanden sich ein oder mehr HPV-Ir Subtypen und 170 Frauen (4,3 %) hatten zusétzlich
Mischinfektionen mit beiden Typen. Bei 185 (4,6 %) der Frauen mit einem Amplifikat konnte in
der Hybridisierung kein Subtyp identifiziert werden. Diese Proben wurden als fraglicher

Nachweis einer HPV Infektion gewertet.

Die Verteilung der HPV Befunde zeigt Tabelle 2a. Evident ist, dass der Anteil von hr
Infektionen verglichen mit Ir Infektionen fast doppelt so hoch ist. Bezogen auf die Summe der
Frauen mit identifizierten Typen (n=819) wird die Bedeutung der Mischinfektionen mit hr und Ir
Typen, aber auch der Mehrfachinfektionen deutlich, die zusammen 36,3 % der Frauen mit
typisierter HPV Infektion betreffen. Dem gleichzeitigen Vorliegen von Misch- und
Mehrfachinfektionen wird in der Tabelle 2b Rechnung getragen, in der die Verteilung separat

aufgeschliisselt wird.
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N=4000 N % n=819

HPV neg 2996 74,9

HPV nk 185 4,6 Odds Ratio % Odds Ratio
HPV-hr und/oder -Ir Infizierte | 819 20,5 100

HPV-hr Infizierte 644 16,1 2,0 (1,8-2,3)* 78,6 5,0 (4,0-
HPV-Ir Infizierte 345 8,6 42,1 6.3)*
HPV-hr =1 470 11,8 1,6 (1,4-1,9)* 57 2,3 (1,9-
HPV-Ir =1 151 3,8 36,6 2.8)*
HPV-hr>2 174 4.4 4 (2.9-5,6)* 21,2 2,5 (1,7-
HPV-Ir>2 45 1,1 5,5 3.5)*
HPV-hr+Ir Mischinfizierte 170 4,3 0,8 (0,6-0,9) 20,8 0,7 (0,5-0,9)
HPV Mehrfachinfizierte 219 5,5 p=0,005 26,7 p=0,005
Misch- und Kombiinfizierte 297 7.4 36,3

Tabelle 2a: Anteil der Mehrfachinfektionen und der Mischinfektionen im Studienkollektiv. *p<0.000

HPV-Ir=0 HPV-Ir =1 HPV-Ir >2 HPV +
HPV-hr =0 3181 151 24 175
HPV-hr =1 371 88 11 470
HPV-hr >2 103 61 10 174
HPV + 474 300 45 819

Tabelle 2b: Verteilung der HPV Typen als Mischinfektionen zwischen HPV-hr und -lr (rot) und Anteil
der Mehrfachinfektionen durch kombinierte HPV-hr oder HPV-Ir Typen (jeweils blau).

Insgesamt konnte bei 644 Frauen das Vorliegen von einem (470) und zwei oder mehr HPV-hr
Typen (174) nachgewiesen werden. Von den insgesamt 345 erkannten Infektionen mit HPV-Ir
Typen war bei 300 Frauen nur ein Typ und bei 45 Frauen mehr als ein Typ nachweisbar.
Infektionen mit HPV-hr Subtypen waren in der Population nicht nur fast doppelt so héufig
nachzuweisen, sondern es fand sich auch ein signifikant héherer Anteil von Mehrfachinfektionen
mit hr Typen, selbst unter Berlicksichtigung der tatsdchlichen Pridvalenzen des Risikotyps bei
den Infizierten. In der Hélfte der Fille einer nachgewiesenen HPV-Ir Infektion lag gleichzeitig
eine HPV-hr Infektion vor. Entsprechend war bei HPV-hr Infektionen nur in 26,4 % eine

gleichzeitige Ir Infektion zu finden.

Beriicksichtigt man den sich allerdings erheblich iiberschneidenden Anteil von Misch- und
Mehrfachinfektionen, so sind Mehrfachinfektionen durch die hohe Prdvalenz der hr Typen
héufiger. Innerhalb der Mischinfektionen war allerdings der Anteil von hr Mehrfachinfektionen

mit 36 % deutlich haufiger, als mit 22 % unter den 474 Ir Infektionen.
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5.1 Verteilung der HPV-hr und -Ir Typen in der Studienpopulation

Bei der Untersuchung der Proben auf HPV-hr Typen konnte bei 644 Frauen das Vorliegen von
ein (470) oder auch mehr HPV-hr (174) Typen nachgewiesen werden. Insgesamt waren bei
diesen Frauen 880 HPV-hr Typen nachzuweisen. Das heilit, 410 HPV-hr Typen verteilten sich
auf n=174 Frauen, die mit zwei oder mehr im Mittelwert 2,37 HPV-hr Typen infiziert waren.

Von den 220 Frauen mit einer HPV 16 Infektion hatten 75 (25 %) auch Infektionen mit anderen
HPV-hr oder -Ir Typen. Dies wurde auch bei Infektionen mit HPV 18, HPV 31 und allen anderen
HPV-hr Typen gezeigt (Tab. 3).

Zur Beantwortung der Frage, ob die Verteilung der Anteile von hr Typen durch
Mehrfachinfektionen beeinflusst wird, wurden Einzelinfektionen und alle Infektionen mit
Mehrfachinfektionen gegeniibergestellt. Dazu wurden die Mehrfachinfektionen auf den am
héiufigsten vorliegenden Typ 16 bezogen (Tab. 4) und bereits beriicksichtigte Typen stufenweise
abgezogen. Bei den 644 Frauen mit HPV-hr Infektion wurden insgesamt 880 Infektionen
festgestellt, da jetzt auch mehrfache Infektionen gewertet wurden. Damit lagen insgesamt 137 %
HPYV Infektionen vor. Im Vergleich erhohten sich die Anteile der jeweiligen HPV-hr Typen in
zwar unterschiedlichen Ausmallen zwischen 25 bis 55 %, hatten aber auf die Verteilung selbst
keinen signifikanten Einfluss. Das heif3t, es konnten keine Typen erkannt werden, die besonders
hiufig in Kombinationen vorkamen. Als einziger HPV Typ war HPV 16 als hiufigster
nachgewiesener HPV Typ in Mehrfachinfektionen sogar signifikant weniger vertreten.

Ansonsten wurde die Pravalenz von HPV-hr Typen durch Mehrfachinfektionen nicht beeinflusst.
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Verteilung der HPV-hr Typen bei | Verteilung aller HPV-hr Typen p-Wert
Einzelinfekten
Typ N| % Typ N| %
16 146 | 31,1 16 220 | 34 0.02
66 50 | 10,6 31 103 | 16 ns
31 471 10,0 66 87 | 14 ns
58 34 17,1 51 75| 12 ns
45 33170 45 60 |9 ns
18 281 6,0 18 5519 ns
51 28 16,0 68 54 |8 ns
68 26|54 58 53 |8 ns
33 25153 33 49 | 8 ns
52 20| 4,3 52 43 | 7 ns
39 13 2,7 39 3215 ns
59 10 | 2,1 59 28 | 4 ns
56 811,77 56 1512 ns
35 21043 35 6|1 ns
470 | 100 % 880 | 137 %

Tabelle 3: HPV-hr Subtyp Verteilung bei Einzelinfekten und bei Wertung auch der mehrfachen
Infektionen mit HPV-hr Typen (ns = nicht signifikant).

220 (34 %) Patientinnen hatten einen positiven Nachweis auf HPV-hr Subtyp 16, welcher bei
weitem das hdufigste Vorkommen hatte. 103 (16 %) Patientinnen waren HPV-hr Subtyp 31, 74
(14 %) HPV-hr Subtyp 66, 75 (12 %) HPV-hr Subtyp 51, 60 (9 %) HPV-hr Subtyp 45, 55 (9 %)
HPV-hr Subtyp 18, 54 (8 %) HPV-hr Subtyp 68, 53 (8 %) HPV-hr Subtyp 58, 49 (8 %) HPV-hr
Subtyp 33, 43 (7 %) HPV-hr Subtyp 52, 32 (5 %) HPV-hr Subtyp 39, 28 (4 %) HPV-hr Subtyp
59, 15 (2 %) HPV-hr Subtyp 56 und 6 (1 %) HPV-hr Subtyp 35 positiv (Abb. 2).

EHPV-hr Subtypen

40 % 134%
30 %
0,

20 % 16.% 4% 127

L /0 0 0

9% 9% 8% 8% 8% 7

10 % R

llllll  m om %
0% — —

31 66 51 68 33 39 59 56 35
HPV-hr Subtypen

Abbildung 2: HPV-hr Subtypen nach Hiufigkeit und prozentualem Anteil graphisch dargestellt.
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Ahnlich verhielt es sich auch bei der Verteilung der nachgewiesenen HPV-Ir Typen sowie bei
deren prozentualen Anteilen, welche der Tabelle 4 sowie der Abbildung 3 zu entnehmen sind.
Insgesamt konnten bei 345 Frauen (8,6 %) HPV-Ir Typen nachgewiesen werden. Von diesen
hatten 45 (13 %) der Untersuchten zwei oder mehr Infektionen mit unterschiedlichen HPV-Ir

Typen. Das heiflt 13 % der nachgewiesenen HPV-Ir Typen sind Mehrfachinfektionen geschuldet.

Verteilung der HPV-Ir Typen bei Verteilung aller HPV-Ir p-Wert
Einzelinfekten Typen
Typ N| % Typ N| %
53 101 | 29,1 53 108 | 31 ns
70 69 | 20,1 70 80 | 23 ns
54 69 | 20,1 54 79 | 23 ns
6 52| 15,1 6 59|17 ns
40 15 4,2 44 17 |5 ns
44 10 |3 40 16 | 5 ns
43 10 |3 74 16 | 5 ns
74 8123 43 10 | 2 ns
42 501,3 42 2 ns
11 501,3 11 511 ns
61 00 61 1 -
345 | 100 399 | 115

Tabelle 4: HPV-Ir Subtypen nach Hdiufigkeit und prozentualem Anteil.

S HPV-Ir Subtypen
35%
I
30%
25 9%, 23-%—239
20 %
15 %
10 %
5% 5% 5%
5% A 78
B B
0% - - . .
53 70 42 11 61
HPV-Ir Subtypen

Abbildung 3: HPV-Ir Subtypen nach Hiufigkeit und prozentualem Anteil graphisch dargestellt.
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Dies beriicksichtigend wurde bei 108 (31 %) Patientinnen HPV-Ir Subtyp 53 nachgewiesen.
Dieser war damit der hdufigste HPV-Ir Typ. 80 (23 %) Patientinnen hatten HPV-Ir Subtyp 70. 79
Frauen (23 %) waren mit HPV-Ir Subtyp 54 infiziert. 59 Frauen (17 %) hatten HPV-Ir Subtyp 6,
17 (5 %) HPV-Ir Subtyp 44, 16 (5 %) HPV-Ir Subtyp 40, 16 (5 %) HPV-Ir Subtyp 74, 10 (2 %)
HPV-Ir Subtyp 43, 8 (2 %) HPV-Ir Subtyp 42, 5 (1 %) HPV-Ir Subtyp 11 und eine (1 %) HPV-Ir
Subtyp 61. Bezogen auf die Population der Untersuchten waren die fiir Condylomata acuminata
verantwortlich gemachten HPV-Ir Typen HPV 6 mit einer Pravalenz von 1,5 % und Subtyp 11

mit einer Pravalenz von 0,13 % vertreten (Abb. 3).
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5.2  Altersverteilung

Bei der Altersverteilung von Frauen, die einen ausschlieBlichen HPV-Ir Nachweis haben, werden
gerade in jungen Jahren <20 die hochsten Privalenzen (6,2 %) gefunden. Diese fallen
kontinuierlich bis zur Gruppe der 30 bis 34-Jdhrigen ab, um bei Frauen zwischen 35 und 39
Jahren erneut auf 5,67 % anzusteigen. Mit zunehmendem Alter wird dann die Infektion mit
HPV-Ir Typen seltener beobachtet. In der Altersgruppe der >54-Jéhrigen sind nur noch 2,1 %
betroffen (Abb. 4).

EHPV-Ir

7,0 %

6,2 %

6,0 % 5.6 %

4.8 %
43 % 4,3 %
0,
3.7% 39 %
I I .

<20 20-24 25-29 30-34 35-39 40-44 45-49 50-54 >54
Altersgruppen

5,0%

4,0 %

v

3,0%

2,0 %

1,0 %

0,0 %

Abbildung 4: Verteilung der Privalenzen von HPV-Ir Infektionen ohne Mischinfektionen auf die
Altersgruppen. Die durchschnittliche Privalenz lag bei 3,8 % (roter Pfeil).

Im Vergleich steigt die Prdvalenz der HPV-hr positiven Frauen in den friilhen Zwanzigern
kontinuierlich bis zur Gruppe der 25 bis 29-Jihrigen auf 18,2 % an. Mit steigendem Alter fallt
die Priavalenz der HPV-hr Typen bis zum 49. Lebensjahr auf 6,9 % ab. Allerdings konnte bei den
in dieser Studie untersuchten iiber 54-Jahrigen eine leicht erhohte Privalenz beobachtet werden
(Abb. 5). Frauen, die eine HPV-hr und gleichzeitig eine HPV-Ir Infektion hatten (Abb. 6) zeigten
gerade bei 20 bis 24-Jahrigen die hochste Privalenz. Auch hier fand sich mit zunehmendem

Alter ein Abfall der Priavalenz.
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Abbildung 5: Verteilung der Privalenzen von HPV-hr Infektionen ohne Mischinfektionen auf die
Altersgruppen. Die durchschnittliche Privalenz lag bei 11,8 % (roter Pfeil).

5 (hr+Ir)

12,0 %

5.4 %

10,2 %
6,5 %
4,6 %
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8,0 % 7.1 %
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4,0 %
’ 29%  28% 2.6 %
- I =

0,0 %
<20 20-24 25-29 30-34 35-39 40-44 45-49 50-54 >54
Altersgruppen

v

Abbildung 6: Verteilung der Privalenzen von Mischinfektionen (hr+lr) auf die Altersgruppen.
Die durchschnittliche Privalenz lag bei 4,3 % (roter Pfeil).

33



¥ hr+(hr+lr)

30,0 %

26,0 %
Y 25.0%

25,0 %

20,0 %

20,0 % 18,0 %

15.0 %
0,
10,0 % 11,0 % —
0%

<20 20-24 25-29 30-34 35-39 40-44 45-49 50-54 >54
Altersgruppen

v

150% | 13,0%

10,0 %

5,0%

0,0 %

Abbildung 7: Verteilung der Privalenzen von HPV-hr positiven und Mischinfektionen (hr+lr) auf die
Altersgruppen. Die durchschnittliche Privalenz lag bei 16,1 % (roter Pfeil).

Unter dem sich hier abzeichnenden Trend, dass HPV-Ir Typen einen fritheren Pravalenzpeak
zeigen als HPV-hr Infektionen, verwundert es nicht, dass die Privalenz aller HPV-hr Typen, d.h.
aller Infektionen an denen HPV-hr Typen beteiligt sind, eine Verschiebung der hdochsten
Priavalenz von 26 % auf die Gruppe der 20 bis 24-Jéhrigen ergab. Die HPV-hr und HPV-hr und
-Ir Infizierten zeigten ansonsten eine vergleichbare Senkung der Prdvalenz zu hoheren

Altersgruppen hin (Abb. 7).

Damit wurde die Untersuchung der nicht klassifizierbaren HPV Nachweise interessant. Denn mit
einer altersunabhdngigen Durchschnittspravalenz von 4,6 % hatten diese durchaus einen
beachtlichen Anteil an den HPV Infektionen in der Population. Die Altersverteilung der nk HPV
verhilt sich aber im Vergleich zu den HPV-Ir und -hr Typen anders. Vergleichbar zu den hr
Typen stieg die Privalenz in den frithen Altersgruppen an, erreichte aber erst in der Gruppe der
30 bis 34-Jdhrigen seine Peakprdvalenz von 6,5 % (Abb. 8). Allerdings verblieben die

Altersgruppenprivalenzen auch mit steigendem Alter auf einem konstant erhohten Niveau.
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Abbildung 8: Verteilung der Privalenzen von nicht klassifizierbaren HPV Infektionen auf die
Altersgruppen. Die durchschnittliche Privalenz lag bei 4,6 % (roter Pfeil).

Somit unterscheiden sich die altersabhingigen Entwicklungen der nicht klassifizierbaren Typen
sowohl von den HPV-Ir Typen als auch von den HPV-hr Typen. Lr aber auch hr Typen zeigen
im linearen Trend eine Abnahme der Privalenzen mit zunehmender Altersgruppe. Dabei
verschieben sich die Peakprdvalenzen: Die hochsten Pravalenzen bei Ir Typen zeigten sich bei
den unter 20-Jdhrigen und verschoben sich bei Frauen mit einem hohen Anteil von hr
Infektionen auf mittlere Altersgruppen bis 30 Jahre (Abb. 9). Bei den nicht klassifizierbaren
HPV Infektionen zeigte sich beim linearen Vergleich der Altersentwicklung in allen verfligbaren
Tests (Pearson etc.) eine von den jungen Jahrgingen ansteigende Entwicklung der Privalenz, die
sich signifikant von den nachgewiesenen Virustypen unterschied (Abb. 10). Hier stellt sich die
Frage, ob es sich nicht um inkomplette Virus DNA oder DNA Fragmente handelt, die kein

aktives oder infektionstiichtiges Virus reprisentieren.
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Abbildung 9: Privalenz der HPV-hr Typen inklusive der hr Typen, die als Mischinfektionen (hr+lIr)

gefunden wurden sowie der HPV-Ir Infektionen und der linear prognostizierbare Trend der

Altersentwicklung.
30,0 %
20,0 % hr+(hr+lr)
(hr+lr)
=—HPV-Ir
10.0 % A Linear (hr+(hr+lr))
Linear ((hr+lr))
5,0 % Linear (HPV-Ir)

0,0 %

<20  20-24 25-29 30-34 35-39 40-44 45-49 50-54 =54

Altersgruppen

Abbildung 10: Privalenz der HPV-hr und -Ir Typen sowie der nicht klassifizierbaren Typen und der

linear prognostizierbare Trend der Altersentwicklung.
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Abbildung 11: Verteilung der Priivalenzen aller HPV Typen inklusive Misch- und Mehrfach-
infektionen auf die Altersgruppen. Die durchschnittliche Préivalenz lag bei 20,5 % (roter Pfeil).

Betrachtet man nun die Altersverteilung aller HPV Infektionen in ihrer Gesamtheit, so zeigt sich

ein deutlicher Gipfel von 31,6 % bei den 20 bis 24-Jahrigen. Die Prévalenz fallt nur langsam auf
29,3 % bei den 25 bis 29-Jahrigen ab und bleibt dann bis zu einem Alter von 39 Jahren mit 23,6 %

auf einem konstanten Niveau. Erst ab einem Alter von 40 Jahren pendelt sich die Privalenz wieder

auf 19 % ein, um dann in den hoheren Altersgruppen weiter abzufallen (Abb. 11).
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5.3 Verteilung der Misch- und Mehrfachinfektionen im Hinblick auf die

existierenden Impfungen

Aufgrund der existierenden Impfungen gegen HPV-Ir Subtypen 6 und 11 sowie der HPV-hr
Subtypen 16 und 18, wurden diese auch in Hinblick auf eventuelle Kreuzreaktionen gesondert
untersucht. Von den 4000 Patientinnen hatten 59 (1,5 %) Patientinnen einen positiven Nachweis
auf HPV-Ir Subtyp 6. Bei genauer Betrachtung hatten sogar nur 33 (0,83 %) Patientinnen eine
Einzelinfektion. Die iibrigen 26 (0,67 %) Patientinnen hatten eine Mischinfektion mit einem
HPV-hr Subtypen. Davon waren 4 (0,1 %) mit HPV-Ir Subtyp 6 und HPV-hr Subtyp 16 infiziert.
Eine (0,03 %) der Patientinnen war mit HPV-Ir Subtyp 6 und HPV-hr Subtyp 18 infiziert. Keine
der 4000 Patientinnen hatte eine gleichzeitige Mischinfektion mit den HPV-hr Subtypen 16 und
18. Zusammenfassend waren es 5 (0,13 %) Patientinnen, die HPV-Ir Subtyp 6 in Kombination

mit einem impfsensiblen HPV-hr Subtypen infiziert waren (Abb. 12).

Weitaus geringer fallen die Zahlen der HPV-Ir Subtyp 11 infizierten Patientinnen aus. Bei
insgesamt 5 (0,13 %) Infektionen war nur eine (0,03 %) Mischinfektion in Kombination mit dem
HPV-hr Subtypen 53 vorhanden. Eine Mischinfektion mit den HPV-hr Subtypen 16 oder 18 war
nicht vertreten. Die iibrigen 4 (0,1 %) HPV-Ir Subtyp 11 Infektionen waren Einzelinfektionen
(Abb. 12).

Virus 6 und 11

4000
3990

26

3980
3970 A
3960 A

Enthélt Virus und High-Risk
3950 -

Verteilung

¥ Enthilt Virus und kein High-Risk
3940 A
B Enthilt kein Virus

3930 1
3920 A

3910 -
Virus 6 Virus 11

HPV-Ir

Abbildung 12: Hiufigkeit der Einzel- und Mischinfektionen fiir HPV-Ir Subtyp 6 und 11.
Der Ubersichtlichkeit halber Skalierung auf der y-Achse erst bei 3910 begonnen.
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Bei den impfrelevanten HVP-hr Subtypen 16 und 18 wurden folgende Ergebnisse ermittelt:
Insgesamt waren 220 (5,5 %) Patientinnen HPV-hr Subtyp 16 positiv. Davon waren 173 (4,3 %)
Einzelinfektionen oder Infektionen mit einem anderen nicht impfrelevanten HPV-hr Subtypen.
47 (1,2 %) Patientinnen hatten eine Mischinfektion mit einem HPV-Ir Subtypen. 8 (0,2 %)
Patientinnen hatten einen positiven Kombinationsnachweis mit HPV-hr Subtyp 16 und 18.
5 (0,13 %) Patientinnen hatten zusdtzlich einen Nachweis auf einen HPV-Ir Subtypen. Folglich
waren 13 (0,33 %) Patientinnen auf sowohl HPV-hr Subtyp 16 als auch 18 positiv getestet
(Abb. 13).

Von den untersuchten Patientinnen waren 55 (1,4 %) HPV-hr Subtyp 18 positiv. Davon hatten
36 (0,9 %) eine Einzelinfektion oder eine Infektion mit einem weiteren nicht impfrelevanten
HPV-hr Subtypen. 19 (0,5 %) Patientinnen hatten eine Mischinfektion mit einem HPV-Ir
Subtypen (Abb. 13).
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Abbildung 13: Hiufigkeit der Einzel- und Mischinfektionen fiir HPV-hr Subtyp 16 und 18.
Der Ubersichtlichkeit halber Skalierung auf der y-Achse erst bei 3650 begonnen.
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5.4 Altersverteilung der Priivalenzen fiir einzelne Subtypen

Betrachtet man die Altersverteilung von HPV 16 gesondert, so fillt sofort der Gipfel zwischen dem
20. und 24. Lebensjahr auf (11,3 % bzw. 10,8 %). Ab dem 30. Lebensjahr kommt es zu einem
rasanten Abfall der HPV Subtyp 16 Infektionen auf etwa die Hailfte (5,4 %). Es zeigt sich ein
erneuter kleiner Gipfel bei den 35 bis 40-Jahrigen Frauen. Danach pendelt sich die HPV Subtyp 16

Inzidenz bei unter 4 % ein. Ab einem Alter von 55 Jahren fillt sie sogar auf unter 2 % (Abb. 14).

12,0 %
10,0 %
8,0 %
6,0 %
4,0 %
2,0%
0,0 %

EHPV 16
IL3%  10.89%
7,0 %
5.4 % 49 %
3,3 % 3,8 UO -
20-24 25-29 30-34 35-39 40-44 45-49 50-54 >54

Altersgruppen

Abbildung 14: Altersverteilung HPV 16. Die durchschnittliche Préivalenz lag bei 5,6 % (roter Pfeil).

Ein Gipfel von HPV Subtyp 18 zeigt sich deutlich im Alter zwischen dem 25. und 34. Lebensjahr
(13,6 % und 11,7 %). Auch hier ldsst sich ein zweiter Gipfel beobachten (7,8 %), welcher im

Vergleich zu HPV Subtyp 16 um etwa 5 Jahre verschoben zwischen dem 40. und 44. Lebensjahr

liegt. Im weiteren Altersverlauf bleibt die Inzidenz von HPV Subtyp 18 unter 5 % (Abb. 15).
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Abbildung 15: Altersverteilung HPV 18. Die durchschnittliche Préivalenz lag bei 5,9 % (roter Pfeil).
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HPV Subtyp 31 dagegen zeigt einen spateren Anstieg seiner Inzidenz zwischen dem 30. und 34.

Lebensjahr (15,5 %). Seinen Gipfel erreicht er sogar erst zwischen dem 35. und 44. Lebenjahr

(24,3 % und 21,4 %). Danach verschwindet er fast mit unter 3 %, wobei sich im Alter von tliber

54 Jahren wieder eine Inzidenz von etwa 10 % ergibt (Abb. 16).
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Abbildung 16: Altersverteilung HPV 31. Die durchschnittliche Préivalenz lag bei 11,1 % (roter Pfeil).

Auch HPV Subtyp 45 zeigt seinen Gipfel ab dem 30. Lebensjahr (12,6 %). Dieser hélt sich

jedoch tiber einen ldngeren Zeitraum von ca. 14 Jahren bis zum 44. Lebensjahr (9,7 %). Bei den

unter 20-Jahrigen konnte er gar nicht nachgewiesen werden und auch im Alter zwischen 20 und

29 Jahren bleibt er bei unter 5 %. Im spdteren Altersverlauf dagegen mit einer Ausnahme

zwischen dem 50. und 54. Lebensjahr hilt er sich mit einer Inzidenz von tiber 5 % (Abb. 17).

Altersgruppen
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Abbildung 17: Altersverteilung HPV 45. Die durchschnittliche Préivalenz lag bei 6,5 % (roter Pfeil).
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HPV Subtyp 51 zeigt einen vergleichsweise frithen Gipfel zwischen dem 20. und 24. Lebensjahr.
Anschliefend hilt er sich bis zum 44. Lebensjahr weitgehend konstant in einem Bereich
zwischen 8 % und 11 % bis die Inzidenz im Alter von 50 — 54 Jahren auf unter 4 % zuriickfillt.

Hier ergibt sich bei den iiber 54-Jdhrigen eine Inzidenz von immerhin noch fast 7 % (Abb. 18).
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Abbildung 18: Altersverteilung HPV 51. Die durchschnittliche Préivalenz lag bei 8,2 % (roter Pfeil).

HPV Subtyp 66 fillt schon auf den ersten Blick aus dem Rahmen. Hier zeigt sich bei den unter
20-Jahrigen eine verschwindend geringe Inzidenz von etwa 3,5 %. Ab dem 20. Lebensjahr steigt
diese jedoch auf 11,6 % und hélt sich kontinuierlich bis zum 39. Lebensjahr zwischen 8,7 % und
11,7 %. Zwischen dem 40. und 44. Lebensjahr kommt es jedoch zu einer weiteren Steigerung der
Inzidenz auf 13,6 %, welche sich dann zwischen dem 45. und 54. Lebensjahr wieder zuriickzieht
(5,8 % und 3,9 %). Besonders auffillig hier ist der tatsdchliche Gipfel im Alter iiber 54 Jahren.
Dieser ist zwar kumulativ bei den iiber 54-Jdhrigen gemessen, zeigt jedoch mit 16,5 % die
hochste Inzidenz des HPV Subtyp 66 liberhaupt. Im Vergleich zu allen bisher untersuchten HPV-

Subtypen ist dieser also der einzige, der seinen Gipfel im Alter vorzuweisen hat (Abb. 19).
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Abbildung 19: Altersverteilung HPV 66. Die durchschnittliche Préivalenz lag bei 9,4 % (roter Pfeil).
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5.5 Vergleich zur Studie von 1997 **

Da noch die Originaldaten der Studie von 1997 zuginglich waren, wurden die Ergebnisse der
beiden Studien verglichen. Natiirlich bestanden methodische Unterschiede. So wurden 1997 wie
auch 2006-8 der HPV Nachweis mit einer PCR unter Verwendung derselben Primer in einem
vergleichbaren Mastermix durchgefiihrt. 1997 wurden die Subtypen allerdings durch
Membranhybridisierung im Dot-Plot Verfahren identifiziert. Dabei wurden andere Sonden
eingesetzt als beim 2006-8 verwendeten Lipaassay und es konnten nur die HPV-hr Typen
16, 18, 31, 33, 35, 39 und 58 sowie die HPV-Ir Typen 6 und 11 zusammengefasst mit einer

Mischreaktion erkannt werden.

Untersucht wurden in der Studie von 1997 insgesamt 5022 Frauen, die anldsslich einer
Krebsfritherkennungsuntersuchung (KFU) auf eine HPV Infektion und eine Infektion mit
Chlamydia trachomatis getestet wurden. Zusétzlich wurden Daten zur Sexualitéit, dem sozialen
Status und Krankenkassenzugehorigkeit erfasst. Von den 1997 beteiligten 40 Praxen waren 22 in

die 2006-2008 durchgefiihrten Untersuchungen eingebunden.

Die Privalenz fiir HPV betrug 1997 19,7 % bezogen auf alle Altersgruppen. 2006-8 war die
ermittelte Pravalenz von Frauen mit einem positiven HPV Nachweis 25,1 %. Um der Frage
ndher zu kommen, ob dieser Anstieg methodische Ursachen hatte oder durch die Art der
Auswahl der untersuchten Frauen als systematischer Fehler anzusehen war, wurden die Daten

gegeniibergestellt und verglichen (Tab. 5).

Obwohl die Gesamtprévalenz fiir eine HPV Infektion in der Folgestudie von 2008 gestiegen war,
war dieser Anstieg nicht einer Zunahme der HPV Typen 16 und 18 geschuldet. Auch bei den
HPV-hr Typen 31, 33 und 58 konnten keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden.
Bei den Prévalenzen von HPV 39 und 35 war sogar ein signifikanter Riickgang zu verzeichnen.
Dass beim Nachweis der HPV-hr Typen eine signifikante Zunahme von 14 % auf 16,1 %
beobachtet werden konnte, ist auf die 1997 nicht separat bestimmten Typen 66, 51, 45, 68, 52
und 56 zuriickzufiihren. Die 1997 nachgewiesenen Infektionen mit HPV 6 und 11 lagen um das
Dreifache iiber der 2008 ermittelten Priavalenz. Dabei kam HPV Subtyp 11 kaum noch eine
Bedeutung zu. Dagegen hatte die Gruppe der anderen HPV-Ir Typen deutlich an Pridvalenz
zugelegt. Die Zunahme der HPV Nachweise betraf vor allem die 1997 mit dem damaligen Test
nicht erfassten HPV-hr und HPV-Ir Typen sowie nicht klassifizierbare Typen.
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HPV Typ 1997 % 2008 % Odds Ratio P-Wert

Anzahl Anzahl

5022 4000
16 261 52 220 5,5 0,94 0.55
31 146 2,9 103 2,6 1,13 0.37
33 80 1,6 49 1,2 1.3 0.15
39 65 1,3 32 0,8 1,6 (1,06-2,48) 0.024
18 55 1,1 42 1,01 |1.04 (0,69-1,56) 0.91
58 50 1,0 53 1,33 0,75 (0,50-1,10) 0.17
35 45 0,9 6 0,15 6,0 (2,56-14.1) 0.000
HPV-hr 703 14,0 |644 16,1 0,83 (0,76-0,95) 0.005
6/11 181 3,6 64 1,6 2,3(1,7-3,07) 0.000
Nk 106 2,1 185 3,7 0,56 (0,44-0,71) 0.000

19,70

Tabelle 5: Vergleich der HPV-Privalenz der Subtypen der Studie von 1997 und 2008.

44



6 Diskussion

Im Allgemeinen wird eine HPV Infektion erst nach der Geschlechtsreife im frithen
Erwachsenenalter erworben. Dabei finden sich die hochsten Pravalenzen bei Frauen im mittleren
Lebensalter zwischen 35 und 45 Jahren. AuBlerdem liegen Unterschiede der Prévalenzen
entsprechend der geographischen Lage der untersuchten Bevolkerungsgruppe vor. Verschiedene
Studien lassen in Afrika und Nord- sowie Siuidamerika Privalenzen von ~20 % erwarten,
wihrend in Siid- und Nordeuropa ~15 % beobachtet werden.” Die in Berlin untersuchten Frauen
waren zu 74,9 % HPV negativ und zu 25,1 % HPV positiv. Damit entsteht ein erheblicher
Erklarungsbedarf, denn selbst in der zehn Jahre zuvor durchgefiihrten Bundesministerium fiir
Gesundheit (BMG) Studie war nur 19,2 % Gesamtpridvalenz einer HPV Infektion ermittelt
worden. Grundsétzlich wéren Durchschnittspridvalenzen um 15 % zu erwarten. Davon haben
allerdings nur 60 9% serologische Anzeichen einer HPV Infektion. Die lebenslange

Infektionswahrscheinlichkeit betrigt 75 %.’

Da die durchschnittliche Infektionsdauer einer HPV Infektion 8-18 Monate betrdgt, sind die

. . ey . . . 9. 40-43
meisten aller Infektionen nach zwei bis drei Jahren nicht mehr nachzuweisen.™

Nun zeigen die Ergebnisse eines sehr deutlich: Wenn bei derartigen Untersuchungen die
Altersgruppen von 25-35 tberreprisentiert sind, sind hohere Privalenzen der HPV-hr und -Ir
Typen zu erwarten. Werden diese Untersuchungen im Zusammenhang mit einer
Krebsfitherkennungsuntersuchung durchgefiihrt, konnen hier mehr Félle von Patientinnen mit
einer Dysplasie vorkommen. Das kann sowohl in der Studie von 1997 als auch in den hier
vorgestellten Untersuchungen von 2008 angenommen werden. Dennoch erstaunt, dass die HPV-
hr Typen 16 und 18 mit vergleichbaren Privalenzen in beiden Untersuchungen vertreten sind.
Diese scheinen sich iiber zehn Jahre nicht wesentlich verdndert zu haben. Da die Zunahme der
Pravalenz vor allem der in der damaligen Zeit noch nicht, aber heute erkennbaren HPV Typen
der HPV-hr und -Ir Typen geschuldet ist, miissen auch methodische Unterschiede in Erwdgung
gezogen werden, obwohl in der primédren PCR die gleichen Primer und der gleiche Mastermix

eingesetzt wurden.

Gerade bei den Mehrfachinfektionen kann in dem hier verwendeten Lipaassay durchaus iiber
Kreuzreaktionen die eine oder andere Bande mehr auftauchen. Hier kommen natiirlich auch die
Auswabhlkriterien der Patientinnen ins Feld. In der hier vorgestellten Studie wurden Patientinnen

aufgenommen, die entweder privat versichert waren oder als Selbstzahler den Test anforderten.
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Das ist eine vollig andere Struktur als bei der Vorlduferstudie von 1997. Dass die aus heutiger
Sicht impfrelevanten Typen relativ vergleichbar abgebildet werden erstaunt jedoch nicht, denn in
der Studie von 1997 fanden sich keine Unterschiede bei der Verteilung der HPV Infektion

zwischen Privatpatientinnen und Kassenpatientinnen.

Natiirlich sollte nicht die Sexualitit unbeachtet bleiben. Es gibt kulturelle Unterschiede. Berlin
ist eine Stadt stindiger Migration, aber ob die Berliner Bevdlkerung im Vergleich zur weltweiten
Durchschnittsbevélkerung sexuell aktiver bzw. eine hohere Partnerfluktuation hat,** ** bleibt
sehr zu bezweifeln. Insgesamt zeigte sich jedoch, dass die Auswertung von Labordaten der HPV
Infektionen im Rahmen der Krebsfritherkennungsuntersuchung durchaus eine akzeptable und
vor allem kostengiinstige Alternative zur Erfassung der aktuellen Privalenzen der HPV
Infektionen bilden kann. Sie bietet sich damit als Monitoring zur Feststellung der Auswirkung

einer Impfung an.

Deutschlandweit, weltweit sowie in der durchgefiihrten Studie trat der HPV-hr Subtyp 16 am
hiufigsten auf. Diese Tatsache ist seit etwa zehn Jahren belegt und ldsst auf einen kausalen
Zusammenhang schlieBen. Dieser Subtyp wird fiir iiber die Hailfte aller Zervixkarzinome

verantwortlich gemacht.*® ¥

Wie zu erwarten waren die Berliner Frauen am hiufigsten mit 34 %
positiv auf HPV-hr Subtyp 16. Vergleicht man die Inzidenzen mit der Kontrollgruppe aus der
Arbeit von Castellsague et al, so tritt HPV-hr Subtyp 16 bei 34,6 % der untersuchten
Patientinnen auf.*® In derselben Arbeit konnten Castellsague et al nachweisen, dass bei
Patientinnen, die bereits an einem Zervixkarzinom erkrankt waren, 52,1 % einen auf HPV-hr

Subtyp 16 positiven Befund hatten. Diese Ergebnisse konnen ebenfalls aus der Arbeit von Bosch

et al untermauert werden.?®

Der in der Literatur am zweithdufigsten auftretende HPV-hr Subtyp 18 war bei den Berliner
Frauen am sechsthiufigsten mit 9 % vertreten. Bis zu 20 % aller Zervixkarzinome werden dem
HPV-hr Subtyp 18 zugeordnet.*” *’ In anderen Arbeiten zeigt HPV-hr Subtyp 18 eine Privalenz

von 12 % und bei bereits an einem Zervixkarzinom erkrankten Frauen eine Privalenz von 39 %.

Auftillig ist, dass bei Frauen die bereits an einem Zervixkarzinom erkrankt waren, ein

signifikant gehdufteres Vorkommen der malignen HPV-Subtypen 16 und 18 zu beobachten war.

Der HPV-hr Subtyp 45 war bei den Berliner Frauen mit 9 % vertreten, dieser korreliert mit den
7,1 % in unserer Vergleichsstudie. Bei den Patientinnen mit bereits aufgetretenem

Zervixkarzinom féllt auf, dass es keinen Anstieg an HPV-hr Subtyp 45 gibt (6,2 %).
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Weitere HPV Virus Subtypen, wie 59 waren mit 4 % vertreten im Vergleich zu 1,1 % bei
gesunden Frauen und 3,4 % bei Zervixkarzinom-Patientinnen, Subtyp 35 war mit 1 % im
Verlgeich zu 3,8 % und 2,1 %, Subtyp 33 war mit 8 % im Vergleich zu 3 % und 2,1 %, Subtyp
31 war mit 16 % im Vergleich zu 5,6 % und 0,7 %, Subtyp 58 war mit 8 % im Vergeleich zu
4,9 % und 0,7 % sowie Subtyp 51 war mit 12 % im Vergleich zu 1,9 % bei gesunden Frauen und

0,7 % bei Zervixkarzinom-Patientinnen vertreten.*®

Insgesamt ist zu beobachten, dass die Berliner Frauen sich bei Subtyp 33, 31 und 51 deutlich von

den Zahlen der Vergleichsstudie unterscheiden.

In der Vergleichsstudie hat der Autor drei regionale Infektionsverteilungen vorgestellt, aus denen

hervorgeht, dass die HPV Privalenzen regionale Unterschiede aufweisen.*

HPV-Ir Infektionen sind erfahrungsgemél verantwortlich fiir genitale Warzen insbesondere
Condilomata acuminata.”” Hierbei spielen HPV-Ir Subtypen 6, 11, 40, 42 und 61 eine
iibergeordnete Rolle. In der sexuell aktiven Bevolkerung zwischen 15 und 49 Jahren sind

zwischen 1-2 % von Condylomata acuminata betroffen, welche in ca. 30 % spontan abheilen.*”*°

Der am héufigsten vertretene HPV-Ir Subtyp bei den Berliner Frauen ist der Subtyp 53. Bei
genauer Literaturrecherche ergab sich kein Anhalt auf das gehdufte Auftreten dieses Subtypen.
Aufgrund der immer sensibler werdenden Untersuchungsverfahren ist anzunehmen, dass in
vielen vergangen Studien der erwdhnte Subtyp nicht isoliert worden ist, jedoch unter Umstinden

vorhanden war.

Die HPV-Ir Subtypen 70 und 54 waren in der Studie zu je 23 % vertreten. Untersucht man die
Literatur, so findet man das Auftreten des Subtyps 70 bei dermatologischen
Infektionserkrankungen.* In neueren Arbeiten, bei denen aller Wahrscheinlichkeit nach die
labortechnischen Maoglichkeiten sensitiver waren, tritt der Subtyp 70 insbesondere bei
Zervixkarzinom-Patientinnen gehduft auf® Subtyp 54, welcher gehiuft fiir Condylomata

acuminata verantwortlich ist, konnte in idlteren Arbeiten nur selten isoliert werden.

Die wohl interessantesten HPV-Ir Subtypen 6 und 11 kommen zu jeweils 17 % und 1 % vor.
Aufgrund der bis dato entwickelten Impfstoffe ist es mdglich, Patientinnen durch eventuelle

Kreuzreaktionen gegen morphologisch dhnliche Subtypen zu impfen.
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Die HPV-Ir Subtypen 6 und 11 als impfbare Ir Subtypen treten in den meisten Fillen bei
Condylomata acuminata auf, werden jedoch auch beim Zervixkarzinom sowie seinen Vorstufen
(CIN 1-3) als auch bei dermatologischen, urologischen sowie Hals-Nasen-Ohren (HNO)

Tumoren beobachtet.”!

HPV-Ir Subtypen sind nachweislich verantwortlich fiir anogenitale Condylomata und
Larynxpapillome. Rezidivierende Larynxpapillome sind lebensbedrohlich und gehen daher mit

multiplen chirurgischen Eingriffen einher.

HPV-Ir Subtypen sind jedoch auch bei Zervixkarzinom-Patientinnen sowie Patienten mit

. : . : 26,52
anogenitalen Karzinomen und Atemwegskarzinomen nachgewiesen.”™

Dies wirft die Frage auf, welche Umstinde eine HPV-Ir assoziierte Onkogenese fordern.
Aufgrund dieser Tatsachen bekommt die quadrivalente Impfung eine wichtigere Bedeutung,
hinsichtlich wirtschaftlicher Gesichtspunkte. Rezidivierende Larynxpapillome sowie anogenitale
Condylomata verursachen bei wiederholtem Auftreten hohe Kosten. Um den Vorteil der
quadrivalenten Impfung in bevolkerungsbasierten Impfprogrammen nachzuweisen, sind

kosteneffektive Analysen notwendig.”

Auffallend an der Altersverteilung der HPV-Ir Subtypen war im Vergleich zu den HPV-hr
Subtypen die abnehmende Tendenz mit zunehmendem Alter. Dies stimmt mit den Ergebnissen

aus der Literatur iiberein.>*

Wie in der Literatur beschrieben féllt bei Betrachtung der Datenbank auf, dass sich das hochste
Vorkommen im Alter zwischen 20 und 29 Jahren zeigt, es danach jedoch nur langsam bis zum
44. Lebensjahr abfillt. Das héufigste Auftreten liegt mit 18 % bei den 25-29 Jahrigen. Teilt man
die Altersgruppen in <30 und >30 Jahre, so bemerkt man, dass in der Gesamtverteilung aller
HPV-hr Subtypen in der Gruppe der >30 Jéhrigen ein hoheres Vorkommen besteht. In der
Literatur ist jedoch das Gegensétzliche zu beobachten: Die ausgewerteten Daten zeigten ein

Verhiltnis von 16 % gegen 8,5 % zugunsten der #lteren Frauen.'’

Ein nicht unwesentlich zu beobachtendes Ereignis ist, dass generell dltere Frauen (>30 Jahre)

) ) . 26, 55, 56
eher an einem Zervixkarzinom erkranken.”™ ~>

Bereits Bosch und Kollegen konnten in einem
2002 erschienenen Review belegen, dass sich das invasive Zervixkarzinom bei Frauen
typischerweise ab der dritten Lebensdekade entwickelt. Eine zweite HPV Priavalenz wurde bei

Frauen ab 50 Jahren beobachtet.?®>" 8
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Die HPV-hr Prdvalenz ist altersabhdngig mit der stirksten Korrelation zwischen HPV-hr
Positivitdt und Krankheit bei dlteren Frauen, die wahrscheinlich am ehesten vom zuséitzlichen

HPV-Nachweis im Rahmen der Krebsvorsorgeuntersuchung profitieren.'’

In der Literatur fanden sich keine relevanten Unterschiede in der Verteilung der HPV Subtypen
(als Einzel- oder Mischinfektionen). Nur die Pridvalenz von HPV-hr Subtyp 16 nahm mit dem
Alter signifikant ab. Zunehmende Privalenz mit dem Alter wurde bei den Subtypen 39, 52 und
58 beobachtet.''

Eine weitere Studie aus England, bei der ein Patientenkollektiv von 11.085 Frauen
eingeschlossen war, beriicksichtigt nur die Frauen >30 Jahren. In dieser Arbeit zeigte sich eine
konsequente Abnahme an HPV Infektionen mit zunehmendem Alter.”” Vergleicht man die
Ergebnisse aus dieser Arbeit mit Abbildung 5 so sieht man ein dhnliches Korrelat in der mit dem
Alter abnehmenden Tendenz. Die 11.085 englischen Frauen waren im Durchschnitt um 5,5 %

weniger HPV-hr positiv als in unserer Studie.

Der mit maligner Potenz und am héufigsten vertretene HPV-hr Subtyp 16 zeigt sowohl bei
Patientinnen zwischen 20 und 30 Jahren als auch bei Patientinnen von 35 bis 39 Jahren einen
deutlichen Gipfel, wihrend er in der Literatur als im Alter stetig abnehmend beschrieben wird
(s.0.). Der ebenfalls mit maligner Potenz HPV-hr Subtyp 18 zeigt eine Zweigipfeligkeit, welche
jedoch bei deutlich weniger Frauen auftritt. Ein erster Gipfel zeigt sich im Alter von 25 bis 35
Jahren und der zweite im Alter zwischen 40 und 44 Jahren. In der Arbeit vom Muioz et al ist der
HPV-hr Subtyp 18 in der Kontrollgruppe bei den <34-Jdhrigen Patientinnen gar nicht vorhanden
und in der Gruppe der >35-J4hrigen konstant bei 12 %."'

Das geringere Auftreten von HPV Subtyp 18 im Vergleich zu HPV Subtyp 16 korreliert mit der

Tatsache, dass das Zervixkarzinom héufiger als Plattenepithelkarzinom auftritt.

Betrachtet man die Alterverteilung von HPV-hr Subtyp 16 (Abb. 14), so erkennt man neben dem
Gipfel zwischen 20 und 29 Jahren einen zweiten Gipfel zwischen 35 und 39 Jahren sowie ein
langsames Abnehmen bis zum 49. Lebensjahr. Bei moglichen Erklarungsversuchen der
rezidivierend auftretenden Zweigipfeligkeit einiger HPV-hr Subtypen kann man eine Parallele
zum Scheidungsregister der Bundesrepublik Deutschland erkennen. Laut dem Bundesamt fiir
Statistik lassen sich 2,6 pro 1000 Einwohnerinnen scheiden. Diese haben ein durchschnittliches
Alter von 38,9 Jahren.” Im Vergleich nun zur Abbildung 14 korreliert dieses Alter mit dem
zweiten Gipfel des HPV-hr Subtyps 16.
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Eine Ursache fiir die hohe Infektionsrate in dieser Altersgruppe konnte eine erneute
Partnerfluktuation sein, welche eher in den jungen Altersgruppen zu erwarten wire. Als weitere
Moglichkeit kdme die unter Umstdnden reduziertere Immunitit bei Frauen >35 Jahren in
Betracht.'* Bei immunsupprimierten Patientinnen (HIV Patientinnen) im Vergleich zur
allgemeinen Bevolkerung ergibt sich eine 42 prozentige hohere Wahrscheinlichkeit fiir eine
Mischinfektion.” ***' In allen beriicksichtigten Studien variiert das Risiko bei Mischinfektionen

nicht signifikant vom Risiko bei Einzelinfektionen.®'

Legt man ein Augenmerk auf die Misch- und Einzelinfektionen, so sieht man ein hiufigeres
Vorkommen eines HPV-hr Subtyps 16 (4,3 %) oder 18 (0,9 %) als Einzelinfektion oder
Kombination mit einem weiteren HPV-hr Subtypen, wihrend nur 1,2 % (Subtyp 16) bzw. 0,5 %
(Subtyp 18) der Frauen eine Kombination aus HPV-hr Subtypen 16 und 18 oder einen HPV-Ir
Subtypen haben. Bei HPV-Ir Subtyp 6 und 11 sehen die Ergebnisse folgendermafen aus: 0,8 %
bei HPV-Ir Subtyp 6 und 0,03 % bei HPV-Ir Subtyp 11 hatten eine Einzelinfektion. 0,7 % der
HPV-Ir Subtyp 6 sowie 0,1 % der HPV-lIr Subtyp 11 infizierten Frauen hatten eine
Mischinfektion mit einem HPV-hr Subtypen. In der Literatur waren 92 % mit einem einzelnen

HPV-Subtypen sowie 8 % mit multiplen Subtypen infiziert."

In der Multicenter-Studie von Bosch et al wurden bei 2 % der Patientinnen multiple HPV Typen
nachgewiesen, welche jedoch kein signifikant erhohtes Risiko im Vergleich zu den Frauen mit

Einzelinfektionen zeigten.

In Anbetracht dieser Tatsachen ist der Nutzen des quadrivalenten Impfstoffes (Gardasil®) zu
diskutieren. Generell wird angenommen, dass auch ein kausaler Zusammenhang zwischen einer
Infektion mit Humanen Papillomaviren und einer Subgruppe von Plattenepithelkarzinomen des
Kopf-Halsbereichs als gesichert gilt.” Die Vakzine gegen die HPV-Ir Subtypen 6 und 11 sollten
nicht nur eine sehr hohe Effektivitit gegen Genitalwarzen zeigen, sondern auch gegen
Papillomatosen, welche rezidivierend Plattenepithelkarzinome des Kopf-Halsbereichs
verursachen. Risikofaktoren, wie sexuelle Promiskuitdt und frither sexueller Kontakt sind fiir
HPV positive Oropharynxkarzinome mit denen des Zervixkarzinoms vergleichbar und werden

. 9,50, 62, 63
als sexuell iibertragbare Erkrankungen angesehen.” ">

Solche Therapieansétze gibt es bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht. In der Literatur sind vereinzelte
Studien von prophylaktischen Impfungen mit ,,intention-to-treat zu finden. Arbeitsgruppen wie

die PATRICIA Study Group, die Future II Study Group, sowie die HPV-Vaccine Study Group
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haben einheitlich in ihren gro angelegten Studien eine nachweisliche Effektivitit beider

existierender Impfstoffe gegen die HPV-hr Subtypen 16 und 18 bewiesen.' ** ** ¢

In einer Arbeit der Future II Study Group konnte in der Kohorte der primdr HPV negativen
sowie HPV positiven Frauen eine Effektivitdt von 44 % mit ,,intention-to-treat* nachgewiesen
werden und bei einem sekunddren Ansatz mit ,intention-to-treat bei primdr HPV positiven

Frauen eine Reduktion der CIN2/3 und AIS von 18 % belegt werden.'

Betrachtet man weitere Studien der besagten Arbeitsgruppen, ist es nicht mdglich gewesen
deutliche Nachweise fiir primére Therapieansitze durch HPV Impfungen zu bieten. Somit gibt es
keine tliberzeugende Datenlage, die fiir eine Empfehlung der therapeutischen Impfung bei bereits

HPV-hr Subtypen 16 und 18 positiven Frauen spricht.

Eine Interims Studie der PATRICIA Study Group hat zwischen zwei Kohorten (HPV geimpft
und Hepatits A geimpft) nachgewiesen, dass bei insgesamt 23 HPV-hr Subtypen 16/18 positiven
Patientinnen zwei Frauen aus der HPV Kohorte und 21 Frauen aus der Hepatitis Kohorte eine
CIN2+ in Verbindung mit HPV-hr Subtyp 16/18 entwickelt haben. Die Impfeffektivitit gegen
CIN2+ in Verbindung mit HPV-hr Subtypen 16/18 DNA lag bei 90,4 %.

Die beiden Kohorten der besagten Studie sind vergleichbar mit den 4000 Berliner Patientinnen.

Eine weitere wichtige Erkenntnis geht ebenfalls aus einer Studie der erwdhnten Arbeitsgruppe
hervor. Nach Auswertung zweier PATRICIA-Studien zeigte das bivalente Vakzin gegen die
HPV-hr Subtypen 16/18 eine kreuzprotektive Effektivitit gegen vier weitere onkogene HPV-hr
Subtypen, ndmlich 33, 31, 45 und 51.>% Ahnliche Erkenntnisse, die HPV-hr Subtypen 31 und
45 betreffend, wurden ebenfalls durch die Arbeitsgruppe HPV-Vaccine Study Group belegt.**

In allen drei aufgefiihrten Studien wurden alle Kohorten als Kollektiv untersucht und waren
somit vergleichbar mit den 4000 untersuchten Berliner Frauen. Unter diesen hatten 16 % einen
HPV-hr Subtyp 31, 8 % eine HPV-hr Subtyp 33, 9 % einen HPV-hr Subtyp 45 und 12 % einen
HPV-hr Subtyp 51. Die bereits ausfiihrlich diskutierten malignen HPV-hr Subtypen 16 und 18
waren unter den infizierten Frauen mit 34 % und 9 % vertreten. Betrachtet man alle
impfsensiblen onkogenen Subtypen in ihrer Gesamtheit, so machen diese kumulativ 69,8 % aller

644 HPV-hr infizierten Berliner Frauen aus.
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Anhand dieser sehr deutlichen Ergebnisse ldsst sich die bereits bestehende Empfehlung der
Stiandigen Impfkommission (STIKO) fiir eine prophylaktische Impfung fiir alle Médchen von 12
bis 17 Jahren aussprechen. Uber dieses Alter hinaus liegt eine Impfung laut STIKO in der
Entscheidung der Frau und ihres behandelnden Arztes, da aufgrund der aktuellen Datenlage eine

»intention-to-treat” noch nicht ausreichend nachgewiesen werden konnte.

Lander wie z.B. Belgien oder Schweden haben Schulimpfprogramme, wo durch die
Erreichbarkeit in der Schule hohe Impfquoten erzielt werden konnen. In Deutschland werden die
Impflinge nur bei einem aktiven Arztbesuch erreicht, so dass von der STIKO eine hdhere
Alterspanne als in diesen Lidndern empfohlen wird, um entsprechend hohe Impfquoten zu
erreichen. Die STIKO hat in ihrer Begriindung auf fehlende Daten hingewiesen, welche bereits

erhoben und in naher Zukunft verdffentlicht werden.®¢
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