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NACHWEIS PRODUKTIVER HPV-
INFEKTIONEN AM ZYTOLOGISCHEN

Vaai ROUTINE-ABSTRICHPRAPARAT

EINLEITUNG

Das gynakologisch-zytologische
Screening nach Papanicolaou (Pap-
Test) ist eine sehr erfolgreiche Krebs-
vorsorgeuntersuchung und hat in
den letzten Jahrzehnten dazu bei-
getragen, die Haufigkeit des Zervix-
karzinoms in hohem Ausmalie zu
senken. Trotzdem gibt es Jahr fiir Jahr
noch etwa 700 Neuerkrankungen in
Osterreich [1] und etwa 7000 Neu-
erkrankungen in Deutschland. Die
Ursachen hierfiir sind neben den
Fehlern bei der mikroskopischen Un-
tersuchung hauptsachlich die fehler-
haften und unzureichenden Entnah-
me- bzw. Abstrichtechniken [2-5].
Der Pap-Test weist in der Einzelan-
wendung eine Sensitivitdt von etwa
50 % auf und geriet daher ebenfalls
in die Kritik [2, 3, 6, 7]. In der kumu-
lativen fiinfmaligen Anwendung
steigt die Sensitivitdt des Pap-Test je-
doch auf tiber 95 % an, ohne dal% die
Spezifitat unter 95 % sinkt [8-10].
Trotzdem ist die qualitative Verbesse-
rung einer jeden Methode durch
eine Kombination mit neuentwickel-
ten Diagnostikverfahren erstrebens-
wert [11].

Humane Papillomaviren sind fakulta-
tiv pathogene Erreger des Menschen
und kommen bei der sexuell aktiven
Bevolkerung sehr haufig vor. Die
Infektionsrate bei Frauen im gebarfa-
higen Alter liegt zwischen 30-50 %.
Nur eine kleine Gruppe der Huma-
nen Papillomaviren (HPV), die soge-
nannten Hochrisikotypen, sind in der
Lage, ein Zervixkarzinom auszulsen
[12-15]. In zahlreichen epidemiolo-
gischen und molekularbiologischen
Studien konnte gezeigt werden, dafs
diese Hochrisikotypen in tiber 98 %
der Zervixkarzinome existent sind
[15-17].

Tatsdchlich erkranken aber weniger
als 0,1% der infizierten Frauen an

1Zytodiagnostisches Labor, Salzburg, 2Virofem
Diagnostik und Forschungs GmbH, Wiesbaden
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einem Zervixkarzinom [18], ein
Zeichen dafiir, dafs das Immunsystem
die Erkrankung sehr gut kontrollieren
kann. Daher ist es fiir eine klinisch
relevante Diagnose wichtig, nicht nur
die Infektion mit HPV zu identifizie-
ren, sondern einen Hinweis fiir eine
potentiell pathogene Entwicklung
dieser Infektion zu gewinnen und
rechtzeitig vor der Bildung eines
Carcinoma in situ zu reagieren [19].

Das Hauptproblem in der HPV-Dia-
gnostik ist das Fehlen von Nachweis-
systemen, die eine hohe Spezifitat
aufweisen. Mit dem Nachweis der
viralen Erbsubstanz (gédngige PCR-
oder Hybridisierungs-Verfahren)
stehen sehr sensitive Methode zur
Verfugung [5, 7, 12, 14], um die In-
fektion mit HPV-Hochrisikotypen zu
belegen. Die Relevanz eines positiven
Nachweises ist jedoch gering und fiir
den Verlauf der Erkrankung ohne
prognostische Bedeutung.

Auf der Suche nach prognostischen
Markern fir das Zervixkarzinom
wurde mit Viroactiv® ein Nachweis
entwickelt, der das virale Capsid-
protein der Humanen Papillomaviren
detektiert. Im Rahmen der natiirlichen
HPV-Infektion wird das Capsidprotein
nur im Verlaufe einer produktiven
Phase gebildet. Eine produktive Phase
ist durch starke Virusvermehrung und
anschlieBende Freisetzung der Viren
gekennzeichnet. In diesem Fall ist
die betroffene Frau infektios und das
Virus kann durch Geschlechtsverkehr
tbertragen werden. Im Rahmen der
produktiven Infektion treten dariiber
hinaus morphologische Zellverdnde-
rungen auf, die sich u.a. als leichte bis
mafige Dysplasie (PAP I1ID) zeigen
kénnen. Der Viroactiv®-Nachweis
sollte daher eine sehr hohe Spezifitat
aufweisen.

Gleichzeitig ist von Impfstudien be-
kannt, dal® das Capsidprotein das Im-
munsystem besonders stark stimuliert.
Das Capsidprotein wird daher von
verschiedenen Impfstoffherstellern
fir die Entwicklung von prophylakti-
schen HPV-Impfstoffen verwendet.

Die Entwicklung von therapeutischen
Impfstoffen, die auf der Aktivierung
des Immunsystems durch die viralen
Proteine E6 und E7 beruhen, wurden
mangels Effektivitdt eingestellt [20].

Bei einer erfolgreichen Aktivierung
des Immunsystems, wie z. B. durch
das virale Capsidprotein, kann man,
wie bei vielen anderen Infektionser-
krankungen auch, davon ausgehen,
dal} die Erkrankung gut kontrolliert
wird. Das heif3t, dal$ in bezug auf
priakanzerése Zellverdnderungen im
gyndkologischen Bereich diese in
hohem Male iiber eine Remission
eine Selbstheilung erfahren kénnen
(Regression) [7, 13]. Wird das Immun-
system ungeniigend aktiviert, so sind
die Immunzellen nicht in der Lage,
gegen die dysplastischen Zellen vor-
zugehen und eine Progression scheint
wahrscheinlich [21].

Da der Viroactiv®-Test dariiber hinaus
die Morphologie der Zelle erhdlt und
am bereits Pap-gefarbten Praparat
eingesetzt werden kann, scheint die-
ses Verfahren somit in idealer Weise
geeignet zu sein, um den konventio-
nellen Pap-Test bei auffilligem zyto-
logischem Befund zu ergénzen.

FRAGESTELLUNG

Die Aufgabenstellung war einerseits
die Etablierung dieses Tests (Phase 1)
und die Uberpriifung (Phase 2) des
Nachweisverfahrens fiir das HPV-
Capsidprotein in unterschiedlichen
zytologischen Stadien, um einerseits
die Spezifitat und andererseits die
Sensitivitdt des Nachweises zu tiber-
prifen. Die prognostische Bedeutung
des Nachweises wird im Rahmen
einer Follow-up-Studie untersucht.

MATERIAL UND METHODEN

Probenmaterial und Entnahme

Das Patientengut wurde in drei
Gruppen eingeteilt:
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Gruppe 1: Als Kontrollgruppe wurden
150 zytologisch unauffallige, als PAP |
klassifizierte Praparate analysiert.

Gruppe 2: 122 PAP ll-Praparate, zyto-
morphologisch unauffllig, jedoch mit
HPV-Anzeichen oder Kernunruhen

Gruppe 3: 251 PAP llID-Prdparate.
Die Bezeichnung PAP IIID lehnt sich
an die modifizierte Miinchener No-
menklatur Il an. Die hier bezeichne-
ten PAP IlID-Priparate sind eine Zu-
sammenfassung aus verschiedenen
zytomorphologisch auffilligen Pra-
paraten mit Dysplasie.

Die Probenentnahme von der Zervix
erfolgte mittels Spatel oder Cytobrush
und die Zellen wurden auf einem
Objekttrager ausgestrichen und mit
Merkofix fixiert.

Virushiillproteinnachweis und
Auswertung

Der Nachweis von produktiven HPV-
Infektionen wurde mit Viroactiv®
HPV-Screening (VAS) und Viroactiv®
HPV-High Risk (VAH) Antikdrpern
(beides Produkte der Virofem Diagno-
stik und Forschungs GmbH, Wies-
baden, Deutschland) durchgefiihrt.
VAS erkennt alle klinisch relevanten
HPV-Typen im Bereich der Zervix,
demgegeniiber erméglicht VAH eine
spezifische Eingrenzung auf Hochri-
sikotypen.

Viroactiv® basiert auf monoklonalen
Antikorpern, die gegen das Capsid-
protein L1 der Humanen Papilloma-
viren gerichtet sind. Im Verlaufe der
natlirlichen HPV-Infektion wird das
L1-Capsidprotein nur wahrend der

AKTUELLES

produktiven Phase gebildet. Das
Capsidprotein wird nach seiner Syn-
these im Zytoplasma sehr schnell in
den Zellkern transportiert. Dort
ummantelt das Hiillprotein die neu
gebildete virale Erbsubstanz, bevor
diese in grollen Mengen aus der infi-
zierten Zelle ausgeschleust wird [22,
23].

Der Nachweis des Hiillproteins kann
in der Histologie und Zytologie ge-
fuhrt werden. In der Zytologie konnen
native (ungefdrbte) oder nach Papa-
nicolaou bereits gefarbte Abstrich-
und flussiggestiitzte Dlnnschichtpra-
parate verwendet werden.

Die Detektion einer Zelle im gesam-
ten Prdparat ist flir einen positiven
L1-Capsidprotein-Nachweis ausrei-
chend. Ein positives Ergebnis liegt
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vor, wenn der Kern der Zelle rot
angefdrbt ist (Abb. 1). Als Funktions-
kontrolle zur Uberpriifung wurden
HPV L1-Capsidprotein-positive Sf9-
Insektenzellen verwendet.

Aufgrund der vorgegebenen Situati-
on im Labor wurde der Analyse-
schwerpunkt auf den Nachweis von
HPV-Hochrisikotypen gelegt.

Testdurchfihrung

Die zu farbenden Praparate wurden
in Zitratpuffer, pH 6,0 auf 100° C
erhitzt und 15 min. inkubiert.
Anschlielflende wurden sie mit Blok-
king-Reagenz fiir 5 min. benetzt und
dann mit dem Primarantikorper 2 h
bei 37° C (alternativ tiber Nacht bei
RT) inkubiert. Der Nachweis des
gebundenen Primar-Antikorpers er-
folgte mittels eines Sekundar-Antikor-
pers und einer Niederschlagsfirbung
nach Vorschrift des Herstellers.

FRGEBNISSE

Im Rahmen dieser Studie wurden
insgesamt 523 Abstriche untersucht.

Gruppe 1

Als Kontrollgruppe wurden 150 mor-
phologisch unauffillige Patientinnen

untersucht. Davon waren 27 % (40/
150) der mittels PCR untersuchten
Falle und 7 % (10/150) die mittels
Hybrid Capture Il untersuchten Falle
HPV-positiv. Im Gegensatz dazu
waren nur 3 % (4/150) der mittels
Viroactiv® (VAS) untersuchten Fille
positiv. Die Spezifitit des Viroactiv®
Testes ist mit 97 % deutlich hoher als
die Spezifitdt des Erbsubstanznach-
weise (Tab. 1).

Gruppe 2

Von 122 Proben der Gruppe PAP 11
wurden 28 Praparate auf alle HPV-
Typen und 94 Praparate auf HPV-
Hochrisikotypen untersucht. In 18/28
(64 %) der morphologisch unauffalli-
gen Abstrichpraparate, die jedoch
Kernunruhen oder Anzeichen einer
HPV-Infektion zeigten, wurde eine
allgemeine, produktive HPV-Infektion
nachgewiesen. Dagegen waren 10/28
(36 %) der untersuchten Praparate
dieser Gruppe HPV-negativ. Der
Anteil der HPV-Hochrisiko-positiven
Félle dieser Gruppe fiel niedriger aus.
Insgesamt waren 30/94 (32 %) der
untersuchten Falle Hochrisiko-positiv
und 64/94 (68 %) HPV-Hochrisiko-
negativ (Tab. 2).

Gruppe 3

Aus der Gruppe PAP [l1ID mit 251
Praparaten wurden 94 Abstriche auf
HPV und 157 Abstriche auf Vorhan-

Tabelle 1: Gruppe 1: Morphologisch
unauffallige Abstrichprdparate

Anzahl positiver
Befunde 40 10 4
Spezifitdt (%) 73 93 97

Tabelle 2: Gruppe 2: Morphologisch
unauffallige Abstrichpraparate, jedoch
mit Kernunruhen oder Anzeichen einer
HPV-Infektion

Anzahl 18 10 30 64
Prozent (%) 64 36 32 68

Tabelle 3: Gruppe 3: Morphologisch
auffdllige Abstrichprdparate

Anzahl 78 16 83 74
Prozent (%) 83 17 53 47

densein von HPV-Hochrisikotypen
untersucht. Es wurden 78/94 (83 %)
HPV-Screening-positive und 16/94
(17 %) HPV-Screening-negative Fille
nachgewiesen. Somit nimmt der

Abbildung 1: Aufnahmen HPV-positiv gefarbter Abstrichprdparate in verschiedenen VergroBerungen
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Anteil an allgemein HPV-positiven
Féllen von der Gruppe der Pap II-
Praparaten zu der Gruppe der Pap
[IID-Préparaten von 64 % auf 83 %
zu. Dartber hinaus steigt in der
Gruppe der Pap llID-Praparate auch
das Vorkommen der HPV-Infektion
von Hochrisikotypen. Davon waren
83/157 (53 %) Hochrisiko-positiv und
74/157 (47 %) Hochrisiko-negativ.
Alle Patientinnen werden — soweit
moglich — im Follow-up weiter unter-
sucht (Tab. 3).

DISKUSSION / FAzIT

Bei der Diagnostik von HPV-Infektio-
nen im Bereich der unklaren Zytolo-
gie sowie bei leichten bis maRigen
Dysplasien erwiesen sich die gegen
das L1-Capsidprotein gerichteten
Viroactiv® Antikorper als eine ideale
Ergdnzung fiir den Pap-Test. Im Ge-
gensatz zum Erbsubstanz-Nachweis
(wie z. B. PCR oder Hybrid Capture
[I-Test) bleibt die Morphologie der
Zellen auf zytologischen Praparaten
bei der Durchfiihrung des immun-
chemischen HPV-Nachweises mit dem
Viroactiv® Test erhalten, was eine
gezielte mikroskopische Beurteilung
der positiv reagierenden Epithelien

gestattet [24]. Die einfache Hand-
habung und Auswertung im Labor
ermoglicht dariiber hinaus einen ziel-
gerichteten Einsatz bei jedem zyto-
logischen Verdacht auf HPV-Infektio-
nen. Besonders vorteilhaft ist, da
Viroactiv® am bereits PAP-gefarbten
Praparat eingesetzt werden kann,
also ein zweites Abstrichpraparat
nicht erforderlich ist. Die im Rahmen
dieser Studie erzielten Ergebnisse
decken sich mit den in der wissen-
schaftlichen Literatur beschriebenen
Daten:

Zytomorphologisch unauffillige Pra-
parate weisen nur in Ausnahmefallen
eine produktive HPV-Infektion (Nach-
weis flr die L1-Capsidprotein-Syn-
these) auf. Die Spezifitdt dieses
Nachweisverfahrens lag bei unserer
Untersuchung bei tiber 95 % und
grenzt sich somit eindeutig von den
Erbsubstanznachweisen ab, deren
Spezifitdt abhdngig von der Nachweis-
grenze bei nur etwa 70 % lag. Somit
korreliert der Nachweis der produkti-
ven Phase einer HPV-Infektion sehr
gut mit der klinisch relevanten, auf-
falligen Zytologie, wahrend latente
HPV-Infektionen bei der unauffalligen
Zytologie nicht erfallt werden. Labor-
kranke werden also durch Viroactiv®
verhindert.

AKTUELLES

Abstriche mit zytologischen Anzei-
chen einer HPV-Infektion oder Kern-
unruhen (PAP Il) zeigen zu einem
hohen Prozentsatz (64 %) eine pro-
duktive HPV-Infektion. Demgegen-
tiber wiesen 32 % dieser untersuchten
Praparate eine produktive HPV-Infek-
tion mit Hochrisikotypen auf. Der
Anteil der produktiven HPV-Infektion
betrug bei den leichten bis mafigen
Dysplasien 83 %. Wie zu erwarten
stieg mit dem Schweregrad der Lasion
bei den Abstrichen mit leichten bis
maRigen Dysplasien (PAP IID) die
Haufigkeit der Hochrisikotypen auf
53 % an.

Hochgradige Dysplasien (Pap IVa auf-
warts) wurden im Rahmen dieser Stu-
die nicht untersucht, da unabhangig
vom HPV-Ergebnis eine histologische
Abklarung im Rahmen einer Dyspla-
siesprechstunde indiziert ist. Es muf}
allerdings ausdriicklich darauf hin-
gewiesen werden, daf8 wie anhand
des viralen Infektionszyklus zu er-
warten ist, sich bei hochgradigen
Dysplasien (PAP [Va/b, PAP V) der
Anteil an produktiven HPV-Infektio-
nen verringert [20, 25]. Ursache
hierflr ist zum einen die Integration
der viralen Erbsubstanz in das
menschliche Genom (Beginn einer
Zellentartung) und zum anderen der
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Verlust von differenzierungsabhdngi-
gen Transkriptionsfaktoren fir die
L1-Capsidprotein-Synthese, wie es
bei hochgradigen Lasionen oder Kar-
zinomen die Regel ist [26, 27].

Demnach kénnte der Verlust der
Expression des L1-Capsidproteins in
HPV-infizierten Epithelzellen als
frither Hinweis fir den progredienten
Dysplasieverlauf dienen und von
hoher prognostischer Bedeutung sein
[21]. In zur Zeit laufenden Studien
scheint sich diese Hypothese zu be-
statigen, wonach ein positiver Viro-
activ® Nachweis bei einer leichten
bis maRigen Dysplasie mit einer
Remission einhergeht, wohingegen
ein negativer Viroactiv® Nachweis
bei Hochrisiko-positiven Pap IlID mit
einer Progression korreliert.

Vor diesem Hintergrund der potenti-
ellen pro(énostischen Bedeutung des
Viroactiv® Nachweises bei leichten
bis maRigen Dysplasien scheint die
Kenntnis produktiver oder nicht pro-
duktiver HPV-Infektionen ein neues
Kapitel im Management von auffalli-
gen zytologischen Screeningbefunden
zu erdffnen. Da der Viroactiv® Nach-
weis keinerlei zusatzliche apparative
Investitionen erfordert und nur maxi-
mal 11 Euro pro Bestimmung kostet,
stellt er damit eine kostengtinstige,
sehr sinnvolle und empfehlenswerte
Verbesserung des Pap-Tests dar.
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Die Lieferung umfasst 4-5 Ausgaben pro Jahr zzgl. allfalliger Sonderhefte.
Unsere e-Journale stehen als PDF-Datei zur Verfiugung und sind auf den meisten der markt-
ublichen e-Book-Readern, Tablets sowie auf iPad funktionsfahig.

I Bestellung e-Journal-Abo

Haftungsausschluss

Die in unseren Webseiten publizierten Informationen richten sich ausschlieBlich an geprifte
und autorisierte medizinische Berufsgruppen und entbinden nicht von der arztlichen Sorg-
faltspflicht sowie von einer ausflhrlichen Patientenaufklarung tber therapeutische Optionen
und deren Wirkungen bzw. Nebenwirkungen. Die entsprechenden Angaben werden von den
Autoren mit der grof3ten Sorgfalt recherchiert und zusammengestellt. Die angegebenen Do-
sierungen sind im Einzelfall anhand der Fachinformationen zu Gberprifen. Weder die Autoren,
noch die tragenden Gesellschaften noch der Verlag Gbernehmen irgendwelche Haftungsan-
spruche.
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http://www.kup.at/impressum/index.html
http://www.kup.at/impressum/disclaimer.html
http://www.kup.at/impressum/datenschutz.html
http://www.kup.at/cgi-bin/gratis-abo.pl
http://www.kup.at/db/abbildungen.html
http://www.kup.at/db/index.html
http://www.kup.at/db/index.html
http://www.kup.at/abo/index.html

