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2 Zusammenfassung

Die Entwicklung von malignen Vorstufen bzw. Karzinomen stellt ein standiges Risiko fur
Patienten und Patientinnen mit chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen (CED) dar,
insbesondere fir solche unter immunsuppressiver Therapie. In dieser Patientengruppe
wurde ein erhohtes Risiko fur zervikale intraepitheliale Neoplasien (CIN) bzw.
Zervixkarzinome beobachtet 2. Unsere Kenntnisse beruhen auf retrospektiven Arbeiten,
wohingegen prospektive Studien fehlen. Zudem ist die Assoziation zwischen CIN und
Infektionen mit den Humanen Papillomaviren (HPV) nicht vollstandig geklart.

Ziel dieser Studie war die Analyse von zervikalen Dysplasien und HPV Infektionen bei
Patientinnen mit chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen. Zudem sollte Gberprift werden
inwieweit Patientinnen mit CED an den jahrlichen gynéakologischen
Krebsvorsorgeuntersuchungen teilnehmen. Die prospektive, unizentrische Studie wurde am
Evangelischen Krankenhaus in Koln Kalk durchgefuhrt. Patientinnen, die aufgrund einer
CED behandelt wurden, erhielten einen Fragebogen zur Erhebung einer gynékologischen
und internistischen Anamnese. Zudem wurde eine gynakologische Untersuchung
durchgefuhrt, bei welcher eine Zytologie und eine HPV Probe gewonnen wurde. Ein
allgemeines Screeningkollektiv aus dem gleichen Zeitraum aus der ambulanten Tatigkeit der
Pathologie der Universitat zu Koéln bildete die Vergleichsgruppe. Auffallige Pap Abstriche
konnten bei 22% der immunsupprimierten Patientinnen mit CED nachgewiesen werden,
wohingegen nur 6% der Patientinnen ohne Immunsuppression auffallige Abstrichbefunde
aufwiesen. Letzterer Wert entsprach dem des gesunden Vergleichskollektivs (5%). Die
verschiedenen Immunsuppressiva zeigten keinen Unterschied. Nur 11/99 (11%) CED
Patientinnen hatten einen positiven HPV Nachweis, was unter dem deutschen Durchschnitt
liegt 4. Im Vergleich zur Allgemeinbevilkerung nahm unser Kollektiv tiberdurchschnittlich
haufig an der jahrlichen gynakologischen Vorsorgeuntersuchung teil ®. Zusammenfassend
lasst sich sagen, dass CED Patientinnen, verglichen mit der gesunden
Allgemeinbevdélkerung, eine hdhere Pravalenz von auffdlligen Pap Abstrichen aufweisen,
dieser Unterschied beschrankt sich jedoch nur auf diejenigen unter immunsuppressiver

Therapie. Ein jahrliches gynakologisches Screening ist ratsam.



3 Einleitung

3.1 Genitale HPV Infektionen und zervikale intraepitheliale Neoplasien
Die humanen Papillomaviren zéhlen zur Familie der Papillomaviren und sind weltweit
verbreitet. Die DNA-Viren setzen sich aus einem hillenlosen Virion und einem
ikosaedrischen (aus 20 gleichseitigen Dreiecken bestehenden) Kapsid zusammen, der
Durchmesser betragt 50-60 nm ©. Derzeit konnen die humanen Papillomaviren in tGber 200
verschiedene Subtypen eingeteilt werden, wovon etwa 40 im Anogenitalbereich Haut- und
Schleimhautinfektionen verursachen kénnen "°. Unterschieden werden Niedrigrisiko- (low-
risk, LR-HPV) von Hochrisiko- (high-risk) Typen (HR-HPV). Zu den LR-Typen gehdren neben
den bekannten Vertretern 6 und 11 auch noch 40, 42, 43, 44, 54, 61 und 72 *°. Sie haben ein
geringes Potenzial fir maligne Erkrankungen und verursachen vor allem gutartige
Genitalwarzen, sogenannte Kondylome. Die HR-Typen stehen deutlich haufiger mit malignen
Veranderungen im Zusammenhang. Hierzu z&hlen neben den beiden haufigsten Typen 16
(50-70 % bei Zervixkarzinomen) und 18 (7-20 % bei Zervixkarzinomen) auch noch die Typen
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 66, 68 113,

Humane Papillomaviren zéhlen zu den haufigsten sexuell Gbertragenen Infektionen und sind
Hauptverursacher anogenitaler Karzinome 4. Weltweit infizieren sich Frauen mit einem
Lebenszeitrisiko von etwa 50-80 % °. Zu einem beliebigen Zeitpunkt sind global bei etwa
10,4 % der Frauen eine positive zervikale HPV DNA nachweisbar. Die Pravalenz war in
weniger entwickelten Landern hoher (15,5 %) als in Industrienationen (10,0 %). Die hochste
Pravalenz findet man bei jungen Frauen unter 25 Jahren (16,9 %) mit altersentsprechendem
Abfall 18, Solche Infektionen sind in der Mehrzahl transient und nach sechs Monaten zu 55 %
sowie nach zwdlf Monaten zu 67 % nicht mehr nachweisbar !’. Bei lediglich 5-10 % der
Frauen kommt es nach primarem Kontakt zu einer Viruspersistenz, von denen nur jede Dritte
an einem In-situ-Karzinom erkrankt 8, Dies kann sich in der Folge zu einem invasiven
Zervixkarzinom entwickeln.

Das Zervixkarzinom ist weltweit das vierthaufigste Karzinom der Frau mit geschatzten
570.000 Neuerkrankungen sowie 311.000 Todesfallen im Jahr 2018 %2°, Die Inzidenz
variiert zwischen 2,2 (Irak) und 84,5 (Swasiland) und liegt im globalen Durchschnitt bei 13,3
pro 100.000 Frauen 2. In Deutschland ist die Rate seit 1971 (40/100.000) stark riicklaufig
und lag 2020 bei 7,6 22, Grund dafur ist die Einfihrung einer jahrlichen
Krebsvorsorgeuntersuchung mit einem zervikalen Abstrich.

CIN zeigen ein abnormales Zellenwachstum an der Zervixoberflache und beschreiben somit
Vorstufen des Zervixkarzinoms. Sie konnen durch eine Zytologie mittels zervikalen
Papanicolaou (Pap) Abstrichs diagnostiziert werden. Eine Infektion mit HPV in der

Vergangenheit ist der grofdte pathogenetische Faktor 2. Besonders Frauen unter starker
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immunsuppressiver Therapie, wie Patientinnen mit einer HIV-Infektion und weniger als 500
CD4 T-Zellen/pl oder nach Organtransplantation mit folgender Immunsuppression, scheinen

ein erhohtes Risiko fiir zervikale Dysplasien aufzuweisen %%/,

3.2 Chronisch-entzindliche Darmerkrankungen

Unter chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen werden Erkrankungen zusammengefasst,
bei denen rezidivierende oder permanent aktive Entziindungen des Darms auftreten. Die
haufigsten und bekanntesten Vertreter sind Morbus Crohn mit einer Pravalenz von
322/100.000 und Colitis ulcerosa mit einer Pravalenz von 412/100.000 in Deutschland 2. In
etwa 10-20 % der Falle ist eine sichere Diagnosestellung nicht moglich, welche dann als
Colitis indeterminata bezeichnet werden 23!, Wahrend beim Morbus Crohn ein transmuraler,
diskontinuierlicher Befall des gesamten Gastrointestinaltraktes maoglich ist, ist bei der Colitis
ulcerosa lediglich die Mukosa des Kolons betroffen. Sie werden nach Lokalisation und
Schweregrad eingeteilt.

Die Atiologie und Pathogenese beider Krankheiten sind bis heute nicht vollstandig
verstanden. Angenommen wird eine multifaktorielle Genese, bei der eine genetische
Pradisposition zusammen mit bestimmten Umweltfaktoren zur Fehlregulation des
Immunsystems fuhren. Gestdrte Vorgdnge des angeborenen sowie erworbenen
Immunsystems tragen zu abnormen intestinalen Entzindungsreaktionen bei 2. Im
Gastrointestinaltrakt begrenzt das angeborene Immunsystem die Bakterien auf den
intraluminaren Bereich, verhindert deren Invasion in tiefere Schichten und beugt so der
Induktion von langanhaltenden proinflammatorischen Reaktionen vor. Ein Versagen dieser
protektiven Funktion scheint der primare Defekt bei CED zu sein, als Folge einer Schadigung
des NOD2 Signals oder anderer nicht identifizierten Defizite. Die bekannteste Kaskade der
folgenden erworbenen Immunantwort geht tber die Interleukin-23/T-Helfer-Zellen 17 Achse
33_

Der Morbus Crohn prasentiert sich meist mit chronischen, unblutigen Diarrhoen und
Unterbauchschmerzen. Im Vergleich hierzu sind blutige, schleimige Diarrhoen bei der Colitis
ulcerosa charakteristisch.

Im Rahmen der Behandlung entwickelten sich in den letzten Jahren immunsuppressive
Therapien zu wichtigen Eckpfeilern, die der Remissioninduktion und -erhaltung dienen. Ziel
der Remissionserhaltung ist, die Krankheitsaktivitat und Symptome so weit wie moéglich zu
kontrollieren. Dabei werden u.a. Kortikosteroide, Azathioprin (AZA), Biologicals (v.a. TNF-a-
Inhibitoren) und Methotrexat (MTX) eingesetzt. So wird beispielsweise ein moderater bis
schwerer Schub eines Morbus Crohns mit Prednison bis zum Ausbleiben von Symptomen
behandelt. Azathioprin und 6-Mercaptopurin (6-MP) werden fir die Remissionserhaltung

empfohlen. Die Indikation fur Methotrexat besteht fiur Steroid-abhangige und Steroid-
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refraktare Erkrankungen. Bei Nichtansprechen kommen Biologicals wie Infliximab,
Adalimumab oder Vedolizumab zum Einsatz **. Die Medikamente werden bereits in frilhen
Stadien und aufgrund hoher Rulckfallraten nach Absetzen uber langere Zeitrdume
verwendet. Dadurch steigt auch das Risiko fur opportunistische Infektionen, das besonders
bei der Kombination der verschiedenen Therapiemodalitaten erhoht ist 353,

3.3 Zielsetzung

Eine gewissenhafte Patientenversorgung erfordert die Uberwachung von Komorbiditaten,
Erkennung sowie frilhe Diagnosestellung von potenziellen Malignitaten.

Die Zusammenhange von zervikalen intraepithelialen Neoplasien bzw. Zervixkarzinomen
und chronisch-entzundlichen Darmerkrankungen mit deren immunsuppressiven Therapien
sind unklar. Es gibt widerspruchliche Studien, die zum Teil einen Zusammenhang
beobachten 3% oder diesen nur fur Raucher nachweisen konnten *°. Unsere aktuellen
Erkenntnisse resultieren gréf3tenteils aus retrospektiven Studien.

In dieser prospektiven, unizentrischen Kohortenstudie sollte dargestellt werden, inwieweit
das Risiko fur auffallige zervikale Zytologien bei einer CED generell erhdht ist, oder ob dies
nur in Zusammenhang mit einer immunsuppressiven Therapie auftritt. Dabei stellte sich auch
die Frage nach der Rate der HPV Infektionen. Zuletzt sollte noch geklart werden wie hoch
die Teilnahmerate an einer jahrlichen gyndkologischen Krebsvorsorgeuntersuchung bei CED

Patientinnen mit und ohne immunsuppressive Therapie ist.
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Abstract

Purpose Development of malignancy is a pending threat for patients with inflammatory bowel disease (IBD). Aim of this
study was to analyze cervical dysplasia and infection with human papilloma virus (HPV) in patients with IBD.

Methods This was a prospective, single center cohort study in Germany. Consecutive IBD patients admitted to the Depart
ment of Gastroenterology were sent to Gynecology, where a questionnaire was answered and gynecological examinations
including a smear for cytology and HPV were taken. Participants of a peneral screening program constituted controls.
Descriptive statistics, 95% confidence intervals and odds ratios were calculated.

Results A total of 101 patients were recruited of which 99 patients participated. Analysis showed a significant (p=10.035)
difference between the prevalence of abnormal smears in patients with (22%) and without (6%) immunosuppressive therapy,
while the latter had cervical abnormalities comparable with healthy controls (5%). All immunosuppressants showed similarly
high risks for abnormal smear results. Only 11/99 (11%) patients had positive high-risk HPV tests, which is comparable
with general population.

Concluslon The prevalence of abnormal cervical smears is higher in IBD patients compared to healthy individuals, but the
difference is confined to patients with IBD and immunosuppressive therapy. Annual screening is advisable.

Keywords IBD - Cervical dysplasia - HPV - Carcinogenesis - Immunosuppression

Introduction

Development of malignancy is an ever pending threat for
patients with inflammatory bowel disease (TBD), particularly
those under immunosuppressive therapy. Papanicolacu (Pap)
smear cytology has demonstrated increased frequency of cer-
vical intraepithelial neoplasia (CIN), but prospective studies
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are lacking. In addition details of the association between
CIN and infections with human papilloma virus (HPV) are
not fully clear. CIN, also known as cervical dysplasia, is
the abnormal growth of cells on the surface of the cervix
and describes precursor stages of cervical cancer. Infection
with HPV is a necessary precondition for the development
of CIN, but persistence of HPV does not necessarily cause
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CIN. The silualion in IBD palients is unclear. Il is diagnosed
by cytology with a cervical Pap smear and al least in cases of
high-grade dysplasia or cancer confirmed by additional biop-
sies with histology. CIN is classified in grades, starting from
CIN I (low-grade lesion) over CIN Il {moderate dysplasia)
o CIN 11 (severe dysplasia with undifferentiated neoplastic
cells that span more than 2/3 of the epithelium, also referred
[0 as carcinoma in situ), Some authors have observed an
increased risk of cervical cancer in IBD patients treated
with immunosuppressants (Allegretti et al. 2015; Taborelli
el al. 2020). A patient’s history of infection with HPV is the
most important pathogenic factor (zur Hausen 1977). There
are two main groups of HPV: low-risk (LR) and high-risk
(HR) HPV types. Infection with carcinogenic high-risk HPV,
including well-known HPV 16 and 18, is a necessary but
nol sufficient cause of cervical cancer (Walboomers et al.
1999). Low-risk HPV, including well-known HPV 6 and
11, cause about 90% of external genital warts (condyloma)
and have neglectable carcinogenic potential (Greer el al.
1995). The majority of such HPV infections are transient
and, after 6 months (55%) and after 12 months (67%) no
longer detectable (Rodriguez et al. 2008). Only 5-10% of
women develop a viral persistence after primary contact, of
which only a third develop a carcinoma in situ (Schiffman
et al. 2011). Subsequently it may progress to invasive cervi
cal cancer. Especially women under intense immunosuppres
sion, like patients with a Human Immunodeficiency Virus
(HIV) infection and less than 500 CD4 T cells/ul or after
organ transplantations with following immunosuppressive
drug therapy, seem to have an increased risk for cervical
dysplasia (Chin-Hong and Palefsky 2005; Roensbo et al.
2018; Silverberp et al. 2018).

Cervical carcinoma ranks 4th among female cancers
with estimated 570,000 new cases globally (Bray et al.
2018). The average incidence is 13.1/100,000, but varies
widely from 1.9 (Irag, Yemen) to 753 (Eswatini) (Ferlay
et al. 2018). In Germany, the rate has been sharply declin
ing since 1971 (40/100,000) and makes up 7.5/100,000 in
2018 (Ferlay et al. 2018; GEKID 2019; Mund 2012). The
decrease is attributed to the introduction of regular screen
ing for cervical cancer with cervical smears and subsequent
interventions. Frequency of CIN is about a hundred times
higher than the number of cervical carcinomas. While older
articles describe increased incidences of CIN in contrast to
cervical carcinoma (Blohmer et al. 1999; Kainz et al. 1995),
recent work mentions in light of new screening procedures
including HPV testing decreasing incidences of CIN (Horn
et al. 2019). New formal epidemiological data for Germany
are not available.

Inflammatory bowel disease (IBD) is characterized by
relapsing or chronic inflammation. A multifactorial patho-
genesis is hypothesized where susceptible genes and envi-
ronmental factors lead to dysregulation of the immune

€\ Springer

system (Zhang and Li 2014). In recent decades, immunosup-
pressive therapies play an ever growing role, today they are
the mainstay of both induction and maintenance of remission
in IBD. As a resuli the risk for opportunistic infections is
also rising, especially while using a combination of different
drugs (Toruner et al. 2008; Vigel el al. 2008).

High quality management of IBD requires surveillance of
risks for comorbidity. Early diagnosis of developing malig-
nancy is an important aim of thorough patient care. The
correlation between cervical intraepithelial neoplasia or
carcinoma of the cervix and IBD with immunomodulation
therapies is unclear. Recent work confirmed that female 1BD
patients are al increased risk of high-risk HPV infection and
cervical neoplasia, which may be associated with immuno-
suppressants (Li et al. 2019).

The knowledge we currently have results from retrospec-
live observations as prospective studies are lacking. Here,
we report results of a cohort of consecutive females with
IBD prospectively studied for their cervical smear status and
simultaneous HPV infection.

Materials and methods
Study design

This is a prospective cohort study. Consecutive patients
admitied to our IRD referral center were asked to participate
in the study. Patients were initially seen by gastroenterolo
gists and then sent to the pynecological department.

Patients and healthy individuals

Inclusion criteria were age between 20 and 75 years with
proven diagnosis of IBD. Exclusion criteria were total hys
terectomy, current menstrual bleeding at the time of the
study visit and refusal of participation.

Several results found in our IBD cohort were compared to
healthy individuals having had Pap smears on the occasion
of a screening program, from the same area during a similar
time frame, investigated by the same institution as the IBD
patients in the study.

Study conduct

History and clinical data regarding TBD and gynecologi-
cal vita were taken using a questionnaire. Gynecological
examination included samples for thin-layer cytology (Sure-
Path™_ BD Germany) and immunocytochemistry (CINtec-
PLUS™, Roche Swiss). All cytologies were centrally ana-
lyzed (Institute of Pathology of the University of Cologne)
according to Munich Nomenclature 11T of 2013 (Griesser
et al. 2013) defining cervical cytology as abnormal with a
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smear of = Pap 1-p. The Munich I nomenclature, prefer-
ably used in Germany, defines in five groups cervical cyto

logical findings which describe the risk of the development
o cervical carcinoma from group I (nonsuspicious) o group
111 (unclear findings) to group T D (mild/moderate dyspla

sia) to group IV (severe dysplasia‘carcinoma in situ). For a
better understanding the translation to the widely used “The
Bethesda System for Reporting Cervical Cytology™ (TBS)
is added (Table 3).

Analysis of HPV infection was carried out using a com
mercially available test (Cervista™, Hologic Germany), a
signal amplification method for detection of specific DNA
sequences from 14 HPV types (16, 18, 31, 33, 35, 36, 45,
51,52, 56, 58, 59, 66, 68).

Statistics and ethics

Results were presented as median and range. Data were
analyzed by IBM® SPSS@® Statistics. Chi square test and
Mann-Whitney 7 Test for continuous variables were per
formed. The significance level was set at p <0.05. Odds
ratios (ORs) with 95% confidence intervals (CIs) were
calculated.

The study was approved by the ethics committee of
the University of Cologne (ID DRKS00010042). Patients
received written and oral information and gave thereafter
written, informed consent.

Results
Patlents

Between March 2016 and October 2017 a total of 101
patients were recruited to the study. 99 patients were eligible
for final analysis. Reasons for exclusion of two patients were
vaginal hysterectomy and refusal of participation. Table 1
displays biographic and clinical data of the patients. Distri-
bution of patients was Crohn's Disease (CD, 66%), ulcera-
tive colitis (UC, 32%), and indeterminate colitis (2%). The
patients of the study represent a consecutive sample of an
average female IBD population admitted to a general public
hospital which is similar to the patients of a national German
multicenter cohort {Petruo et al. 2019).

The proportion of patients with any immunosuppres-
sants (15) was 66%, while 34% had no immunosuppressants
{N-18). Frequencies of immunosuppressive drugs were pred-
nisone/prednisolone (28%), biologicals (25%), azathioprine/
methotrexate (22%), and combinations (26%). Compared to
the N-IS group IS patients were younger (41 vs. 50 years,
p=0.003), had a shorter IBD duration {10.5 vs. 21.5 years,
p=0.007) and more often CD (72% vs. 53%, p=0.05). BMI
(22.8 vs. 22.2 kg/m®) and nicotine consumption (29% vs.

Table1 Clinical characteristics and gynecological findings of the
patients in the siudy

Variables Frequency
Crohn's disease n (%) 65 (65.7)
Ulcerative colifis i (%) 32 (32.3)
Age yrs (median, range) 45 (2172
Nicotine abuse n (%) 27 (27.3)
Duration of TR yrs (median, range) 14 (0-4T)
Bowel resection n (%) 30 (30.0)
Immunosuppressive therapy n (%) 63 (63.7)
Prednisone/prednisolone (oral, i.v.) n (%) 18(27.7)
Biologicals n (%) 16 (24.6)
Azathioprine/methotrexate n (%) 14(215)
All combinations m (%) 17{262)
Cervical cancer screening recent 24 months m (%) B0 (BO.8)
HPY vaccinalion received m (%) T(7.1)
Abnormal Pap recent 24 months & (%) 11{11.1)
Positive HPV lest recent 24 months m (%) 4(4.0)
Previous conization m (%) 5(5.1)
Previous curettage of the ulerus m (%) 4(4.0)
Pregnancies n (median, range) 1 {0-4)
Births n (median, range) 0{0-3)
Current contraceplion s (%) 30 (304)
Oral n (%) 14 (35.9)
TUD (%) 13(33.35)
Other n (%) 12 (30.8)
Abnormal Pap (at least 11-p) » (%) 16 (16.2)
CD (%) 9(56.3)
UC » (%) T (43.8)
Positive HPV detection n (%) 1
CD (%) 5(45.5)
UC 1 (%) 6(54.5)°

3D vs, UC p=0.319
D vs. UC p=0.683

24%) did not differ between groups. Detailed data are dis-
played in Table 2.

Gynecological findings

Gynecological characteristics are shown in Table 1. Data
were comparable with healthy German women except for
unusually high attendance of cervical cancer screening. 1BD
patients attended the German screening program for cervical
malignancy during recent 24 months in 81%. HPV vaccina-
tion had been administered in 7%.

Cervical cytology

The 99 IBD patients featured 16 cases (16%) with abnor-

mal cervical cytology, while the comparison group of
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Table 2 Study collective,

stratified by immunosuppressive s NS r

therapy n 65 34
Abnormal Pap (al least 11-p) n (%) 14 (21.5%, 4 HPV pos.) 2(5.9%, 1 HPV pos.) 0.046
Posilive HPY delection a (%) B (12.3%) 3 (B.8%) 0.524
Age yrs (median, range) 41(21-72) 50(23-71) 0.003
IBD duration yrs (median, range) 10.5 (0-37) 21.5(1-47) 0.007
CDm (%) 47(72.3%) 18 (52.9%) 0,054
UC m (%) 16 (24.6%) 16 (47.1%) 0023
BMI I\,E,J'IllT (median, range) 228 (17.4-422) 222(18.8-359) 0828
Cancer screening examination (last 51 (78.5%) 25(73.5%) 0.357

18 months) s (%)

HPV vaccination n (%) 7 (10.7%) 0 (0%) 0204
Pregnancies (median, ranpe) I(0-4) 0.5(0-3) 0.424
Births (median, range) 0(0-3) 0(0-2) 0.588
Nicoltine abuse n (%) 19{29.2%) B (23.5%) 0328

*Chi-square test
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Fig.1 Abnormal and normal cervical Pap smears in IBD and healthy
individuals (HI), in IBD patients with (15) and without (N-15) immu
NOSUPPrEsSion

healthy individuals (10,348 females) encompassed 550 (5%
p<0.01) abnormal PAP smears (Fig. 1). Patients with IS
compared to patients with N-15 demonstrated a significantly
higher number (p=0.05) of abnormal cytologies. Details are
listed in Table 3.

Younger (21-37 years) IBD patients had significantly
more often abnormal Pap smears than older (38-72 years)
patients (27% vs. 10%, p=0.02). 13 of 16 abnormal Pap
smears were non-smokers. Abnormal cytologies occurred
similarly often in CD (9/16) and UC (7/16). Patients having
had a cancer screening within the last 18 months (76/99)
showed twelve abnormal Pap screens (16%). Four out of
these 12 patients had abnormal Pap smear prior to the study.

All 16 patients with abnormal cytology were reinvited
for a control examination, only seven participated, of which

€\ Springer

four smears were improving, two became worse and one
remained unchanged.

Frequency of abnormal Pap smears was similar between
IBD patients without IS (6%) and controls (5%), while
the proportion of abnormal Pap smears was significantly
(p<0.01) higher in IBD patients with IS (22%) than in con-
trols. This was particularly significant for Pap 11T (Fig. 1,
Table 3). The distribution was five cases (36%) of Il-e/-g/-
p and nine (64%) of 111 D1 (Table 3). Immunosuppressed
patients had an OR of 4.962 (95% CI 2.730-9.021) for
ahnormal Pap smears.

In comparison Lo immunosuppressed patients there were
just two abnormal Pap results (6%) in the group with N-1S
(p=0.05).

No significant differences due different immunosuppres-
sants and biologicals were detectable. Proportions were:
corticosteroids 5/18 (28%), azathioprine/methotrexate 4/14
(29%), biologicals 4/16 (25%). Odds are displayed in Fig. 2.

Human papllloma virus (HPV)

For technical reasons 7/99 HPV tests could not be analyzed.
A total of 11/92 IBD patients (12%) had positive HPV
smears, of which 5/11 (43%) were positive for high risk
types 16 and 18, 3/5 in the group with immunosuppression.

Only 5/16 (31%) abnormal smears were HPV positive.
But HPV positive patients (5/11, 45%) had significantly
more abnormal Pap smears than HPV negative patients
(10/81, 12%, p=0.01). Abnormal Pap smears were signifi-
cantly more often HPV posilive (5/16, 31%) than normal Pap
smears (6/83, 7%, p=0.01).

The frequency of all positive HPV tests was similar in
patients with and without immunosuppression (8/65, 12%
vs. 3/34, 9%; p=0.81). Immunosuppressed women had an
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OR of 1.487 (95% CI 0.366-6.046) for HPV positivily, The
individual immunosuppressants had following frequencies
for HPV positivity: prednisone/prednisolone (= 10 mg per
day) 3/18 (17%), azathioprine/methotrexate 2/14 (14%), bio
logicals (W16 (0%). In Fig. 3 ORs of individual immunosup
pressants are displayed.

Younger (21-37 years) patients had significantly more
often a positive HPV result compared to older (38-72 years)
patients (239 vs. 5%, p=0.01). Ten of eleven positive HPV
tests were non-smokers. HPV positive cases were similarly
distributed to CD (5/11) and UC (6/11). Patients having had
a cancer screening prior (18 months) to the study (76/99) had

Table 3 Comparison of delailed

_mr\.'iml cy[nlﬂgy., straiified by Mumich ITT m;gmla_ IRD 1S IR N-1S ﬁ;ﬁz‘lyﬂ;ﬁdi_ Total f‘i-:;:;gj
immunosuppression (1S), no tion viduals
imumunosuppression (N-15),
healthy individuals Pap Ull-a NILM' S1(TRA%)  32(94.1%) 0708 (04.6%)  OEE] <001
Pap ll-ef-g/-p ASCUS? 5(7.7%) 1(29%) 317 (3.1%) 323 0.03
Pap 111 DI LsIL? 9(13.8%)  0(0%) 125 (1.2%) 134 <001
Pap I 2 HSIL* 0(0%) 0(0%) 52 (0.5%) 52 0.57
Pap Hl-ef-gl-pl-x ASC H* 0(0%) 1(2.9%) 42 (0.4%) 43 .61
Pap IV apbp  HSIL 0(0%) 0(0%) 10(0.1%) 10 0.8
Pap V Cancer 0(0%) 0{0%) 1(<0.1%) 1 (.04
Total 65 34 10,348 10,447
"Nepative for intracpithelial lesion or malignancy
Za'\fypil.‘dl squamaous cells of undetermined significance
*Low grade intraepithelial lesion
*High grade intraepithelial lesion
% Atypical squamous cells
Fig.2 Risk (odds ratio) of
specilic immunosuppressants, Healthy individuals (Ref}) 1 = 4=550
biologicals and of type of IBD 15 {all), OR 4.962 (95% O 2.730-9.021) g
for abnormal Pap smears com N-I5 {all], OR 1130 (95% €1 D.270-1.727)  empredoet
pared to healthy individuals Sterids akone, OR 6.953 {35% C| 2470-19.574) | .
Asathioprine/Methotrexate, OR 7.231 (95% C) 2.361-23.130) - :
Biolagicals akone, OR G026 (35% O 1.937-12.745) —
All combinations, Of 1.130 (95% €1 0.150-8.535] |—s—pr—g——i
Crohn Disease, (0 2,505 [95% (1 1.430-5.904) =i
Ucerative colitis, OR 5.062 (95% C1 2. 180-11.755) I £ e A
1] rd 4 B . L. 1 18 M 37 M
Odds Ratios
Fig.3 Risk {odds ratio) of spe-
cific immunosuppressants and
biologicals for HPV positivity N-I5 (Rcf) L ALEE
compared [0 non-immunosup
pressed patients 15 (all), OR 1.487 (95% C10366-6.046) | —sp=f———4
Steroids alone, OR 2.071 [95% C10.370-11.600)
Azathioprine/Methotrexate, OR 1.400 (35% €1 0.745.7.997) —
All combinations, OR 1.800 (95% C1 0.377-8.531) =
001 2 3 4 5 & g8 9 10 11 12
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less HPV positive tesulls (671, 8%) compared (o patients
without screening (4/12, 33%, p=0.01).

Eleven patients with HPV positivity were reinvited for a
control examination, seven accepted. Second screening was
conducted after 10 (1-27) months. OF these seven patients
four had a persistent HPV positivity, two turned negative and
one could not be analyzed.

Discussion

This survey finds the frequency of abnormal Pap smears
significantly higher in IBD patients than in healthy females.
Existing studies on this subject demonstrate remarkable
inconsistency (Sifuentes & Kane 2015). Two retrospective
studies observed very similar frequencies of abnormal Pap
smears in IBD and controls (Bhatia et al. 2006; Pandey et al.
2016), but no increase in immunosuppressed patients (Bha
tia et al. 2006). Danish data demonstrate in UC a borderline
risk of both low-grade and high-grade intraepithelial lesions
with no increase of cervical cancers (Rungoe et al. 2015).
An increased risk for cervical carcinoma in patients with CD
has been confirmed (Goldacre et al. 2008).

In contrast, another study found no differences in rates
of abnormal Pap smears between IBD patients and matched
controls (Lees et al. 2009). A population-based, nested,
case-control study from 2009 failed to confirm increased
numbers of cervical abnormalities in UC. The increased risk
in CD was confined to women exposed to = 10 prescriptions
of oral contraceptives (Singh et al. 2009). Studies in immu-
nosuppressed patients with chronic inflammatory disease
(autoimmune diseases) (Kim et al. 2015) and in solid organ
transplant (Moscicki et al. 2019) have described a consistent
increase in risk of cervical neoplasia and invasive cervical
Carcinoma.

These results make interpretations hard. Nearly all stud-
ies are retrospective and use existing databases and insur-
ance data. Detailed description of the diagnosis, whether
confirmed by cytology only or also by histology is rarely
included. Different patient populations with varying treat-
ments may deliver explanations. Those detailed data are
usually only available from clinical studies. Our prospec-
tive investigation shows increased numbers of abnormal
Pap smears exclusively in patients with immunosuppressive
therapy.

Treatments of IBD often include immunosuppression
causing a debate on risks of infectious complications and
malignancy. Our patients with 1S had more often abnor-
mal findings than N-IS patients and controls. Thus, not
IBD itself, but rather immunosuppression constitules an
increased risk for abnormal Pap smears. A retrospective
study described, that N-IS IBD patients had lower numbers
of abnormal Pap than IS, but still more than healthy. The
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risk of IS patients sustaining cervical dysplasia was similar
to our findings (Kane et al. 2008). A meta-analysis with a
total of 77,116 IBD patients confirmed these risks (Allegretti
et al. 20135). In addition, our study calculates not only the
risk of immunosuppression in general, but it describes the
risk of specific medications. No relevant differences were
detectable.

Several studies deny the association between immunosup
pression and cervical dysplasia. Steroids and combinations
with infliximab, azathioprine and 6-mercaptopurine did
not contribute to cervical pathologies (Bhatia et al. 2006).
Another retrospective, case-controlled study reported that
immunosuppressive therapy with thiopurines, methotrexate,
and anti-TNF had no increased risk for cervical dysplasia
(Lees et al. 2009). A review from the Netherlands supports
the lack of any association finding no relationship between
anti-TNF therapy, also in combination, with cervical malig
nancy (Hazenberg et al. 2018).

Very few data are describing the relationship between
abnormal cervical findings and the HPV status in IBD
patients. Persistence of HPV in IS patients may be a risk
for abnormal smear findings. High-risk-type HPV-DNA
occurred in 13.7% of IBD patienis compared to 8.9% in
controls. Exposure to MTX and combinations of > 2 immu-
nosuppressants increased the risk of HPV infections (Li
et al. 2019). Global prevalences of HPV in healthy popula-
tions differ notable, ranging from 8% in Italy (Giorgi Rossi
et al. 2012) to 40% in the US (Bhattacharya et al. 2019). A
population-based study from Germany reported a prevalence
of 34% of oncogenic HPV types in unvaccinated women
aged between 20 and 25 years (Deleré et al. 2014). Another
German study testing antibodies to the major capsid protein
of 19 different HPV genotypes showed HPV positivity for
29% in women (Loenenbach et al. 2019). IBD patients in
our study tended to lower prevalences of HPV infections
which cannot be explained by vaccinations as just 7% were
vaccinated.

Only 31% of abnormal Pap smears were HPV positive.
In a study with women attending a clinic for sexually trans-
mitted diseases (STD) prevalence of HPV in patients with
cervical abnormal cytology was 21% indicating additional
reasons for cervical pathologies like infection with Chia-
mydia trachomatis (Madaan et al. 2019). In a meta-analysis
from Africa the prevalence of HPV for smears diagnosed
as atypical squamous cells of undetermined significance
(ASCUS) was 47%, for low-grade squamous intraepithelial
lesions (LSIL) 74% and for high-grade squamous intraepi-
thelial lesions (HSIL) 85% (Ogembo et al. 2015).

Attendance of cervical screening was in our study higher
in IBD patients (77%) compared to healthy German women
(48%) (Starker et al. 2018) while it was similar in 15 and
N-IS patients. International studies report controversial data
of participation of immunosuppressed patients in screening
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programs for cervical malignancy. High (Marschalek et al.
2015; Rungoe et al. 2013) as well as low (Courtney et al.
2009; Singh et al. 2011) attendance of IBD and transplant
patients compared to N-1S women.

Like in earlier studies limitations of this single center
study are a relative small number of patients. Some compari
sons of the results to healthy individuals were made, but no
formal control group is included. Cytological findings have
been not confirmed by histology. Usually, confirmation by
histology is recommended in cases with high-grade dyspla
sia or carcinoma, both diagnoses do not exist in our study
patients. Strengths of the study are the prospective design
in consecutive “real world” patients and detailed descrip
tions on immunosuppressive therapy including the use of
hiologicals.

Conclusions

Overall, the annual Pap smear screening for IBD patients,
especially with immunosuppressive therapy, is indicated
and sufficient to prevent cervical carcinoma. In patients
with abnormal Pap smear further clarification regarding the
risk for malignancy should be completed with an HPV test.
Beyond initial exploration, annual testing for HPV in com-
bination with Pap smear screening is suggested in patients at
risk according to gynecological puidelines (e.g. in Germany
age 35 years, immunosuppressive comorbidity). HPV vac-
cination as primary prevention in patients with IBD is firmly
recommended before start of sexual activity.
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5 Diskussion

Patientinnen mit chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen unterliegen einer gestdrten
Immunregulation, zudem fihrt eine dauerhafte Therapie mit Immunsuppressiva zu einer
erhohten Anfalligkeit fur Infekte 3¢. AuRerdem leiden die Patientinnen vermehrt unter
Blutungsunregelmalfigkeiten und Infertilitat, die auch zu gynakologischen Eingriffen fihren
konnen “°,

Sie weisen ein erhohtes Risiko fur die Entwicklung eines intestinalen Karzinoms auf, wobei
eine chronische Entziindungsreaktion der Hauptrisikofaktor zu sein scheint 442, Jedoch wird
fur diese Patientengruppe ebenso ein erhdhtes Risiko flr extraintestinale Karzinome
beschrieben 4344, Ursachlich hierfur ist vermutlich eine aufgrund der Grunderkrankung
notwendige immunsuppressive Therapie “°.

Verschiedene Immunsuppressiva bilden den Grundstein der medikamentdsen Therapie von
chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen. Sie dienen der Remissionsinduktion sowie -
erhaltung.

Im Rahmen dieser Studie konnte bei CED Patientinnen (n=16, 16 %) signifikant haufiger
(p>0,05) ein aufféalliger Pap Abstrich im Vergleich zu einer gesunden Vergleichsgruppe (5 %)
nachgewiesen werden. Jedoch beschrankte sich die Risikoerhéhung ausschlielich auf die
immunsupprimierten Patientinnen. Solche ohne Immunsuppression (n=2, 6 %) wiesen das
gleiche Risiko auf wie das gesunde Kontrollkollektiv. Die Literatur Giber Zusammenhéange von
zervikalen intraepithelialen Neoplasien bzw. Zervixkarzinomen und chronisch-entzindlichen
Darmerkrankungen mit deren immunsuppressiven Therapien ist Uberschaubar und
widersprichlich. So werden Beziehungen zwischen zervikalen Lasionen und CED generell
874647 ‘nur bei entsprechender Einnahme von Immunsuppressiva *-°° oder ausschlieRlich bei
Rauchern % beschrieben. Ahnliche Werte fir auffallige Pap Abstriche in einem CED Kollektiv
im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe wurden ermittelt, jedoch ohne
Zusammenhang zu einer immunsuppressiven Therapie 3"47. Im Gegensatz dazu konnte bei
einem Studienkollektiv von 411 Frauen mit einem gematchten Kontrollkollektiv (1:4) kein
erhohtes Risiko flr auffallige Abstriche nachgewiesen werden *. Auch in einer weiteren
Studie zeigten sich lediglich auffallige Abstriche fir Morbus Crohn Patientinnen mit mehr als
10 Rezepten fur orale Kontrazeptiva “8. Diese Ergebnisse erschweren Interpretationen und
Handlungsempfehlungen. Der Grol3teil der verfligbaren Studien ist retrospektiv und basiert
auf vorhandene Datensatze. Aus diesem Grund initiierten wir eine prospektive Studie in einer
Kohorte mit gesicherter Diagnose einer CED. Diese ergab ausschlieBlich fir
immunsupprimierte CED Patientinnen ein erhdhtes Risiko fur auffallige Pap Abstriche.
Dieses Ergebnis wird durch eine retrospektive Studie *® sowie durch eine Metaanalyse ?

gestutzt.  Auch  bei  immunsupprimierten  Patientinnen  im Rahmen  einer
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Autoimmunerkrankung “° oder nach Organtransplantation ! konnten vermehrt auffallige
Abstriche nachgewiesen werden. Ein relevanter Unterschied bezlglich der verschiedenen
Immunsuppressiva konnte in dieser Studie nicht festgestellt werden. Jedoch beschreiben
andere Autoren eine fehlende Assoziation. Steroide und Kombinationen mit Infliximab,
Azathioprin und 6-MP fuihrten nicht zu einer erhohten Anzahl an zervikalen Auffalligkeiten 37,
Selbiges galt auch fur eine Therapie mit Thiopurinen, MTX und Anti-TNF 3,

Daten zum Zusammenhang von HPV Status und auffalliger Zytologie bei CED Patientinnen
sind kaum vorhanden. HPV Persistenz bei immunsupprimierten Patientinnen ist ein
mdgliches Risiko fur auffallige Abstriche. Bei CED Patientinnen wurde eine Pravalenz von
HR HPV DNA von 13,7 %, im Vergleich zu 8,9 % in der Kontrolle, beschrieben. Eine
Behandlung mit MTX und eine Kombination von mehr als zwei Immunsuppressiva erhdhten
das Risiko fiir eine HPV Infektion °2. Die Pravalenzen von HPV in der Allgemeinbevolkerung
haben global eine groRe Spannweite. Diese reichen von 8 % in Italien 3 bis 40 % in den
USA 54 In Deutschland wurden Pravalenzen von 34 % 2 und 29 % * angegeben. Im
Gegensatz dazu ergab sich in dieser Studie ein positiver HPV Nachweis bei lediglich 11 %
des CED Kollektivs. Bei einer Impfrate von gerade einmal 7 % ist dies hiermit nicht zu
erklaren. Zudem waren nur 31 % der auffalligen Pap Abstriche HPV positiv. In einer anderen
Studie ergaben aufféllige Zytologien auch nur in 21 % der Falle einen HPV Nachweis, es
wurden andere Grinde, wie z.B. eine Infektion mit Chlamydia trachomatis, fur zervikale
Auffalligkeiten vermutet 5.

Die Teilnahmerate an der jahrlichen gynékologischen Krebsvorsorgeuntersuchung war in
diesem Studienkollektiv héher (77 %) im Vergleich zur gesunden deutschen
Allgemeinbevolkerung (48 %) °. Ein gab keinen Unterschied zwischen immunsupprimierten
und nicht-immunsupprimierten Patientinnen. Auch hier gibt es widersprichliche Daten. Es
werden hohe 465 ebenso wie geringe Teilnahmeraten °® von immunsupprimierten CED
und Transplantationspatientinnen beschrieben.

Wie auch in vorherigen Studien ist eine der Schwachen die geringe Patientenzahl. Zudem
fehlen Klinische Hintergrundinformationen und HPV Abstriche der gesunden Kontrollgruppe.
Die Zytologien wurden nicht mittels Histologien bestatigt, dies wird aber auch erst bei
hochgradigen Dysplasien und Karzinomen empfohlen. Starken dieser Studie waren der
prospektive Ansatz sowie der Einschluss von Patientinnen mit gesicherter Diagnose und
detaillierter Anamnese der einzelnen immunsuppressiven Medikamente.

Zusammenfassend kann man sagen, dass fir CED Patientinnen, v.a. solche unter
Immunsuppression, eine jahrliche Screeninguntersuchung mittels Pap Abstrich, unabhéngig
vom Lebensalter, sinnvoll scheint. Diese Vorsorge als Sekundar- sowie die HPV Impfung als

Primarpravention stellen wichtige Saulen zur Vermeidung bzw. friihen Diagnosestellung des
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Zervixkarzinoms und deren Vorstufen dar. Patientinnen mit auffalligen Zytologien sollten mit

einem HPV Test weiter abgeklart werden.
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