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Molekularbiologischer Nachweis
und Typisierung humaner Papilloma-
Viren in der gynakologischen
Krebsvorsorge
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Ein Ansatz, die Sensitivitdt der zytologischen Krebsvorsorgeuntersuchung weiter zu steigern,
ist der Nachweis sogenannter Hoch-Risiko-Typen humaner Papilloma-Viren.
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Abbildung 1.

Nach neueren molekularen
Studien stellt eine persistierende
Infektion mit Hoch-Risiko-HPV-
Typen den Hauptrisikofaktor

fir die Entstehung des Zervix-
karzinoms dar, wahrend Niedrig-
Risiko-HPV-Varianten lediglich zu
reversiblen epithelialen Lasionen
fuhren.

Einleitung

Infektionen durch humane Papilloma-Viren
(HPV) manifestieren sich im ano-genitalen Be-
reich in Form kondylomatoser, dysplastischer
und neoplastischer Lésionen. Epidemiologi-
sche sowie molekulare Studien haben gezeigt,
dass eine dauerhafte Infektion mit sogenann-
ten Hoch-Risiko-HPV-Typen massgeblich an
der Entstehung des Zervixkarzinoms beteiligt
ist [1-3], wdhrend Niedrig-Risiko-Varianten
lediglich zu reversiblen epithelialen Lésionen
fithren (Abb. 1). Das Zervixkarzinom ist das
héufigste Genitalkarzinom weltweit. Ein deut-
licher Riickgang zeigte sich vor allem in Europa
im Verlaufe der letzten 40 Jahre [4, 5]. Die Ent-
nahme eines Zellabstrichs von der Portio be-
ziehungsweise Cervix uteri — in Kombination
mit der Kolposkopie — ist zurzeit die beste Me-
thode, um Vor- oder Friihstadien des Zervix-
karzinoms (zervikale intraepitheliale Neopla-
sien [CIN] = squamose intraepitheliale Lasio-
nen [SIL]) zu erfassen. Ein Ansatz, die Sensiti-

vitdt des Krebsabstrichs weiter zu erhohen, ist
der Nachweis von Hoch-Risiko-HPV-Typen.

Zytologie kombiniert
mit molekularbiologischer
HPV-Diagnostik

Die im Rahmen gynékologischer (Krebsvor-
sorge-)Untersuchungen gestellte Diagnose
HPV-assoziierter Epithelverdnderungen des
subklinischen bzw. klinisch-manifesten Stadi-
ums der Infektion stiitzt sich derzeit auf den
zytologischen Befund. Die Bestimmung des
HPV-Typs ermoglicht jedoch eine iiber den
morphologischen Befund hinausgehende Beur-
teilung des onkogenen Potentials (bekannte
Hoch-Risiko-HPV-Typen: 16, 18, 26, 31, 33, 35,
39,45, 51, 52, 55, 56, 58, 59, 66, 68, 73, MM4
und MM7 sowie Niedrig-Risiko-HPV-Typen: 6,
11, 40, 42, 53, 54, 57 und MMS). Daher wird
immer héufiger verlangt, dass zusétzlich zum
zytologischen Nachweis HPV-assoziierter Epi-
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Abbildung 2.

Im Rahmen der gynakologischen
Vorsorgeuntersuchung werden
Zellproben entnommen, auf
einem Objekttrager ausgestrichen
und gefarbt (konventioneller zyto-
logischer Abstrich). Am Mikro-
skop wird das Praparat sorgfaltig
auf verdachtige Zellen einer
plattenepithelialen Dysplasie/Neo-
plasie untergesucht (gescreent).
Bei zytologischen Hinweisen auf
eine Infektion mit humanen
Papilloma-Viren (Nachweis soge-
nannter Koilozyten) wird mit
molekularbiologischen Techniken
(Polymerase-Kettenreaktion,
Sequenzierung) abgeklart, ob im
entsprechenden Abstrichmaterial
Virus-DNA vorhanden ist und

um welche(n) HPV-Typen es sich
handelt. Im vorliegenden Beispiel
wurde der HPV-Typ 59 identi-
fiziert.

1003

Schweiz Med Forum Nr. 42 16. Oktober 2002

Zytologische und molekularpathologische Untersuchungen

f——r, o r'!‘] ytalogrcher Abstrich

mikroskopsde
Beurtsiung

normale
Flattenepithelien

DM5-Exbrakhon
Folmesase - Kettenreaktion

PCR positiv

Palemn =kommitr + Eprerodle

DWA-Equenzierung

Ciatenbankom mlaich
und Typisiening

wrwed | HC_BOLENS . L| Beman paplllomasvices type 59,

pmzlevy mpooss lemgrh = JddE

S v (i |, B

Dimuinim = EOE o) EEY

A T L S Pl

IR | FUULTTEO AN DL LA LS T L | L |
[T eI T I R T il

il prer diz) gere g T

m—pr Bl -

smivrs wHi s ETEELTT

thelverdnderungen eine molekularbiologisch-
virologische Untersuchung hinzugefiigt wird
(kombinierter HPV-Zytologie-Test). Am Depar-
tement Pathologie (Labor fiir Molekularbiolo-
gie) des Universititsspitals Ziirich wurden die
HPV-Detektion und -Typisierung Mitte des Jah-
res 2000 stark erweitert (Abb. 2). Der Nachweis
wird mittels zweier unabhédngiger Polymerase-
Kettenreaktionen (PCR) gefiihrt. Diese zwei
PCR-Analysen erfassen alle bisher bekannten
HPV-Typen. Ebenfalls etabliert wurde die Typi-
sierung der Papilloma-Viren mittels Sequenz-
Analyse und Datenbankvergleichen via Inter-
net. Sie lasst eine genaue Charakterisierung des
HPV-Typs nicht nur bei Einzel-, sondern auch
bei Mehrfach- bzw. Mischinfektionen zu. Die
beiden PCR-Analysen erlauben auch die Detek-
tion neuer oder seltener Virus-Varianten. Ver-
mutlich wird der Anteil seltener genitaler HPV-
Typen noch unterschétzt, da sie von kommer-
ziellen Tests mit nur eingeschranktem HPV-

Sondenspektrum unzureichend erfasst wer-
den; wéhrend ein hohes onkogenes Potential
einiger dieser Virustypen bekannt ist, ist die
Onkogenitit anderer Virustypen dieser Gruppe
bislang noch nicht zuverlédssig charakterisiert.

Problemstellung und aktuelle
Kontroversen

Persistenz beziehungsweise Verschwinden eines
Hoch-Risiko-HPV-Typs ist von erheblicher pro-
gnostischer Bedeutung fiir den weiteren Ver-
lauf einer zervikalen dysplastischen Lésion.
Der routineméssige HPV-Nachweis, verbunden
mit einer Typisierung, wird deshalb zurzeit
fiir eine weitere Differenzierung des therapeu-
tischen Vorgehens bei CIN 1-2 (leichter bis
massiggradiger Dysplasie) [6] und als Kontroll-
untersuchung nach erfolgter chirurgischer
Therapie [7] diskutiert. In unserem Vorsorge-
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Abbildung 3.

Kontrollierte Studien empfehlen
sogenannte «Wait-and-see»-
Perioden mit auf das zytolo-
gische und molekularbiologische
Ergebnis zeitlich abgestimmten
Untersuchungsintervallen: Bei
allen Patientinnen mit zytologisch
positiven Befunden sollte eine
HPV-Diagnostik durchgefiihrt
werden. Kontroll- und therapie-
bediirftig sind insbesondere die
liber mehr als 6 Monate persistie-
renden, mit Hoch-Risiko-HPV-

Typen assoziierten Epithellasionen.

Quintessenz

system (Deutschland, Osterreich, Schweiz
[Arbeitsgruppe «Guideline Zervixabstrich» der
Schweizerischen Gesellschaft fiir Geburtshilfe
und Gynékologie [4]) wird der Einsatz der HPV-
Diagnostik wegen der Kosten (Stand Anfang
2002: Inklusive drztlicher Leistung Fr. 217.80
fiir den HPV-Nachweis und Fr. 103.95 fiir die
Typisierung bei positivem PCR-Resultat) und
der noch kontrovers diskutierten Relevanz
derzeit im Rahmen kontrollierter Studien emp-
fohlen. Wenngleich der Anteil HPV-positiver
Frauen mit oder auch ohne CIN sowie auch
die Rate der Spontanheilungen durch Virus-
Eliminierung (HPV-Clearance) innerhalb von
Monaten relativ hoch ist [8], liegt der Nutzen
der stringenten molekularbiologischen Unter-
suchung in der exakten Unterscheidung zwi-
schen individuellen Typen einer Niedrig- und
Hoch-Risiko-HPV-Infektion. Einerseits ist bei
Patientinnen mit Niedrig-Risiko-HPV-Infektio-
nen eine Entwicklung prakanzertser CIN-3-
Lasionen nicht zu erwarten [2, 8, 9], anderer-
seits deutet eine persistierende Hoch-Risiko-
HPV-Infektion bei gleichbleibendem Subtyp
auf eine Virusintegration in das Wirtsgenom
hin. Die daraus resultierende konstitutive Ex-
pression der viralen Proteine E6 und E7 er-
hohen das onkogene Potential der infizierten
Plattenepithelzellen. Damit ist die Uberwa-
chung einer entsprechenden Risikopatientin
mit moglicher Entwicklung einer hochgradigen
CIN beziehungsweise einer Progression zum
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e Die Entnahme eines Zellabstrichs von der Portio beziehungsweise
der Cervix uteri ist — in Kombination mit der Kolposkopie — zurzeit
die beste Methode, um Vor- oder Friihstadien des Zervixkarzinoms

zu erfassen.

o Molekularbiologische Ansédtze im Rahmen der Typisierung humaner
Papilloma-Viren (HPV) erlauben, die Sensitivitiat des Krebsabstriches zu
erhohen (kombinierter Zytologie/HPV-Test).
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invasiven Karzinom das Hauptanliegen der
typenspezifischen HPV-Diagnostik. In Lindern
mit organisiertem Screening und gut funktio-
nierendem Einberufungssystem (Skandina-
vien) ist es moglich, die Intervalle der zytolo-
gischen Untersuchung bei fehlender Hoch-
Risiko-HPV-Infektion auf 5-7 Jahre zu verlan-
gern [10]. Bei uns kann der typenspezifische
HPV-Test fiir die Therapiewahl — im Vergleich
zur wiederholten Zytologie und Kolposkopie —
eine gute Methode und eine hilfreiche Ent-
scheidungsgrundlage sein, die neben medi-
zinischen auch 6konomische Vorteile bringt
(kostensparende Vermeidung wiederholter Ab-
striche und Kolposkopien) [10]. Die HPV-Dia-
gnostik, die vor allem auch bei unklaren zyto-
logischen Befunden (ASCUS/AGUS = atypische
squamose/glandulidre zervikale Lasion un-
bestimmter Signifikanz) zur Diskussion steht
[5,11,12], gewinnt durch die typenerkennende
PCR-Methode eine vom In-situ-HPV-Nachweis
derzeit nicht erreichbare Aussagekraft, da nur
die PCR-basierte Methode den Nachweis einer
persistierenden Hoch-Risiko-HPV-Infektion mit
gleichbleibendem Subtyp eindeutig erbringen
kann. Sollte dartiberhinaus eine — vermutlich
in absehbarer Zeit zu erwartende — therapeu-
tische Impfung [13] auf den Markt kommen,
wiirde die Wertigkeit der HPV-Typisierung
weiter ansteigen [10].

Empfehlungen kontrollierter
Studien

Die Empfehlung kontollierter Untersuchungen
[2, 12, 14] umfasst unter anderem die Ein-
fiihrung sogenannter «Wait-and-see»-Perioden
(siehe Beispiel in Abb. 3): Bei allen Patientin-
nen mit CIN 1 oder CIN 2 und ASCUS/AGUS-
Lasionen sollte eine HPV-Diagnostik durchge-
fithrt werden; Patientinnen mit CIN 1, 2 oder
auch mit ASCUS/AGUS und mit initial positiver
und iiber 6 Monate persistierender Hoch-
Risiko-HPV-Infektion mit gleichbleibendem
Subtyp sollten einer Kolposkopie und gegebe-
nenfalls einer entsprechenden Therapie zuge-
fithrt werden. Dagegen sollten zu beiden Zeit-
punkten HPV-negative Patientinnen oder initial
HPV-positive und nach 6 Monaten negativ ge-
testete Patientinnen zundchst ohne weitere
Therapie wieder in das normale Screening-
Programm aufgenommen und mittels zytolo-
gischer / kolposkopischer Kontrolle weiterbe-
obachtet werden. Die Berechtigung eines der-
artigen Vorgehens wird derzeit auch innerhalb
des eigenen Vorsorgesystems retrospektiv im
Rahmen der bereits am USZ durchgefiihrten
HPV-Typisierungen iiberpriift.
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Angaben zur Probeneinsendung

Die HPV-Untersuchung kann sowohl an zytolo-
gischem (konventionelle Ausstriche oder/und
Fliissig-Methode) als auch an bioptischem Un-
tersuchungsmaterial (Frisch- oder formalinfi-
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der hohen Sensitivitidt der Methode besteht ein

nicht zu vernachldssigendes Kontaminationsri-

werden.

xiertes Gewebe) vorgenommen werden. Wegen
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