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ZUSAMMENFASSUNG

Die Infektion mit humanen Papillomaviren (HPV) ist fir die
Entstehung des Zervixkarzinoms eine notwendige, aber nicht
hinreichende Bedingung. Die dysbiotische Verschiebung des
zervikovaginalen Mikrobioms stellt offensichtlich einen we-
sentlichen Co-Faktor in der Karzinogenese dar. Neue Ana-
lysemethoden, wie das Next-Generation-Sequencing (NGS),
erlauben die Bestimmung der Gesamtheit der vaginalen
Mikroorganismen und damit die Ableitung individueller Thera-
pieoptionen. Der Zusammenhang von bakterieller Vaginose
und Karzinogenese sowie mogliche Indikationen fiir den Ein-
satz der Mikrobiom-Analyse werden diskutiert.

ABSTRACT

Human papillomavirus (HPV) infection is a necessary but not
sufficient condition for the development of cervical cancer.
The dysbiotic shift in the cervicovaginal microbiome appears
to be a major co-factor in carcinogenesis. New analytical
methods, such as next-generation sequencing (NGS), can be
used to detect all of the vaginal microorganisms present and
therefore identify individual therapeutic options. The relation-
ship of bacterial vaginosis and carcinogenesis, as well as possi-
ble indications for the use of microbiome analysis, will be dis-
cussed.
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Einleitung

Nach Einfiihrung der organisierten Krebsfriiherkennung (oKFE) fiir
das Zervixkarzinom (,ZK“) in 2020 wird bei allen Frauen ab dem
35. Lebensjahr in einem 3-jdhrigen Intervall im Rahmen der Zervix-
karzinomfritherkennungsuntersuchung ein sogenannter Co-Test
durchgefiihrt. Dies bedeutet, dass sowohl ein Zervixabstrichprapa-
rat zytologisch begutachtet als auch eine Laboruntersuchung fiir
den genetischen Nachweis der verschiedenen Hochrisiko-Typen
des humanen Papillomavirus (HPV) durchgefiihrt wird. Bei den
unter 35-jahrigen Vorsorgeteilnehmerinnen erfolgt weiterhin das
jahrliche zytologische Screening. Bei allen Frauen mit dem zytolo-
gischen Befund einer héhergradigen Dysplasie oder dem Verdacht
auf eine solche Dysplasie ist unabhdngig vom HPV-Testergebnis
eine kolposkopische Abklarungsuntersuchung vorgeschrieben; in
diesem Rahmen erfolgt in der Mehrzahl der Félle auch eine Ce-
websentnahme von der Zervix fiir die histologische Befunderhe-
bung [1].

Genetisches Material insbesondere von Hochrisiko-HPV-Typen
ist in fast allen Fallen eines Zervixkarzinoms im Tumorgewebe
nachweisbar. Die HPV vermittelte Karzinogenese wird dabei vor
allem durch die beiden viralen Onkoproteine E6 und E7 induziert.
Diese treiben die infizierten Zellen in den ungeregelten Zellzyklus
und erzeugen eine Zellvermehrung mit Akkumulation genetischer
Aberrationen im Epithel [2].

Eine HPV-Infektion ist jedoch fiir die Entstehung des Zervixkar-
zinoms nicht ausreichend, denn tiber 90% dieser Infektionen sind
transient und bilden sich von selbst zuriick (,Clearance“) [3]. Of-
fensichtlich bedarf es weiterer Faktoren, damit im infizierten Epi-
thel ein Karzinom oder eine Karzinomvorstufe entsteht. Eine wich-
tige Voraussetzung ist die jahrelange Persistenz der HPV-Infektion
in den Schleimhautepithelien. In den letzten Jahren hat sich das
Mikrobiom als ein weiterer wichtiger Faktor fiir die Persistenz von
HPV-Infektionen und die Entstehung von zervikal-intraepithelialen
Neoplasien (CIN) erwiesen.

Die Bestimmung des vaginalen Mikrobioms ist daher - neben
der Testung auf HPV - bei bestimmten klinischen Fragestellungen
und Befundkonstellationen im Rahmen der Zervixkarzinom-Vor-
sorgeuntersuchungen sinnvoll.

Die bakterielle Vaginose begtinstigt
HPV-Infektionen und CIN-Ldsionen

Schon seit Lingerem ist bekannt, dass auffallige zytologische Be-
funde vermehrt bei Frauen mit gestorter Vaginalflora nachweisbar
sind [4], was auf einen Zusammenhang von bakterieller Vaginose
(BV) und der Entstehung des Zervixkarzinoms hindeutet. Dabei
fiihrt die Storung des vaginalen Milieus in etwa der Halfte der Fille
zu Symptomen wie ammoniakalisch riechendem Ausfluss und Ent-
ziindungszeichen wie Rétung, Jucken und Brennen. Es finden sich
ein erhdhter vaginaler pH und charakteristische ,Clue-cells* im
Abstrichpraparat [5]. Die BV ist die haufigste vaginale Erkrankung
der Frauen im gebdrfahigen Alter und kann mit gyndkologischen
und geburtshilflichen Komplikationen einhergehen, zum Beispiel
die Ausbreitung der Entziindung auf den oberen Genitaltrakt
(,Pelvic Inflammatory Disease [PID]“), Zervizitis, Friihgeburten
und Chorioamnionitis.
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Obgleich wissenschaftliche Studien unterschiedliche Kriterien
zur Diagnose einer BV verwenden, zeigen dennoch mehrere Meta-
analysen einen eindeutigen Zusammenhang zwischen dem Auf-
treten bakterieller Vaginosen und CIN-Ldsionen [6, 7]. Darlber
hinaus bestdtigt sich auch, dass die Pravalenz von HPV bei Frauen
mit einer BV signifikant hoher war als bei Frauen ohne diese Er-
krankung [7].

Neue technische Méglichkeiten

Der Nachweis einer BV ist nicht immer einfach. Neben der Mikro-
skopie spielt die Anzucht potenzieller Keime traditionell eine groRe
Rolle, um gegebenenfalls einen Keimnachweis mit antibiotischer
Austestung (Empfindlichkeitstestung) zu erhalten [8].

Jedoch sind nicht alle Keime, die mit einer BV einhergehen, auf
tiblichen Kulturmedien anziichtbar. Deshalb lassen sich relevante
Mikroorganismen der bakteriellen Vaginose, wie beispielsweise
Atopobium oder Mobiluncus, Ublicherweise nicht nachweisen.
Diese Keime miissen durch eine molekulargenetische Analyse
nachgewiesen werden, etwa mittels einer Polymerase-Ketten-
Reaktion (PCR).

Hinzu kommt, dass in der konventionellen medizinischen Mi-
krobiologie die Mikroorganismen mit dem Ziel angeziichtet wer-
den, aus der mikrobiellen Gemeinschaft moglichst einen - oder
mehrere - potenziell pathogene Erreger zu isolieren. Das Wachs-
tum der brigen Mikroben wird dabei durch die verwendeten se-
lektiven Medien bewusst unterdriickt. Dabei gehen Informationen
iber andere Keime, etwa zu den protektiv wirkenden Lactobazil-
lus-Spezies, meist verloren.

Anzucht und PCR liefern jedoch in keinem Fall Informationen
zur relativen quantitativen Zusammensetzung der Schleimhaut-
flora, also des Mikrobioms. Dies ist nur mdglich durch Einsatz des
Next-Generation-Sequencings (NGS), bei dem Gene aller gegebe-
nen Mikroorganismen gleichzeitig sequenziert werden kdénnen.
Hierfir werden die gewonnenen mikrobiellen Gensequenzen mit
umfangreichen Datenbanken abgeglichen, wodurch der prozen-
tuale Anteil (,Abundanz“) einzelner Spezies bestimmt werden
kann [9].

Das vaginale Mikrobiom

NGS-Daten zur Untersuchung des vaginalen Mikrobioms ergaben,
dass sich dieses in sogenannten ,Community State Types“ (CST)
organisiert [10]. Dabei werden 4 CSTs von einzelnen Lactobazillus-
Spezies dominiert: L. crispatus (CST I), L. gasseri (CST Il), L. iners
(CST II) und L. jensenii (CST V). L.-crispatus-Dominanz geht
beispielsweise einher mit einem gesunden vaginalen Mikrobiom,
hoher Produktion von Lactat und der Bildung protektiver Peptide.

Der CST IV zeichnet sich hingegen durch den weitgehenden
Verlust von Lactobazillen aus, wobei zumeist anaerobe Bakterien
wie Gardnerella, Atopobium, Mobiluncus oder Prevotella in groRe-
ren Anteilen bzw. dominierend nachweisbar sind. Dadurch wird
das Mikrobiom vielfdltiger bzw. diverser, d.h., die Lactobazillen
verschwinden oder verlieren ihre Dominanz und werden durch
zahlreiche andere Bakterien-Spezies ersetzt. Diese Zunahme der
Diversitat lasst sich mathematisch berechnen und wird als alpha-
Diversitat oder Shannon-Index angegeben.
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»Tab. 1 Differenzierung des Community State Type (CST) IV,
nach ,Valencia“ [11].

CST IV-A: hohe/moderate relative Abundanz von G. vaginalis u. BVAV1*

CST IV-B: hohe/moderate relative Abundanz von G. vaginalis und
A. vaginae

CST IV-C: niedrige relative Abundanz von G. vaginalis, BVAB1™
und Lactobacillus spp. und

CO: relativ dhnlicher Anteil von Prevotella spp.

C1: dominiert von Streprococcus spp.

C2: dominiert von Enterococcus spp.

C3: dominiert von Bifidobacterium spp.

C4: dominiert von Staphylococcus spp.

* BVAV1: Bacterial Vaginosis Associated Bacterium 1

In neueren Untersuchungen wird diese medizinisch bedeutende
Gruppe weiter unterteilt in A-C, je nach vorherrschender Keim-
konstellation, wobei von noch deutlich mehr Untergruppen aus-
gegangen werden kann [11, 12] - siehe » Tab. 1.

Der Verlust der Lactobazillus-Dominanz signalisiert eine medizi-
nisch relevante Fehlbesiedelung bzw. Dysbiose, denn die Gruppe
IV geht auch mit einem verdnderten vaginalen pH und einem er-
hohten Nugent-Score als Hinweis auf das Vorliegen einer bakteriel-
len Vaginose einher [10].

Auch CST Il ist medizinisch bedeutsam, da L. iners einige
Besonderheiten aufweist: er produziert nur geringe Mengen von
Lactat und offensichtlich wenig bis keine protektiven Peptide. Des-
wegen wird er auch als ,vergifteter Apfel* bezeichnet, der zumeist
auf ein Mikrobiom des Uberganges hinweist: aus einer Dysbiose
bzw. CST IV heraus oder in diese hinein [13].

Als wesentlicher Faktor fiir die Verdnderung des Besiedlungs-
typs gilt der menstruelle Zyklus: wéhrend der Ovulation ist die
CST-Stabilitdt am groBten, wohingegen sie mit der Menstruation
am stdrksten abnimmt. Darliber hinaus ist die sexuelle Aktivitdt
ein Faktor fiir eine Mikrobiom-Anderung, ebenso wie das Hygiene-
verhalten (alkalische Seifen etc.).

Dysbiotische Faktoren fiir Viruspersistenz
und Entstehung von CIN-Lasionen

Der bereits beschriebene Zusammenhang von Dysbiose bzw. BV
und HPV-Infektion bzw. zervikaler intraepithelialer Neoplasie (CIN)
wurde inzwischen durch zahlreiche fundierte NGS-Studien unter-
mauert und prazisiert [6, 14].

Lactobazillus-Dominanz geht offensichtlich mit einer natir-
lichen Clearance von HPV einer. Dabei wird vornehmlich
L. crispatus gefunden [15]. In einer longitudinalen Studie zeigte
auch L. gasseri eine erhohte Clearance von HPV [16]. Ein Lactoba-
zillus-dominiertes Mikrobiom zeigte in einer Follow-up-Studie auch
eine hohere Wahrscheinlichkeit, dass CIN2-Lasionen sich zurlickbil-
deten; eine langsamere Riickbildung wurde bei Lactobazillus-Ver-
lust festgestellt, typischerweise mit Zunahme von BV-Keimen [17].
Dominanz von L. crispatus zeigte dabei die schnellste Regression
von CIN-Ldsionen [17]. Wahrend Lactobazillen also protektiv wir-
ken, gehen Gardnerella und eine erhdhte mikrobielle Diversitdt
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mit einer CIN2-Progression einher [18]. L. iners bildet hingegen
unter den Lactobazillen eine Ausnahme: er wurde bei HPV-positi-
ven Frauen und bei Frauen mit Dysplasien vermehrt gefunden
[19].

Sowohl fiir die HPV-Infektion und -Persistenz als auch Entste-
hung und Fortschreiten der CIN-Ldsionen weist das vaginale Mi-
krobiom also ein typisches Muster auf, das dem der bakteriellen
Vaginose ahnelt: Verlust der Lactobazillus-Dominanz, Zunahme
der mikrobiellen Diversitdt mit dem Nachweis typischer anaerober
Bakterien (CST IV) [17]; dartber hinaus ist auch L. iners (CST Il
mit der Entstehung von CIN-Lésionen vergesellschaftet [19], mog-
licherweise auch deshalb, weil er ein transitorisches Mikrobiom an-
zeigt, das in den CST IV {ibergehen kann [13].

Potenzielle Mechanismen des vaginalen
Mikrobioms bei der viralen Infektion
und der Entstehung der CIN-Lasionen

Die Komplexitdt des zervikovaginalen Mikroenvironments bei der
HPV-Infektion bzw. CIN-Ldsion wird nicht nur durch das lokale
Mikrobiom bestimmt, sondern auch durch ein Zusammenspiel mit
den epithelialen und immunologischen Abwehrreaktionen der Pa-
tientin.

Lactobazillen produzieren zahlreiche protektive Peptide und
Stoffwechselprodukte. Im Vordergrund steht die Milchsdure
(Lactat), die durch Verstoffwechselung von Glykogen produziert
wird. Diese hemmt die Anheftung und das Wachstum pathogener
Bakterien, besonders der BV-assoziierten Keime [20]. Produziert
werden die Isomere D- bzw. L-Lactat; die D-Form wird dabei im
Wesentlichen von L. crispatus, L. jensenii, und L. gasseri her-
gestellt, wohingegen die L-Form von L. iners und anaeroben Keime
produziert wird. Bei Patientinnen mit vorherrschender L.-iners-
Besiedelung Giberwiegt somit das L-Lactat, was zur Aktivierung der
Metalloproteinase 8 (MMP8) fiihrt und dadurch die Aufnahme von
HPV in die basalen Keratinozyten erleichtert [21]. Herrscht
L. crispatus hingegen vor, nimmt die Viskositdt des zervikovagina-
len Mukus zu, was wiederum die Anheftung der HP-Viren daran
fordert [20, 22].

Weitere Faktoren, die von Lactobazillen zur Abwehr pathogener
Bakterien exprimiert werden, sind bakteriozid und bakterio-
statisch wirkende Peptide. Bacteriocin beispielsweise zeigt eine
hemmende Wirkung auf typische pathogene Keime, insbesondere
Gardnerella vaginalis [20]. Hydrogenperoxid (H,0,) greift Bakte-
rien wie beispielsweise Prevotella und Gardnerella an, die selbst
keine protektiven Enzyme produzieren, um dieses Molekil zu
degradieren. Solche Mechanismen sorgen also fiir den Schutz des
zervikalen Epithels und verhindern den Zugang von Pathogenen
wie HPV zu den basalen Keratinozyten [23].

Durch den Riickgang der Lactobazillen im Rahmen einer bakte-
riellen Vaginose bzw. CST IV werden nicht nur pathogene anaero-
ben Bakterien vorherrschend, sondern es kommen auch die ge-
nannten Abwehrmechanismen (Lactat, Bacteriocin etc.) zum Er-
liegen. Dadurch kénnen pathogene Mikroorganismen das Epithel
kolonisieren und eine Entziindung mit Synthese proinflammatori-
scher Zytokine begtinstigen [24]. Auf diese Weise wird die Integri-
tat des Epithels geschéddigt und die Empfanglichkeit einer HPV-
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Eubiose i Dysbiose
1
CSTI 1 CSTHI
1
CSTlI 1 CSTIV
CSTV | Diversitat 1
i
HPV- HPV- HPV- CIN- Zervix-
Clearance Infektion Persistenz Lasionen karzinom

» Abb. 1 Schematische Darstellung des Einflusses der dysbiotischen
Fehlbesiedelung auf die HPV-Infektion, CIN-Progression und Ent-
stehung des Zervixkarzinoms. Wahrend das normale Lactobazillus-
dominierte vaginale Mikrobiom (CST I, Il und V - ,Eubiose*) die
Clearance der HPV-Infektion ermdglicht, hdangt der Verlust der
Lactobacillus-Dominanz (CST IV) - und Zunahme der Diversitat —
bzw. die Dominanz mit L. iners (CST Ill) mit der Persistenz von HPV,
der Entstehung und Progredienz von CIN-L3sionen sowie der Ent-
stehung von Zervixkarzinomen zusammen.

Infektion deutlich erhoht; das Fortbestehen der Entziindung be-
glinstigt also die HPV-Persistenz. Wird die begleitende Entziin-
dung chronisch, ermdglicht dies die Entstehung und Persistenz
von CIN-Lasionen und begtinstigt deren Fortschreiten. Die Entste-
hung des Zervixkarzinoms wird dabei offensichtlich von einer
gleichartigen dysbiotischen Mikrobiom-Verschiebung begleitet
wie die Entstehung der CIN-Ldsionen [14] - siehe » Abb. 1.

Ableitung einer Individualisierten Therapie

Die Mikrobiom-Analytik erlaubt nicht nur die Bestimmung einer
maoglichen Dysbiose, sondern auch die Ableitung einer individuali-
sierten Therapie.

Bei hochgradigen Dysbiosen bzw. bakteriellen Vaginosen ist
eine antibiotische Therapie oftmals angeraten [25]. Diese lasst sich
entsprechend dem vorherrschenden Keimspektrum (siehe
» Abb. 1) modifizieren. Die Mikrobiom-Analyse liefert — im Gegen-
satz zur klassischen Mikrobiologie - Angaben zu den prozentualen
Anteilen einzelner Keime: eine Gardnerella-Dominanz wird dem-
zufolge antibiotisch anders behandelt als der hochabundante
Nachweis von Enterokokken.

Die antibiotische Therapie ist jedoch mit einer hohen Riickfall-
quote behaftet [25]. Die Gabe von L. crispatus nach antibiotischer
Behandlung mit Metronidazol kann das Wiederauftreten der bak-
teriellen Vaginose signifikant reduzieren [26]. Daher gilt die Wie-
derherstellung bzw. Normalisierung des vaginalen Mikrobioms als
aussichtsreiche Strategie. Die Gabe lebender vaginaler Lactobazil-
len (Probiotika) hat sich als wirksam in der Therapie der bakteriel-
len Vaginose erwiesen: Langere Behandlungen (1-3 Monate) zei-
gen sich sogar in aktuellen Metaanalysen der Antibiose (iberlegen
[27]. Da L. iners ein transitorisches Mikrobiom anzeigt, kann bei
CST Ill eine probiotische Stabilisierung ratsam sein, ein weiteres in-
dividualisiertes, therapeutisch nutzbares Ergebnis der Mikrobiom-
Analyse. In weiteren praklinischen Studien wurden antitumorigene
Aktivitdten von Probiotika gezeigt [28]. Es gibt dariiber hinaus
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auch klinische Hinweise, dass Probiotika die Riickbildung von CIN-
Lasionen beglinstigen [29].

Dariiber hinaus konnte in weiteren Studien die Wirksamkeit
von Prébiotika gezeigt werden. Dies sind zumeist Kohlenhydrate,
die moglichst selektiv das Wachstum von giinstigen Mikroorganis-
men in der Vagina unterstiitzen. Beispiele dafir sind Fructo-Oligo-
saccharide (FOS) oder Gluco-Oligosaccharide (GOS), die das
Wachstum von Lactobazillen begiinstigen, wohingegen G. vagina-
lis diese Zucker nicht als Energiequelle nutzen kann [30]. Intravagi-
nal gegebenes GOS erbrachte bei BV-Patientinnen nach Metroni-
dazol-Gabe eine deutliche Verbesserung des Nugent-Scores [23].

Eine interessante Perspektive eroffnet die Gabe von Lactoferrin,
ein humanes Peptid, das auf unterschiedlichen Schleimhauten des
Korpers sezerniert wird. Dieses Molekdil spielt bei der Abwehr von
Bakterien, aber auch zahlreichen Viren, eine wichtige Rolle.
Interessanterweise besitzt Lactoferrin auch Aktivitdit gegen HPV
[31]. In einer intravaginalen Anwendungsstudie konnte gezeigt
werden, dass sich die Mikrobiom-Komposition bei BV-Patienten
andert: Riickgang von Gardnerella und Prevotella und Zunahme
von Lactobazillen [32].

Indikation zur Bestimmung des Mikrobioms

Aus klinischer Sicht bestehen 2 Hauptindikationen fiir eine Bestim-
mung des Mikrobioms mit dem Ziel einer Senkung des Krebs-
risikos durch Sanierung der zervikovaginalen Flora.

Einerseits ist dies ein persistierend positiver HPV-Test-Befund,
der im Rahmen der Vorsorgeuntersuchung mit dem Co-Test bei
Frauen ab dem 35. Lebensjahr festgestellt wurde, in den Féllen, in
denen weder ein positiver Abstrichbefund nachgewiesen noch
eine dysplastische oder malignitdtsverdachtige Ldsion kolposko-
pisch und/oder histologisch nachgewiesen werden kann. Das Ziel
ist es, durch die Normalisierung (Eubiose bzw. Lactobazillus-Domi-
nanz) der ortsstindigen bakteriellen Flora eine Bewaltigung der
HPV-Manifestation im Epithel zu begtinstigen und einer Neuinfek-
tion oder Entstehung dysplastischer Epithelverdnderungen vor-
zubeugen.

Andererseits besteht ein sinnvoller Ansatz der Mikrobiom-Ana-
lyse bei Féllen, in denen HPV-induzierte, niedriggradige Epithella-
sionen oder zweifelhafte Befunde bei Frauen vor dem 35. Lebens-
jahr festgestellt werden und die Indikation zu einer operativen
Sanierung durch eine Exzision (,,Konisation“) nicht oder noch nicht
induziert ist. In derartigen Féllen ist die Riickbildungstendenz epi-
thelialer Lasionen hoch und eine positive praventive und protek-
tive Wirkung durch die Beseitigung einer bestehenden Dysbiose
nach aktueller Studienlage wahrscheinlich. Die Verkiirzung zum
Teil langdauernder HPV-Persistenzen bei fehlendem histo- oder
zytomorphologischem Korrelat bzw. die Persistenz niedriggradiger
HPV-induzierter Epithelldsionen kann somit die Dauer der Kontroll-
untersuchungen und Anzahl der wiederholt notwendigen, kolpo-
skopischen Kontrollen verkirzen. Fiir die betroffenen Patientinnen
wiirde dies ein Gewinn von Lebensqualitdt und fiir das Gesund-
heitssystem die Einsparung wertvoller Ressourcen bedeuten.
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Schlussfolgerung

Die Persistenz von HPV ist notwendig fiir die Entstehung des Zer-
vixkarzinoms, aber nicht ausreichend. Die dysbiotische Verschie-
bung des vaginalen Mikrobioms stellt offensichtlich einen wesent-
lichen Co-Faktor in der Karzinogenese dar. In einer systematischen
Aufarbeitung der Literatur und einer Metaanalyse wurde die Asso-
ziation von zervikovaginalen Lactobazillen mit genitalen High-Risk-
HPV-Infektionen, einer CIN und eines Zervixkarzinoms untersucht.
Es wurden 11 Studien mit 1230 Patientinnen ausgewertet [33].
Die Ergebnisse dieser Metaanalyse bestdtigen die protektive Be-
deutung von Lactobazillen beim Schutz vor einer Infektion mit
High-Risk-HPV und den dadurch verursachten Praneoplasien und
Neoplasien der Zervix.

Die Analyse des vaginalen Mikrobioms durch die moderne
NGS-Methodik erfasst die gesamte mikrobielle Gemeinschaft und
deren prozentualen Anteil, was zur Ableitung einer individuellen
Therapie beitrdgt und zur Prophylaxe einer progressiven karzino-
genen Epitheltransformationen dienen kann.
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