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Hintergrund

Histopathologie

Grundlage fiir das Management von Pa-
tientinnen mit (pra-)neoplastischen Ver-
anderungen der Portio ist die zytologi-
sche bzw. histopathologische Diagnostik.
Die Einteilung der Dysplasien der Por-
tio erfolgt nach der Systematik der World
Health Organization (WHO) in zervikale
intraepitheliale Neoplasien Grad 1, 2 und
3. Diese Systematik basiert in erster Linie
auf einer subjektiven Abschitzung der
Ausdehnung der dysplastischen Verdnde-
rungen im Verhéltnis zur gesamten Breite
des Epithels [33]. Diese dreigliedrige Ein-
teilung beriicksichtigt neuere Erkenntnis-
se nicht, dass es sich bei den intraepithe-
lialen Lasionen um histologisch erkenn-
bare, durch das humane Papillomavirus
(HPV) induzierte Verdnderungen han-
delt, welche zwei unterschiedliche Prozes-
se umfassen, nimlich eine benigne Alte-
ration sowie eine praneoplastische Lasion
[35]. Bei einer CIN2 handelt es sich wahr-
scheinlich um eine heterogene Kategorie,
die sich einerseits z. T. aus Fallen zusam-
mensetzt, welche sich wie CIN1 mit Ten-
denz zur spontanen Regression verhalten.
Andererseits handelt es sich aber um La-
sionen, welche eher einer CIN3 naheste-
hen [7]. Die histopathologische Beurtei-
lung von Liasionen der Portio unterliegt
einer seit Langem bekannten Interobser-
vervariabilitat [18, 24].

Die korrekte Graduierung der CIN ist
wichtig, da diese die Grundlage fiir weite-
re Therapieentscheidungen liefert. Nach
den S2k-Leitlinien der Deutschen Gesell-
schaft fiir Gynakologie und Geburtshilfe
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erfolgt, sofern auch Positivitit fiir einen
HPV vom High-risk-Typ besteht, ein
konservatives Management mit regelma-
Bigen kolposkopisch-zytologischen Kon-
trollen fiir CIN1 iiber bis zu 24 Monate
und fiir CIN2 bis zu 12 Monate. Bei CIN3
soll nach diesen Leitlinien eine Konisation
durchgefiihrt werden [10]. Reaktive Ver-
dnderungen miissen von einer CIN1 ab-
gegrenzt werden. Tendenziell erfolgt bei
dieser Fragestellung eher eine Uberinter-
pretation [29]. Seltener sind Uberinter-
pretationen schwerer reaktiver Verande-
rungen nichtdysplastischen Epithels als
CIN2/3 [6].

Einsatz von Biomarkern

Verschieden Studien befassten sich mit
Biomarkern, welche die Diagnostik der
CIN erleichtern kénnten. Voraussetzung
fiir die Anwendbarkeit in der Praxis ist
jedoch, dass diese Marker ohne tiberma-
Bigen technischen Aufwand in der Rou-
tinediagnostik eingesetzt werden kon-
nen. In dieser Studie analysierten wir an
einer groflen Serie von Portiobiopsien den
HPV-assoziierten Marker pl6 sowie die
Proliferationsmarker Ki-67 und Mcm2.
Bei pl6 handelt es sich um einen
cyclinabhiangigen Kinase(CDK)-Inhibi-
tor der INK4-Familie, der als Tumorsup-
pressorprotein agiert. Eine erhohte Ex-
pression von pl6 lasst sich in (Pra-)Neo-
plasien der Portio nachweisen. Wahr-
scheinlich beruht dies auf einer funk-
tionellen Inaktivierung von pRB durch
das E7-Protein von HPV, was wiederum
zu einer vermehrten Expression von pl6
fihrt [2]. Eine Korrelation zwischen dem
Grad einer CIN und der Expression von

p16 war in fritheren Untersuchungen ge-
zeigt worden [8, 9,13, 19, 25, 31].

Ki-67 ist ein in der Histopathologie
breit angewandter Proliferationsmarker.
Dieses Protein wird in allen Phasen des
Zellzyklus mit Ausnahme der GO- und
frithen G1-Phase exprimiert [14] und wur-
de als hilfreich zur Abgrenzung reaktiver
Verdnderungen gegeniiber einer CIN1
bzw. Graduierung der CIN beschrieben
[4, 8,13, 20, 26].

Der Mcm-Komplex (,,minichromo-
some maintenance complex”) ist aus den
Mcm-Proteinen, den Schliisselproteinen
des prareplikativen Komplexes, aufgebaut
und dient der Initiierung des Zellzyklus.
Im Gegensatz zu Ki-67 werden Mcm-Pro-
teine auch in der frithen G1-Phase expri-
miert [17]. Insbesondere die Untergrup-
pen Mcm2 und Mcmb5 des Proteinkom-
plexes wurden bereits sehr friih als diag-
nostisch hilfreiche und prognostisch rele-
vante Marker bei dysplastischen Epithel-
veranderungen propagiert [12, 34].

Andere Biomarker, welche ebenfalls
bei der Zellteilung und/oder Dysregu-
lation des Zellzyklus eine Rolle spielen,
wurden bereits auf ihre Wertigkeit bei der
Diagnostik der CIN untersucht, so z. B.
Cyclin E, p21, RB (Retinoblastomprote-
in) und PCNA (,,proliferating cell nuc-
lear antigen®). Eine ganze Reihe weiterer
Biomarker, wie z. B. CEA (,,carcinoem-
brionic antigen®), MN-Antigen [4], p63,
bcl-2, [27], Gewebetransglutaminase [2],
Survivin und MYBL2 [23] sowie die Zy-
tokeratine 13 und 14 als Differenzierungs-
marker [21], wurden zwar in einzelnen
Publikationen untersucht, konnten sich
jedoch bisher in der Routinediagnostik
nicht etablieren.
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Abb. 1 A Dysplasiefreies Epithel und zervikale intraepitheliale Neoplasien (CIN) Grad 1 bis 3 in der HE-
Farbung (7. Zeile) sowie nach den immunhistochemischen Farbungen auf Ki-67 und Mcm2 (2. und 3.
Zeile). Rechts oben: Stanzzylinder mit nichtdysplastischem p16-negativem Epithel. Pfeil: p16-positiver
Lymphozyt als positive interne Kontrolle. Rechts unten: Stanzzylinder aus einer CIN3 mit diffuser kréfti-

ger Positivitat fir p16

Ein anderer Ansatz ist der Nachweis
von Biomarkern, die direkt den Status
einer HPV-Infektion zeigen. Immunbhis-
tochemisch ist z. B. der Nachweis des L1-
Kapsids moglich, dessen Vorliegen eine
produktive Virusinfektion beweist. Die
Wertigkeit dieses Markers fiir die Gradu-
ierung der CIN ist jedoch umstritten [13,
25].

Der Nachweis einer onkogenen HPV-
Infektion durch die Detektion der vira-
len Proteine E6 und E7 bzw. deren Mes-
senger-RNA, Untersuchungen zur Virus-
last sowie die HPV-Typisierung konnten
theoretisch in der Diagnostik der CIN
hilfreich sein und dartiber hinaus auch In-
formationen tiber das Progressionsrisiko
geben. Die Anwendung in der Routine-
diagnostik an formalinfixierten, paraffin-
eingebetteten Gewebeproben ist zum jet-
zigen Zeitpunkt jedoch nur eingeschrankt
moglich [5, 9].

Fragestellung

Ziel dieser Studie war es, einen Marker
bzw. ein Set von Markern zu identifizie-
ren, deren/dessen Anwendung in der tag-
lichen Routinediagnostik gut moglich ist
und welche(r) bei der Diagnostik und

Graduierung von zervikalen Lasionen in
Erganzung zur Morphologie hilfreich sein
kann/kénnten.

Material und Methoden

Gewebemikroarray

Fir die Herstellung der Gewebemikroar-
rays (TMA, ,tissue microarray®) wurden
formalinfixierte, paraffineingebettete Ge-
webeproben von Patientinnen mit zer-
vikalen Lisionen eingesetzt, welche zwi-
schen 1985 und 2000 am Institut fiir Pa-
thologie der Universitét Basel untersucht
worden waren. Von den Paraffinblocken
wurde je ein HE-gefarbter (Hamatoxylin
und Eosin) Schnitt angefertigt, in denen
reprasentative Tumorareale selektiert
wurden. Hieraus wurden zwei TMAs her-
gestellt [32]. Alle Proben auf den TMAs
wurden mittels eines HE-Schnitts erneut
evaluiert (E.O, C.R.).

Fir diese Studie wurden nur Fille aus-
gewihlt, in welchen die Diagnosen nor-
males Epithel, CIN1, CIN2, CIN3 sowohl
an den urspriinglichen Gewebeschnitten
als auch an den HE-gefirbten Schnitten
der TMAs iibereinstimmten.

Immunhistochemie

Die immunhistochemischen Analysen

wurden unter Verwendung folgender

Antikérper durchgefiihrt:

== Ki-67 (clone MIB-1, DAKO, Glostrup,
Diénemark, Verdiinnung 1:50),

== Mcm2 (CRCT2.1 Acris Antibodies,
Herford, Deutschland, Verdiinnung
1:100),

== P16 (clone E6H4, DAKO, Glostrup,
Dinemark, vorverdiinnt).

Die gefarbten Schnitte wurden von C.R.
und E.O. beurteilt. Abweichende Ergeb-
nisse wurden am Diskussionsmikroskop
diskutiert, bis eine Einigung erreicht wur-
de. Bei Ki-67 und Mcm2 wurde in An-
lehnung an Duggan et al. [11] der pro-
zentuale Anteil aller Zellen mit nukledrer
Expression bezogen auf alle Epithelzellen
im untersuchten Areal in 5%-Schritten ge-
schitzt.

Fiir die Auswertung von pl6 wurden
die Kriterien von Galgano et al. [13] und
Klaes et al. [18] herangezogen. Somit wur-
de Positivitat fiir p16 dann angenommen,
wenn eine starke diffuse Farbung zu er-
kennen war. Als starke Farbung galt nur
eine eindeutig erkennbare zytoplasma-
tische und ggf. nukledre Reaktion. Als
diffuses Muster galt eine kontinuierli-
che, meist ab der Basalmembran begin-
nende Farbereaktion, welche sich tiber
mehr als ein Drittel des Epithels erstreck-
te (B8 Abb.1). In Ubereinstimmung mit
Klaes et al. [18] wurde eine fokale Posi-
tivitat fiir p16 als negativ beurteilt.

Statistische Auswertung

In die statistische Auswertung wurden
nur Fille einbezogen, bei welchen so-
wohl im HE-Schnitt des TMA als auch
am urspriinglichen Schnittpréparat die
gleiche Diagnose gestellt worden war.
Unterschiede in der prozentualen Expres-
sion von Ki-67 bzw. Mcm?2 bei den unter-
schiedlichen Kategorien (nichtdysplasti-
sches Epithel, CIN1, CIN2, CIN3) wurden
mit dem nichtparametrischen Wilcoxon-
Rangsummentest evaluiert. Fiir die Aus-
wertung der pl6-Expression wurde der
Fischer-Exakt-Test angewandt, wobei je-
weils SAS (V9.1, The Sas Institute, Cary,
N.Y, USA) zur Anwendung kam.
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Die Bestimmung der optimalen Mar-
kerkombination erfolgte mit der CART-
Analyse (,,classification and regression
tree analysis®, DTREG Predictive Mode-
ling Software, www.dtreg.com). Der mit
dieser Methode erstellte computergene-
rierte Algorithmus benutzt einen bindren
rekursiven Prozess, durch den die Daten
in bestmogliche Kombinationen von Va-
riablen zur optimalen Klassifizierung ge-
bracht werden. Zur Messung des Klas-
sifikationsfehlers als Funktion der Ent-
scheidungsbaumgrofie wurden 10-fache
Crossvalidierungsuntersuchungen durch-
gefithrt. Proben, zu denen keine Expres-
sionsdaten vorlagen, wurden von der
Analyse ausgeschlossen.

Ergebnisse

Bei 297 Gewebeproben auf den TMAs
war sowohl am urspriinglichen Gewebe-
schnitt als auch am TMA eine identische
Diagnose gestellt worden. In 27 Fallen
handelte es sich um dysplasiefreies Plat-
tenepithel, in 31 Fillen um eine CIN1, in
83 Fillen um eine CIN2 und in 156 Fillen
um eine CIN3.
Die durchschnittlichen Anzahl der
proliferierenden Zellen betrug
== im nichtdysplastischen Epithel ge-
messen an Ki-67 13% (Range: 0-30%)
und an Mcmz2 62% (Range: 10-90%),
== bei CIN1 gemessen an Ki-67 22%
(Range: 5-70%) und an Mcmz2 65%
(30-95%),
== bei CIN2 gemessen an Ki-67
37% (0-90%) und an Mcmz2 82%
(40-95%),
== bei CIN3 gemessen an Ki-67
51% (0-90%) und an Mcmz2 86%
(50-95%).

Sowohl fiir Ki-67 als auch fiir Mcm?2 zeig-
te sich eine Zunahme der durchschnittli-
chen Werte der proliferierenden epithelia-
len Zellen von den Proben mit nichtdys-
plastischem Epithel iiber CIN1, CIN2 bis
zur CIN3. In dem paarweisen Vergleich
lag sowohl fiir Ki-67 als auch fiir Mcm?2
ein statistisch signifikanter Unterschied
von p<0,001 vor (B Tab. 1).

Die Unterscheidung zwischen einer
CIN1 und einer CIN2 war mittels Ki-67
moglich. Bei einer Proliferationsrate von
<25% gemessen mittels Ki-67 handelte
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Neoplasien

Zusammenfassung

Diagnose und Graduierung von zervikalen
intraepithelialen Neoplasien (CIN) gehéren zu
den haufigen Fragestellungen in der histopa-
thologischen Diagnostik. Trotzdem kann die
Unterscheidung zwischen reaktiven Verande-
rungen und CIN1 bzw. die Graduierung einer
CIN Schwierigkeiten bereiten.

In dieser Studie wurde untersucht, ob die
Bestimmung der Proliferationsmarker Ki-67
und Mcm2 sowie von p16 zur Beantwortung
dieser Fragestellungen beitragen. Untersucht
wurden die immunhistochemischen Expres-
sionsprofile dieser Marker an 297 Proben aus
dysplasiefreiem Portioepithel, CIN1, CIN2 und
CIN3 mittels Gewebemikroarrays.

Die mittels Ki-67 bzw. Mcm2 ermittelte
Proliferationsrate zeigte eine Zunahme von
dysplasiefreiem Epithel Gber CIN1, CIN2 zu
CIN3 (p<0.001 bei beiden Markern). Mittels
Ki-67 lie3 sich am besten zwischen dysplasie-
freiem Epithel und CIN1 unterscheiden. Zur
Abgrenzung von CIN1 zu CIN2 bot sich eine
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Kombination von Ki-67 und p16 an. Bei einer
Ki-67-Expression von <25% handelte es sich
um eine CIN1 mit einer Sensitivitat von 91,7%
und einer Spezifitdt von 54,3%. Die zusatz-
liche Untersuchung der Expression von p16
konnte einen weiteren Teil der Falle mit einer
Ki-67-Expression von <25% stratifizieren. Die
Anzahl p16-positiver Félle betrug bei norma-
len Epithelien 0%, bei CIN1 7%, bei CIN2 46%
und bei CIN3 86%. Somit war mittels p16
eine Abgrenzung der CIN2 zur CIN3 nur zum
Teil moglich.

Die histopathologische Evaluation am HE-
Schnitt bleibt Grundlage der Beurteilung von
zervikalen intraepithelialen Neoplasien, je-
doch kann die Analyse von Ki-67 und p16 zur
Diagnose und Graduierung beitragen.

Schliisselworter
Zervikale intraepitheliale Neoplasie -
Proliferationsmarker - p16 - Mcm2 - Ki-67

Abstract

Diagnosing and grading of cervical intraepi-
thelial neoplasias (CIN) are part of the routine
practice of pathologists. However, discrimi-
nating between reactive changes and CIN1
and determining the different degrees of CIN
may be challenging. Aim of this study was
the evaluation of the proliferation markers Ki-
67 and Mcm?2 as well as p16 for their poten-
tial to aid in the assessment of CIN.

297 samples of normal epithelium, CIN1,
CIN2, and CIN3 were assessed for expression
of the above mentioned markers using tissue
microarrays.

There was an increase in the expression
of Ki67 and Mcm2 from normal epithelium,
CINT, CIN2 to CIN3 (p<0.001 for both mar-
kers). Ki-67 was the most useful marker in
differentiating between normal epithelium
and CIN1.The number of p16-positive cases
was 7% in CIN1, 46% in CIN2 and 86% in
CIN3.There were no p16-positive cases in

Diagnosis and grading of cervical intraepithelial neoplasias

the group with normal epithelium. In order
to grade CIN1 vs. CIN2 a combination of Ki-
67 and p16 was helpful. Cases with a prolife-
ration rate of <25% assessed with Ki-67
were most likely CIN1 (sensitivity 91.7%,
specificity: 54.3%, positive predictive value:
73.3%, negative predictive value 82.6%). P16
was the most helpful marker in distinguish-
ing between CIN2 and CIN 3 as p16 nega-
tive cases were more likely to belong into the
CIN2 category.

In summary, the histopathological assess-
ment of cervical biopsies is based on H&E-
stained slides. However, Ki-67 and p16 can be
helpful in diagnosing and grading cervical in-
traepithelial neoplasia.

Keywords

Cervical intraepithelial neoplasia -
Proliferation markers - Cyclin-dependent
kinase inhibitor p16 - Mcm2 protein - Ki-67

es sich um eine CINI mit einer Sensiti-
vitit von 91,7% und einer Spezifitit von
54,3%. Der positive pradiktive Wert von
Ki-67 betrug fiir diese Fragestellung
73,3%, der negative pradiktive Wert lag
bei 82,6%. Die zusitzliche Untersuchung

der Expression von pl6 konnte einen wei-
teren Teil der Falle mit einer Ki-67-Ex-
pression von <25% stratifizieren: Bei p16-
positiven Fillen handelte es sich nur um
CIN2. Die Sensitivitit einer fehlenden Ex-
pression von pl16 in der Gruppe der Fille



Tab.1 Expression von Ki-67 und Mcm?2 bei dysplasiefreiem Epithel und zervikalen intra-
epithelialen Neoplasien (CIN) Grad 1 bis 3

Normal (n=27) CIN1 (n=31) CIN2 (n=83) CIN3 (n=156) p-Wert
Ki-67 13% (0-30%) 22% (5-70%) 37% (0-90%) 51% (0-90%) <0,001
Mcm2 62% (10-90%) 65% (30-95%) 82% (40-95%) 86% (50-95%)  <0,001

tersuchten Areal. Angaben zur Streuung (Range) in Klammern.

Angabe des durchschnittlichen Prozentwerts der Ki-67- bzw. Mcm2-exprimierenden Zellen an allen epithelialen Zellen im un-

plasien (CIN) Grad 1 bis 3

Tab.2 Expression von p16 bei dysplasiefreiem Epithel und zervikalen intraepithelialen Neo-

Normal (n=27) CIN1(n=30) CIN2(n=80) CIN3 (n=150) p-Wert
Negativ 100% (27) 93% (28) 54% (43) 14% (21) <0,001
Positiv 0% (0) 7% (2) 46% (37) 86% (129)

Angabe der Haufigkeit als Prozent in der jeweiligen Kategorie; absolute Fallzahlen in Klammern.

mit einer Ki-67-Expression von <25% be-
trug fir die Diagnostik einer CIN157,6%,
die Spezifitit lag hierfiir bei 100%.

Bei der Markierung mit pl6 war bei
den Fillen mit nichtdysplastischen Epit-
helien keine der 27 Proben positiv (0%).
Bei CINI1 zeigten 2 von 30 (7%), bei CIN2
37 von 80 (46%) und bei CIN3 129 von
150 (86%) Fillen eine Positivitit fiir p16.
Weiterhin zeigte sich eine statistisch signi-
fikante Zunahme der Anzahl pl6-positi-
ver Félle mit Zunahme des Dysplasiegrads
(p<0,001; @ Tab.2,@ Abb.1).

Diskussion

Die korrekte Diagnose und Graduierung
zervikaler intraepithelialer Neoplasien
dient als Grundlage des klinischen Ma-
nagements der betroffenen Patientinnen.
Einerseits besteht die Moglichkeit, Ver-
anderungen zu niedrig zu klassifizieren,
was dazu fithren kann, dass die Patientin
keine adaquate Therapie erhalt. Eine Ein-
ordnung einer reaktiven Verianderung als
CIN1 fithrt dagegen zu unnétigen Nach-
kontrollen und stellt moglicherweise eine
Belastung fiir die Patienten dar. Die Dia-
gnose einer CIN2 oder CIN3 kann sogar
Eingriffe nach sich ziehen, welche die Fer-
tilitat beeinflussen konnen. Die histopa-
thologische Diagnostik der CIN ist durch
eine hohe Interobservervariabilitat ge-
kennzeichnet [18, 24]. Zahlreiche Arbei-
ten befassen sich daher mit der Frage, ob
zusdtzliche Parameter die konventionel-
le Diagnostik am HE-Schnitt unterstiit-
zen kénnten.

Da eine Infektion mit HPV Voraus-
setzung fiir die Entstehung eines Platten-

epithelkarzinoms der Portio und seiner
Vorlduferlasionen ist, scheint es sinnvoll,
Parameter zu untersuchen, welche un-
mittelbar mit einem HPV-Infekt in Zu-
sammenhang stehen. Zu diesen Parame-
tern zdhlen z. B. die Messung der mRNA-
Transkripte von E7 [9] oder die Untersu-
chungen zu HPV selbst, d. h. die Bestim-
mung der Viruslast, die Virustypisierung
und der Nachweis einer Integration der
viralen DNA [5]. Nachteil dieser Metho-
den ist der technische Aufwand, welcher
die Anwendung in der Routinediagnostik
limitiert. Eine weitere Moglichkeit fiir die
Diagnostik der CIN ist die Analyse von
Biomarkern, welche die Zellproliferation
und/oder die Dysregulation des Zellzy-
klus erfassen, wie z. B. Ki-67, Mcm-Pro-
teine, Cyclin E, PCNA und p16 [4].

Nutzen von Biomarkern

Ziel dieser Studie war es, Biomarker auf
ihren Nutzen bei der Diagnostik und Gra-
duierung der CIN in der taglichen Routi-
nediagnostik zu untersuchen. Ausgewahlt
wurden die Marker Ki-67 und Mcm2, da
sie die Proliferation bzw. das proliferati-
ve Potenzial des Epithels erfassen kon-
nen. pl6 wurde in die Untersuchung auf-
genommen, da dessen Expression in un-
mittelbarem Zusammenhang mit einer
HPV-Infektion steht. Ein wichtiges Aus-
wahlkriterium der Marker war deren ein-
fache Anwendbarkeit in der tdglichen
Diagnostik.

Ki-67
Insbesondere Ki-67 ist ein etablierter Pro-
liferationsmarker, welcher routinemaf3ig

in der histopathologischen Diagnostik fiir
unterschiedliche Fragestellungen einge-
setzt wird. Mcm2 wird schon seit Langem
als Proliferationsmarker propagiert [30],
konnte Ki-67 aber nie verdrangen.

Verschiedene Auswertungsmodalita-
ten wurden fiir diese Marker beschrie-
ben, wie z. B. der Nachweis von Ki-67-
exprimierenden Zellclustern [20, 26]
und/oder bildanalyseunterstiitzte Techni-
ken [4]. Fiir diese Arbeit wurde in Anleh-
nung an Duggan et al. [11] der prozentua-
le Anteil markierter Zellen an allen Epi-
thelien des untersuchten Areals bestimmt,
da es sich hierbei um eine in der Praxis
gut durchfithrbare Methode handelt. Hier
zeigte sich, dass Ki-67 fiir die Abgrenzung
des nichtdysplastischen Epithels (durch-
schnittliche Proliferationsrate: 13%) von
CINI (durchschnittliche Proliferationsra-
te: 22%) niitzlich sein kann. Dabei zeigen
sich jedoch Uberlappungen zwischen bei-
den Kategorien, so dass im Einzelfall eine
sichere Unterscheidung schwierig bleibt
(8 Tab.1).

Auch andere Autoren konnten eine dia-
gnostische Wertigkeit von Ki-67 fiir die Dia-
gnose einer CIN nachweisen. Bei der Aus-
wertung sind allerdings v. a. intraepithelia-
le Entziindungszellen und tangentielle An-
schnitte der Basalzellschicht zu beachten [13,
20, 26]. Insbesondere bei entziindlich-reak-
tiven Veranderungen des Epithels kann die
Proliferationsrate erhoht sein, so dass die
Abgrenzung dieser Lisionen zu einer CIN1
allein auf Grund der Proliferationsrate nur
eingeschrankt moglich ist [1].

Mcm2

Unsere Untersuchung zeigte auch eine Zu-
nahme der Expression von Mcm2 von
normalem Epithel iiber CINI und CIN2
zu CIN3. Ein Vorteil von Mcm2 gegen-
tiber Ki-67 bestand jedoch nicht. Mog-
licherweise ist ProExC (Tripath Ima-
ging Inc., Burlington, NC), welches einen
Antikoérpercocktail gegen Mcm2- und
Topoisomerase-II-alpha-Proteine enthlt,
einer alleinigen Untersuchung von Mcm2
bei der Diagnostik zervikaler Lisionen
tiberlegen [28].

In der Literatur wird zur Unterschei-
dung von nichtdysplastischen Epithelver-
anderungen, insbesondere der unreifen
Plattenepithelmetaplasie und der schwe-
ren Atrophie, zu einer CIN neben der

Der Pathologe 2 - 2012 ‘ 121



Originalien

CINT und CIN2

(n=83)

l

! I
Ki-67<25% Ki-67>25%
(n=35) (n=48)
4 CIN1 (8.3%)
44 CIN2 (91.7%)
' b Abb. 2 <« Algorithmus
p16 negativ p16 positiv zur Expression von
(n=33) (n=2)

19 CIN1 (57.6%)
14 CIN2 (42.4%)

2 CIN2 (100%)

sorgfiltigen morphologischen Diagnos-
tik meist eine kombinierte Analyse von
Ki-67 und p16, ggf. zusammen mit einer
HPV-Testung, empfohlen [16].

p16

Die Wertigkeit von pl6 fiir die Diagnostik
zervikaler Lasionen lief3 sich bereits in zahl-
reichen Studien zeigen [9, 13, 31]. Im Unter-
schied zu unserer Untersuchung wurden
insbesondere bei einer CINI von anderen
Autoren mehr Fille mit Positivitat fiir p16
beobachtet. Die Angaben in der Literatur
reichen von 25% [15] bis zu 88% [18]. Auch
fir CIN2/CINS3 sind oft hohere Anteile an
positiven Féllen als in unserer Studie beob-
achtet worden [9, 31].

Urséchlich hierfiir konnen das Patien-
tinnenkollektiv, der verwendete Antikor-
per und v. a. die unterschiedlichen Aus-
wertungskriterien sein. In dieser Studie
war nur eine diffuse, starke, eindeutig er-
kennbare Reaktion als positiv gewertet
worden, da dieses Kriterium sowohl der
Literatur entsprach [18] als auch fiir die
Routinediagnostik geeignet schien. Auch
wenn die Auswertungskriterien fiir die
untersuchten immunhistochemischen
Marker in dieser Studie im Einklang mit
der Literatur standen, kann die fehlende
Standardisierung der Analytik zwischen
verschiedenen Laboratorien zu der unter-
schiedlichen Rate an pl6-positiven Fallen
beigetragen haben. Hierbei spielen sicher
neben den moglichen Variablen im Labor
auch préanalytische Faktoren (z. B. Art
und Dauer der Gewebeprobenfixation)
eine Rolle [22].
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Ki-67 und p16 bei zer-
vikalen intraepithelia-
len Neoplasien (CIN)
Grad 1und 2

Einsatz in der Graduierung

Fir die Graduierung der CIN1 im Unter-
schied zu einer CIN2 kann nach unserer
Untersuchung in Erganzung zur Morpho-
logie eine kombinierte Untersuchung von
Ki-67 und p16 hilfreich sein.

Hierbei bietet sich ein Algorithmus mit
einer Evaluation von Ki-67 und p16 an, da
mehr als 90% aller CIN2 eine Ki-67-Ex-
pression von mindestens 25% aufweisen
(Sensitivitdt: 91,7%). Falls die Prolifera-
tionsrate <25% ist, lassen sich weitere Fal-
le auf Grund ihrer Positivitit fiir p16 einer
CIN2 zuordnen (8 Abb. 2).

Eine Abgrenzung zwischen CIN2 und
CIN3 ist anhand der hier untersuchten Mar-
ker am besten mittels p16 moglich, da ein
Grofiteil der Flle (86%) von CIN3 eine Ex-
pression von pl6 zeigt, so dass eine Negati-
vitdt fiir p16 bei dieser Fragestellung fiir eine
CIN2 spricht. Umgekehrt kann bei Positivi-
tat fiir p16 jedoch nicht auf eine CIN3 ge-
schlossen werden, da auch fast die Halfte
der CIN2 (46%) pl6 exprimiert. Die breite
Streuung der mittels Ki-67 bzw. Mcm?2 ge-
messenen Proliferationsrate und der pl6-
Expression innerhalb der einzelnen Gra-
de der CIN zeigt, dass bei der CIN nicht
deutlich voneinander abgegrenzte Kate-
gorien vorliegen. Vielmehr handelt es sich
um einen dynamischen Prozess, der sowohl
zur Regression als auch Progression fihig
ist. Insbesondere die Gruppe der CIN2 ist
wahrscheinlich heterogen zum einen aus
Fillen zusammengesetzt, die in ihrem wei-
teren Verlauf der CINI1 zuzuordnen sind,
sowie zum anderen aus Fillen, die sich wie
CIN3 verhalten [7].

Zusammenfassend bleibt die mor-
phologische Beurteilung am HE-Schnitt
Grundlage fiir die Diagnostik und Gra-
duierung der CIN. In einem Teil der Fille
kann die Untersuchung weiterer Marker,
wie z. B. Ki-67 oder p16, hilfreich sein. In
Zukunft werden wahrscheinlich Biomar-
ker in den Vordergrund riicken, welche
nicht nur die Diagnostik unterstiitzen,
sondern auch prognostische Informatio-
nen iiber den zu erwartenden Verlauf der
zervikalen intraepithelialen Neoplasien
bieten.

Fazit fiir die Praxis

== Die korrekte Diagnose und Graduie-
rung sind von klinischer Bedeutung
fiir das Management von Patientin-
nen mit zervikalen intraepithelialen
Neoplasien (CIN), jedoch kdnnen sie
in der Routinediagnostik eine Heraus-
forderung darstellen.

== Als Unterstiitzung zur histopathologi-
schen Beurteilung kann sich der Pro-
liferationsmarker Ki-67 fiir die Unter-
scheidung von nichtdysplastischem
Epithel im Gegensatz zu einer CIN1
als hilfreich erweisen.

== Zur Abgrenzung einer CIN1 gegen-
tiber einer hohergradigen Lasion
dient eine Analyse von Ki-67 und, bei
einer Proliferationsrate <25%, eine
nachfolgende Untersuchung von p16.
Bei Fallen mit niedriger Proliferations-
rate und Negativitdt von p16 diirfte
es sich um eine CIN1 handeln.

== Die Unterscheidung von CIN2 und
CIN3 kann durch Untersuchung von
p16 erleichtert werden.

= Insgesamt bleibt die Morphologie am
HE-Schnitt Grundlage der Diagnostik
und Graduierung der CIN, allerdings
konnen Zusatzuntersuchungen mit-
tels Ki-67 und p16 in einem Teil der
Félle niitzlich sein.
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