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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Hintergrund: Das Zervixkarzinom ist mit 530.000 Neuerkrankungen pro Jahr weltweit
die zweithaufigste Karzinomerkrankung bei Frauen. Mehr als 270.000 Frauen sterben
jahrlich daran. Besonders betroffen sind Frauen in Landern ohne oder mit
unzureichenden Fruherkennungsmaflinahmen. Eine grof3e Rolle in der Entwicklung
zervikaler Dysplasien spielt die Infektion mit sexuell Ubertragbaren Hochrisiko(HR)-
HPV-Typen. Ein Ziel der Pravention von Zervixkarzinomen ist, HPV-Infektionen und
zervikalen Dysplasien vorzubeugen, rechtzeitig zu erkennen und zu behandeln.

Diese Arbeit beschaftigt sich mit 160 Patientinnen, die trotz pathologischer Zytologie
oder Histologie einen negativen HPV-Test aufwiesen. Durch die Nachuntersuchung soll
eine Erklarung und eventuell Korrektur dieser diskrepanten Ergebnisse eines

Genotypisierungstests fir Humane Papillomviren erfolgen.

Methoden: Eingeschlossen wurden Patientinnen mit einem Pap-Abstrich von = Pap llid
und/oder einer CIN bei negativem HPV-Befund aus der Ilaborinternen HPV-
Genotypisierung mittels Diassay (GP-5+/6+-PCR und Luminex-basierte Messung). Von
1.254 Proben wurden 160 HPV-negative zur Zytologie/Histologie diskrepante Proben
mit Hilfe des Multiplex HPV Genotyping Kit for Research in Epidemiology auf 24 HPV-
Typen untersucht. Hierbei wurden in 102 Proben HPV identifiziert. 57 weiterhin HPV-
negative Proben wurden in Labore nach Jena und Heidelberg verschickt. In Heidelberg
wurden die Proben durch ein multiplexes Analysesystem auf 55 HPV-Typen untersucht
und eine Einschatzung der Viruslast vorgenommen. In Jena wurden die Proben in
Hinblick auf das Onkogen E7 auf die sieben haufigsten HR-HPV-Typen untersucht,
zusatzlich wurde ein GP-5+/6+-PCR-EIA durchgefuhrt. Im Anschluss evaluierten drei

unabhangige Gutachter die zugehdrigen Pap-Préaparate erneut zytologisch.

Ergebnisse: In 102 der 160 HPV-negativen Proben (63,75 %) wurde in Berlin unter
Anwendung des Multimetrix-Kits HPV gefunden und diese daraufhin als falsch-negativ
charakterisiert. Eine negative Probe schied aufgrund von Materialmangel aus. In den
anderen 57 weiterhin negativen Proben fand man in Jena in 13 Proben HPV, 44 blieben
negativ. 28 Proben wurden in Heidelberg HPV-positiv getestet, zum Teil mit seltenen
nicht im Multimetrix-Test enthaltenen Typen. 26 blieben negativ fur HPV, in drei Proben

wurden weder HPV noch B-Globin (menschliche DNA) nachgewiesen, sie waren
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dadurch nicht evaluierbar. Bis auf zwei Pap-Abstriche wurden alle zumindest durch

einen Gutachter im Schweregrad heruntergestuft.

Schlussfolgerung: Die Diskrepanz zwischen pathologischer Zytologie oder Histologie
und negativem HPV-Befund konnte in den meisten Fallen aufgeklart werden. 27 der
160 Patientinnenproben (16,9 %) blieben auch nach intensiver Folgeuntersuchung
HPV-negativ. Hiervon hatte keine der Patientinnen mit zytologischer Reevaluation
(24 Patientinnen) einen Pap-Abstrich > Pap llld. Sowohl die zytologischen Gutachten
als auch die angewandten HPV-Testmethoden zeigten Differenzen innerhalb der
Ergebnisse. Weitere Forschung ist notwendig, um die Screeninguntersuchungen zur

Pravention des Zervixkarzinoms weiter zu verbessern.



Abstract

Abstract

Background: Carcinoma of the cervix uteri has an incidence of 530,000 per year and is
the second most common carcinoma in women worldwide. More than 270,000 die of it
annually. Especially women in countries with no or less developed screening methods
are at risk. An undisputable role in developing cervical dysplasia or carcinoma plays
infection with the sexually transmitted high-risk(HR)-HPV-types. Therefore, one of the
goals of cervical carcinoma prevention is to obviate HPV-infection and cervical
dysplasia or respectively detection and treatment at an early stage.

This thesis deals with 160 patients tested negative for HPV-infection despite pathologic
cytological or histological clinical evidence. By follow-up examinations of discrepant
results of a genotyping test for human papillomaviruses discrepancy should be

resolved.

Methods: Female patients with a Pap-smear of = Pap llld and/or a CIN in spite of a
negative HPV test were included. Out of 1,254 included samples 160 HPV-negative
were screened again by the Multiplex HPV Genotyping Kit for Research (Multimetrix) in
Epidemiology for a total of 24 HPV-types. 57 samples remained HPV-negative and were
therefore sent to laboratories in Jena and Heidelberg. In Heidelberg, the samples were
screened by a multiplexed analyzing system for 55 HPV-types and the viral load was
estimated. In Jena, the samples were screened for the oncogene E7 for the seven most
prevalent HR-HPV-types and also a GP-5+/6+-PCR-EIA was performed. The
corresponding cytological/histological samples were subsequently sent to three
independent experts for reevaluation of the cytological results.

Results: In 102 of 160 HPV-negative samples (63.75 %) Berlin found HPV with the
Multimetrix-Kit, which were in conclusion defined as false-negative. One sample was
excluded due to lack of material. HPV was found in 13 out of the 57 remaining negative
samples in Jena. 44 remained negative. 28 samples were tested HPV-positive in
Heidelberg, partly with rare HPV-types not included in the Multimetrix-Kit. 26 remained
negative; three were also negative for 3-Globin (human DNA) and thus excluded from

the screen. All but two Pap-smears were down-graded by at least one expert.
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Conclusion: In most cases, discrepancy between positive cytology or histology and
negative HPV results were resolved. 27 of 160 patients (16.9 %) remained HPV-
negative. None of these, whose samples were referred to a cytological reevaluation,
had a Pap-smear > Pap llld. The cytological review as well as the HPV-testing methods
showed some differences when comparing the results. Thus, further research is

necessary to improve screening examinations for prevention of cervical cancer.
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1 Einleitung

1.1 Humane Papillomviren

1.1.1 Klassifikation

Die Humanen Papillomviren (HPV) zahlen zur Familie der Papillomaviridae. Sie
umfassen insgesamt finf Gattungen, wobei sie in 49 verschiedene Spezies aufgeteilt
sind (1). Hierbei liegt in Bezug auf die Infektiositdt beim Menschen ein besonderes
Augenmerk auf der Gattung der a-Papillomviren, die mit der Entstehung von Tumoren
von mukosalen Epithelien assoziiert werden, sowie auf der Gattung der
B-Papillomviren, die mit kutanen Tumoren in Verbindung gebracht werden (2). Derzeit
sind 198 unterschiedliche HPV-Typen bekannt, von denen jedoch nur ein Teil als
karzinogen eingestuft wird (1; 3). Tabelle 1 zeigt die Einteilung einiger HPV bezuglich
ihres Risikos fur Zervixkarzinominduktion. In Tabelle 2 sind die durch sogenannte
Hochrisiko(high-risk, HR)-HPV verursachten Tumore dargestellt. Die Niedrigrisiko(low-
risk, LR)-HPV-Typen 6 und 11 verursachen mehr als 90 % aller Anogenitalwarzen,
andere nicht maligne Lasionen und fast alle Falle von rezidivierender respiratorischer
Papillomatose (4). HR-HPV-Typen sind insbesondere fir zervikale, jedoch auch fir
andere anogenitale und oropharyngeale Karzinome und Dysplasien verantwortlich (5;
6).

Tab. 1: Einteilung einiger HPV-Typen bezlglich ihre  r Karzinogenitat (7)

Unbestimmt 2a, 3, 7, 10, 27, 28, 29, 30, 32, 34, 55, 57, 62, 67, 69, 71, 74, 77, 83, 84,
85, 86, 87, 90, 91

LR-HPV 6, 11, 13, 40, 42, 43, 44,54, 61, 70, 72, 81, 89, CP6108

Moglicherweise HR-HPV | 26, 53, 66, 68, 73, 82

HR-HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59
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Tab. 2: Beteiligung von HPV-Typen an unterschiedlic ~ hen Tumoren (modifiziert nach (8))

Tumorlokalisation Meist beteiligte Papillomvirustyp en HPV-positive Falle in %
Zervix 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, > 05
66 (26, 68, 73, 82)

Basal 16, 18 > 50
Vulva | Warzig 16, 18 > 50

Keratinisierend 16 <10
Vagina 16, 18 > 50
Anus 16, 18 >70
Mundhéhle und Mandeln 16, 18, 33 <20
Nagelbett 16 ~75

1.1.2 Struktur und Aufbau

Papillomviren sind ikosaedrisch, unbehdllt, messen im Durchmesser etwa 50 - 60 nm
und besitzen eine zirkulare Doppelstrang-DNA mit einer Groél3e von etwa 8 kb, die von
einem Kapsid umgeben ist. Das Genom ist in eine lange Kontrollregion (long control
region, LCR) sowie eine frihe (early region) und eine spate Region (late region)
unterteilt. Die lange Kontrollregion reguliert die virale Genexpression und die
Replikation. Die Bezeichnung frih und spat bezieht sich in diesem Fall auf den
Zeitpunkt im Leben des Virus, zu dem die Proteine erstmals exprimiert werden. Die
frihe Region codiert fur virale Nicht-Strukturproteine (E1, E2, E4-E7), welche fur die
virale Genexpression und Replikation verantwortlich sind. Durch den Funktionsverlust
bestimmter Teile dieser Region wird das Virus unschadlich. Die spate Region codiert flr
virale Strukturproteine (L1, L2) (2). Das virale Strukturprotein L1 macht man sich zum
einen bei der Klassifikation der HPV-Typen, zum anderen bei der Herstellung der
Impfstoffe gegen HPV zunutze (3). Die Abbildung 1 zeigt das virale Genom anhand des
Beispiels von HPV 16. Weitere Funktionen der viralen Proteine sind in Tabelle 3

Zusam mengefasst.
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Abb. 1: HPV 16 als Beispiel der HPV-Genomstruktur ( maodifiziert nach (9)). LCR - long control region;
El, E2, E4-E7 - Nicht-Strukturproteine; L1, L2 - Strukturproteine; Zahlen am mittleren Kreis geben die

Nukleotidposition an.

Tab. 3: Funktion von HPV-Proteinen (10)

Protein | Funktion

El ATPase und DNA-Helikase; nétig zur DNA-Replikation
E2 Regulation viraler Transkription; unterstutzt E1 bei der Replikation
E4 Storung der Intermediarfilamente und des Zytoskeletts; erleichtert moglicherweise Aufbau

und Freisetzung von Viren aus der Zelle
Induziert unplanmaRige Zellproliferation; inhibiert Apoptose; behilflich bei Umgehung der

ES Immunabwehr

6 Induziert DNA-Synthese und aktiviert Telomerase; interagiert mit Zellproteinen (besonders
p53) und greift damit negativ in DNA-Reparatur, Apoptose und Tumorsuppression ein

E7 Induziert spontane Zellproliferation; interagiert mit Regulatoren des Zellzyklus und
Tumorsuppressoren (besonders pRb)

L1 Hauptstrukturprotein; bildet Kapsomere und Kapsid; interagiert mit Zellrezeptoren und L2

L2 Nebenstrukturprotein; vereinfacht Virionenaufnahme und -transport; interagiert mit viraler

DNA

1.2 Zervixkarzinom

1.2.1 Epidemiologie

Weltweit stellt das Zervixkarzinom mit etwa 530.000 Neuerkrankungen pro Jahr die
zweithaufigste Karzinomerkrankung bei Frauen dar. Mehr als 270.000 Frauen sterben
weltweit jahrlich am Zervixkarzinom, hiervon fallen etwa 85 % der Todesfalle auf Lander
mit mittlerem und niedrigem Einkommensniveau (11). Die Inzidenzrate variiert daher je
nach Herkunftsland zwischen 1 - 50 auf 100.000 Frauen, wobei die Raten in

Lateinamerika, der Karibik, Subsahara-Afrika, Melanesien, Stidost- und Sitdzentralasien
7
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am hoéchsten sind (4). In Deutschland sind die Neuerkrankungen sowie die Sterberate
seit 1980 stetig racklaufig. Im Jahr 2008 wurden ca. 4.900 Neuerkrankungen
diagnostiziert und 1.600 Frauen verstarben am Zervixkarzinom. Vor 30 Jahren waren es
noch etwa doppelt so viele. Eine gro3e Rolle spielt dabei die Friherkennung und die
rechtzeitige Behandlung von Krebsvorstufen. Das mittlere Erkrankungsalter fur das in
situ Karzinom betragt in Deutschland 36 Jahre, wohingegen das bereits invasive

Karzinom bei Frauen im Mittel mit 52 Jahren auftritt (12).

1.2.2 Ursachen

Die HPV-Infektion spielt bei der Entstehung des Zervixkarzinoms eine entscheidende
und unumstrittene Rolle. Sie erfolgt hauptsachlich Uber Geschlechtsverkehr und ist
hoch ansteckend. Das Infektionsrisiko fur Frauen, sich mindestens einmal in ihrem
Leben mit HPV zu infizieren, betrdgt mindestens 75 % (13). Innerhalb der ersten zwei
Jahre heilen bis zu 90 % der Infektionen spontan aus (11). Liegt bereits eine CIN I
(Zervikale intraepitheliale Neoplasie, Grad 1) vor, so ist in ca. 55 % der Félle mit einer
Spontanremission zu rechnen. Bei der CIN Il betragt die Remissionsrate noch etwa
40 %, allerdings betragt die Progressionswahrscheinlichkeit zum invasiven Karzinom
schon bis zu 30 % (14). In etwa 10 % der Falle einer Infektion mit einem HR-HPV
kommt es zur Persistenz. Von den persistierenden 10 % der Infektionen verursachen
wiederum 10 - 50 % im Laufe von zwei bis zehn Jahren eine CIN llI, die als obligate
Prékanzerose gilt. Je nachdem uber welchen Zeitraum die Patientinnen beobachtet
wurden, wird die Progressionsrate einer CIN Il zum invasiven Plattenepithelkarzinom in
unterschiedlichen Studien zwischen 12 und 70 % angegeben (15). Bei einem Follow-up
von mehr als 10 Jahren sogar mit bis zu 74 %. Es mussen keinesfalls alle CIN-Stadien
durchlaufen werden. Es kann auch vorkommen, dass sich direkt eine mittel- oder
schwergradige Dysplasie ausbildet (14). Vom Zeitpunkt der initialen HPV-Infektion bis
zur Entwicklung des Zervixkarzinoms vergehen im Schnitt etwa 20 Jahre (4). Die HR-
HPV-Typen 16 und 18 sind hierbei in 70 % der Karzinome nachweisbar, etwa 50 %
davon fallen auf den HR-HPV-Typ 16. Schlie3t man die HR-HPV-Typen 31, 33 und 45
mit ein, sind es 80 %. Insgesamt lassen sich in 99,7 % der Plattenepithelkarzinome HR-
HPV-Typen nachweisen (8; 15). Nicht nur der HPV-Typ, sondern auch die Viruslast sind

von prognostischer Bedeutung (16).
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Im Gegensatz zum Plattenepithelkarzinom liegt beim Adenokarzinom nur in ca. 71 %
der Falle eine HPV-Infektion vor. Mit Angaben von 52 - 56 % ist hier der HR-HPV-
Typ 18 am haufigsten, gefolgt vom HR-HPV-Typ 16 mit 28 - 33% (17; 18). Ein
signifikanter Unterschied zeigte sich hierbei im Alter der Patientinnen. Wahrend man bei
Patientinnen unter 40 Jahren noch in 89 % der Falle HR-HPV-Typen nachweisen

konnte, waren es bei den tber 60-jahrigen nur noch 43 % (17).

Neben der HPV-Infektion gibt es weitere Risikofaktoren, die die Entstehung eines
Zervixkarzinoms begunstigen. Hierzu zéhlen frihzeitiger erstmaliger
Geschlechtsverkehr, Multiparitat, Promiskuitat, Tabakrauchen, schlechter
Erndhrungszustand und Immunsuppression (z. B. bei Erkrankung mit HIV) sowie
andere sexuell Ubertragbare Krankheiten (11; 12; 19). Sowohl fir Raucher als auch fur
ehemalige Raucher gilt das Tabakrauchen als Risikofaktor flur das
Plattenepithelkarzinom. Hierbei ist das Risiko umso hdher, je friher mit dem Rauchen
begonnen und je mehr Zigaretten pro Tag geraucht wurden. Das Risiko ein
Adenokarzinom zu entwickeln, ist durch das Rauchen nicht erhdht (20). Eine genetische
Disposition wurde durch Zwillingsstudien und Studien mit Verwandten ersten Grades
nachgewiesen. Demnach haben Frauen, deren Verwandte ersten Grades an einem
Zervixkarzinom leiden, ein zweifach erhohtes Risiko gegenlUber Frauen ohne dieses
familiare Leiden. Ein Zusammenhang zwischen oralen Kontrazeptiva und der

Entstehung des Zervixkarzinoms wird angenommen (12; 19).

1.2.3 Entstehung und Verlauf

Das haufigste Karzinom der Zervix ist das Plattenepithelkarzinom mit ca. 75 %, gefolgt
vom Adenokarzinom mit ca. 20 %. Das kleinzellig-neuroendokrine Karzinom macht
weniger als 5% der Zervixkarzinome aus, es gleicht dem kleinzelligen
Bronchialkarzinom (21). Einen weiteren geringen Anteil bilden unter anderem

grof3zellig-neuroendokrine, klarzellige sowie serts-papillare Karzinome (22).

Aus Grunden der Haufigkeit wird im Folgenden hauptsachlich auf das

Plattenepithelkarzinom der Zervix eingegangen.

Das Plattenepithelkarzinom entsteht in der sogenannten Transformationszone. Diese
stellt den Ubergang zwischen originarem Plattenepithel und Zylinderepithel dar und

9
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befindet sich anfangs auf der Ektozervix. Das ektozervikal liegende Zylinderepithel wird
im Laufe der Jahre durch Plattenepithel ersetzt, wodurch sich die Transformationszone
nach endozervikal verschiebt. Dies kann in Form der indirekten Metaplasie geschehen.
Sie erfolgt in mehreren Stufen.

Zunachst differenzieren Reservezellen, welche sich im Stroma unterhalb der
Zylinderepithelzellen nahe der Transformationszone befinden, zu metaplastischen
Epithelzellen aus. Man spricht hierbei von unreifer Metaplasie. Sie wird durch die reife
Metaplasie ersetzt, indem sich die metaplastischen Zellen zu Plattenepithelzellen
ausdifferenzieren. Das sekundar originare Plattenepithel geht demnach aus der reifen
Metaplasie hervor und ist morphologisch nicht vom primar origindren Plattenepithel zu
unterscheiden. Eine weitere Madoglichkeit ist ein zungenartiges Wachstum des

Plattenepithels Uber das Zylinderepithel (23).

Fur den Lebenszyklus der HPV ist eine Infektion der basalen Zellschicht notwendig, da
sich hier langlebigere Zellen mit z. T. stammzellahnlichen Eigenschaften befinden.
Durch Mikrotraumen innerhalb der oberen Zellschichten kann das HPV zu den basal
liegenden Zellen gelangen. Nach dem Eindringen verbleibt das virale Genom in den
Basalzellen in episomaler Form. Das Virus umgeht lange eine Immunantwort, indem es
die virale Genexpression und Replikation weitestgehend auf die suprabasalen
Zellschichten limitiert. Mit Ausdifferenzierung der Zellen gelangen diese weiter nach
suprabasal, die Virusreplikation nimmt zu und beeinflusst die Ausdifferenzierung.
Dadurch entstehen morphologische Veranderungen des Epithels wie Papillomatose,
Parakeratose und Koilozytose (13). Diese Epithelveranderungen werden je nach
Ausmald den zervikalen intraepithelialen Neoplasien zugeteilt und kénnen im Verlauf
zum Zervixkarzinom fuhren. Schwergradige Dysplasien sind in Deutschland um das
50- bis 100-fache hoher als das Auftreten eines Zervixkarzinoms. Die Inzidenz der
schweren Dysplasie liegt in etwa bei 1 % (15). Die Abbildung 2 zeigt den Verlauf vom

normalen zervikalen Epithel zum invasiven Zervixkarzinom.

10
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Abb. 2: Verlauf vom normalen Zervixepithel bis zum invasiven Zervixkarzinom nach HPV-
Infektion. Infizierte Zellen gelangen wahrend der Ausdifferenzierung von basal weiter in suprabasale
Schichten, bis beim invasiven Karzinom keine Schichtung mehr zu erkennen und die Basalmembran
durchbrochen ist. HPV - Humane Papillomviren; LSIL - low-grade squamous intraepithelial lesion; HSIL -
high-grade intraepithelial lesion; CIN - zervikale intraepitheliale Neoplasie; E6 und E7 - virale
Onkoproteine (aus (13)).

1.2.4 Nomenklatur

Die Lasionen des Plattenepithels werden histologisch nach der 2. WHO-Nomenklatur in
zervikale intraepitheliale Neoplasien (CIN) eingeteilt. Die zytologische Einteilung erfolgt
in Deutschland zum Zeitpunkt der Datenauswertung hauptsachlich nach der
2. Munchner Nomenklatur (Pap), aber auch das Bethesda System, wonach squamose
intraepitheliale Lasionen (SIL) unterteilt werden, wird hierflir genutzt. Die Tabelle 4 zeigt
die beiden unterschiedlichen Nomenklaturen im Vergleich. Die 3. Munchener
Nomenklatur erschien erst nach Klassifizierung und Auswertung der Befunde dieser
Arbeit und ist daher fur die aktuelle Arbeit nicht angewandt worden.

11
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Tab. 4: Zytologische Einteilung nach 2. Minchner No  menklatur und Bethesda-System,

histologische Einteilung nach 2. WHO-Nomenklatur im Vergleich (modifiziert nach (8))

2. WHO Nomenklatur; Bethesda-System;
2. Minchner Nomenklatur (Pap) zervikale intraepitheliale squamaose intraepitheliale
Neoplasie Lasion

| normales Zellbild

leichte entziindliche, degenerative
I oder metaplastische
Veranderungen

unklarer Befund: schwere
entzindliche oder degenerative
Veranderungen, aufféllige
Drusenzellen; eine Dysplasie, ein
Carcinoma in situ oder (in
seltenen Fallen) ein Malignom
kénnen nicht ausgeschlossen
werden

ASC-US: atypical
squamous cells of
undetermined significance
ASC-H: atypical squamous
cells — cannot exclude HSIL

CIN I: leichte oder
geringgradige Dysplasie; LSIL: low-grade squamous
Atypien auf basales intraepithelial lesion
Epitheldrittel beschréankt
ld leichte bzw. méafige Dysplasie CIN II: mittelschwere oder
mafiggradige Dysplasie;
Atypien auf basales und
mittleres Epitheldrittel
beschrankt HSIL: high-grade

CIN 1lI: schwere oder squamous intraepithelial
hochgradige Dysplasie, lesion

schwere Dysplasie oder inkl. Carcinoma in situ;
Carcinoma in situ Atypien erfassen
oberflachliches
Epitheldrittel

IVa

schwere Dysplasie oder
IVb Carcinoma in situ, invasives
Karzinom nicht auszuschlieRen

\ invasives Karzinom

a) Pap Il wird z. T. noch mit den Suffixen ,k* oder ,w“ angegeben, diese stehen fiir k = Kontrolle oder w =
Wiederholung. Sie werden bei unzureichendem Abstrichmaterial, aber auch bei nicht eindeutig als abnorm oder
normal einzustufenden Zellen benutzt. Der Abstrich soll hier zeitnah wiederholt werden (aus (24)).

1.2.5 Symptome

Die HPV-Infektion sowie das Zervixkarzinom verursachen in der Regel keine bzw. erst
im fortgeschrittenen Stadium Symptome und bleiben ohne Vorsorgeuntersuchung daher
lange unentdeckt. Symptome umfassen: irregulare, intermenstruelle Blutungen bzw.
Kontaktblutungen nach dem Koitus; Riicken-, Bein- oder Beckenschmerzen; Mudigkeit,

Gewichtsverlust, Appetitverlust; vaginales Unbehagen, Fluor, Odor oder auch

12



Einleitung

Schwellung eines Beines. Des Weiteren kénnen Begleitentziindungen durch andere

Erreger hervorgerufen werden (11; 25).

Das invasive Zervixkarzinom ist im frihen Stadium weder klinisch noch kolposkopisch
leicht sichtbar. Es wird jedoch mit zunehmender GroRRe als Exophyt auf der Portio uteri
erkennbar bzw. palpatorisch auffallig. Lymphknotenmetastasen treten bei einer
Infiltrationstiefe des Tumors von weniger als 3 mm in 1% der Félle auf. Liegt die
Infiltrationstiefe jedoch Uber 5 mm, so steigt die Lymphknotenmetastasierungsrate auf
Uber 10 %. Durch die Invasion von Tumorzellen in das umliegende parametrane
Weichteilgewebe kann dieses die Beckenorgane fixieren, was auch als ,frozen pelvis*
bezeichnet wird. Fernmetastasen und Infiltration angrenzender Strukturen, wie Becken

oder Rektum, treten erst spat im Verlauf auf (21).
1.2.6 Diagnostik

1.2.6.1 Zytologie

In  Deutschland konnen Frauen ab dem 20. Lebensjahr im Rahmen der
Krebsvorsorgeuntersuchung einmal jahrlich einen Papanicolaou-Abstrich-Test (Pap-
Test) durchfiihren lassen. In anderen Landern Europas betragen die Intervalle zwischen
den Pap-Tests ein bis funf, haufig drei Jahre. Beim Pap-Test wird mit Hilfe eines
Wattestabchens, einer kleinen Birste oder eines Holzspatels ein Abstrich vom
Muttermund und dem Gebarmutterhalskanal entnommen und auf einem Objekttrager
fixiert. Durch eine spezielle Farbung lassen sich die entnommenen Zellen im Anschluss
begutachten. Eine Einteilung der Ergebnisse erfolgt nach der 2. Miinchner Nomenklatur
(26).

Alternativ  wird die Maoglichkeit zur Durchfuhrung einer flissigkeitsbasierten
Dunnschichtzytologie (z. B. ThinPrep, PapSpin, SurePath) diskutiert. Hierbei werden die
Zellen nach Entnahme des Abstrichs nicht auf einem Objekttrager fixiert, sondern in
einer patentierten Losung konserviert. Im Anschluss wird die Probe von
Verunreinigungen wie Blut, Schleim und Entzindungszellen gereinigt. Die zu
untersuchenden Zellen werden dann einschichtig auf einem Objekttrager platziert, was
eine bessere Beurteilung des Abstrichpraparates erlauben soll. Nachteile der Methodik

sind unter anderem der Verlust von zur Beurteilung relevantem extrazellularem Material
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und die hoheren Kosten (27). Gleichzeitig konnte eine Uberlegenheit der Methode
gegeniber dem konventionellen Pap-Test in unterschiedlichen Studien bisher nicht

erwiesen werden (22).

In Deutschland nimmt nur jede zweite Frau ihre jahrliche Screening-Mdglichkeit in
Anspruch. Durch sie kénnen héhergradige Dysplasien und Prakanzerosen rechtzeitig
entdeckt und behandelt werden. Dies kann bis zu 80 % der Zervixkarzinome in Landern
mit Vorsorgescreening verhindern (11). Unterschiedliche Studien geben eine
Mortalitatssenkung nach der Einfihrung der Screeningmethoden von 40 - 90 % an (26).
Die Diagnose eines bereits invasiven Karzinoms erfolgt in etwa 50 % der Félle in

Deutschland noch im frihen Tumorstadium (T1) und ist somit gut zu behandeln (12).

1.2.6.2 Kolposkopie

Die Kolposkopie wird derzeit nicht zum Screening eingesetzt, ist jedoch der
Goldstandard zur Abklarung abnormer zytologischer Befunde. Bei der Kolposkopie wird
der Gebarmutterhals durch eine 6 - 40-fache Vergro3erung begutachtet. Zusatzlich
konnen krankhaft verdnderte Zellen durch das betupfen der Zervixschleimhaut mit
3- oder 5%iger Essigsaure besser sichtbar gemacht werden. Essigsaure farbt
atypisches Epithel, aber auch normales Zylinderepithel und metaplastisches Epithel
weild. Des Weiteren konnen Zellen mit 3%iger Jodlésung, der sogenannten
Schiller'schen Jodprobe, angefarbt werden. Jod farbt glykogenspeichernde Zellen wie
normales nicht verhornendes Plattenepithel dunkelbraun (Jod-positiv). Atypisches
Epithel, normales Zylinderepithel und metaplastisches Epithel farbt es hingegen gelb
oder gar nicht (Jod-negativ). Die Farbungen erméglichen eine gezielte Biopsie und eine
anschlieBende histologische Beurteilung der Léasionen gemall der 2. WHO-
Nomenklatur. Die bei der Kolposkopie sichtbaren Lasionen werden anhand der Kriterien
Farbe, Oberflachenbeschaffenheit, GefaRabstand, Abgrenzung und Jodanfarbung in

unterschiedliche Schweregrade eingestuft (22; 28).

1.2.6.3 HPV-Diagnostik

Unterschiedliche Verfahren stehen derzeit zur Detektion von HPV zur Verfliigung. Der
direkte Nachweis erfolgt durch Southern Blot oder in-situ-Hybridisierung. Diese
Verfahren sind jedoch nicht so sensitiv, mit viel Arbeitsaufwand verbunden und somit
ungunstig fur eine hohe Anzahl von Probendurchldufen wie beim Screening.
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Signalverstarkung wird beim Hybrid Capture Il System (HC2) angewandt. Die Ziel HPV-
DNA wird mit markierten RNA-Proben in Losung hybridisiert. Daraus resultierende
RNA-DNA-Hybride werden auf Mikrotiterplatten durch Antikorper mit Spezifitat fir RNA-
DNA-Hybride gebunden und durch ebensolche spezifische Antikérper und ein
chemolumineszentes Substrat detektiert. Die Schwéache dieses Tests besteht darin,
dass nur eine Aussage uber das Vorhandensein von HR- oder LR-HPV getroffen
werden kann, jedoch keine Identifizierung der einzelnen HPV-Typen maoglich ist (29).

Eine weitere auch in dieser Arbeit angewandte Methode ist die gezielte Amplifikation
gesuchter viraler DNA-Abschnitte. Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist die am
haufigsten verwendete Methode, um virale DNA-Abschnitte gezielt zu vervielfaltigen.
Hierbei kbnnen unterschiedliche Primer genutzt werden. Bestimmte Primer mit breitem
Spektrum zielen auf die Amplifikation eines Genabschnitts vieler HPV-Typen ab, zum
Beispiel L1 oder E1. Zur Typisierung ist im Anschluss an die PCR ein weiterer Schritt
mit radioaktiven oder biotinylierten Oligonukleotiden notwendig. Zu den Primer-Sets
zahlen unter anderem PGMY09/10, MY09/11 (MY-PCR), GP-5+/6+ (GP+-PCR) und
SPF10. Die Primer besitzen jeweils andere Temperaturoptima, amplifizieren
unterschiedliche Regionen und produzieren verschieden lange Genprodukte, wodurch
sie sich in ihrer Sensitivitat und Spezifitdt unterscheiden. Wahrend man die GP+-PCR in
Europa bevorzugt, macht man sich in den USA und Asien meistens die MY-PCR
zunutze. Des Weiteren gibt es Primer, die ausschlie3lich auf einen spezifischen
Genabschnitt eines bestimmten HPV-Typen abzielen, bspw. E6/E7. Der Vorteil besteht
darin, dass auch HPV in Zellen detektiert werden kann, in denen das virale Genom
nicht mehr in episomaler, sondern in integrierter Form vorliegt, in der die Abschnitte E1

und E2 aber auch L1 und L2 verloren gegangen sein kénnen (30; 31).

Der HPV-Nachweis wird zwar derzeit im Screening nicht routinemafig angeboten, kann
jedoch eine entscheidende Rolle in der Diagnostik und weiteren Therapie haben. Die
Detektion von HPV stellt eine sensitivere Test-Methode als der Pap-Abstrich dar,
wodurch Dysplasien in einem friheren Stadium entdeckt und behandelt werden
kénnen. Dies kann jedoch auch zur Ubertherapie fiihren, da HPV-Infektionen oft vom
Immunsystem beseitigt werden und Lasionen sich haufig von alleine zurtickbilden. Uber
den therapeutischen und wirtschaftlichen Nutzen eines alleinigen HPV-Screenings oder

des kombinierten HPV- und Pap-Test-Screenings wird daher diskutiert (32; 33; 34). Da
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persistierende HPV-Infektionen Uber langere Zeit zu Prakanzerosen und Karzinomen
fuhren konnen, sollte bei einer persistierenden HPV-Infektion deren Eradikation im
Vordergrund stehen.

1.2.7 Therapie und Heilungschancen

Beim Verdacht auf eine Dysplasie sollte eine Behandlung durchgefuhrt werden und eine
anschlieBende Kontrolluntersuchung stattfinden, um die Zellen im Anschluss besser
beurteilen zu kénnen. Sollten sich Zellveranderungen auch nach Abschluss der
Behandlung zeigen bzw. Dysplasien langerfristig bestehen bleiben, werden eine
kolposkopische Untersuchung sowie eine Biopsie notwendig. Diese erfolgt je nach
Lasion als Knipsbiopsie oder durch eine Konisation. Aufgrund der Ruckbildungstendenz
von CIN | und CIN II sollte eine Konisation nur bei CIN Il erfolgen. Besteht jedoch eine
Befundpersistenz Uber zwolf Monate bzw. HR-HPV-Infektionspersistenz, kann in
Abhangigkeit von Alter und Kinderwunsch auf Wunsch der Patientin eine Konisation
auch bei einem CIN | oder CIN Il Befund durchgefuhrt werden. Die Konisation wird
entweder als Schlingenkonisation oder Laserkonisation bzw. bei ektozervikal gelegenen
Lasionen auch per Laservaporisation ausgefuhrt. Die Konisation mittels Skalpell zeigt
eine schlechtere Heilungstendenz. Eine Kurettage der verbleibenden Endozervix kann
zum Ausschluss weiterer Neoplasien erforderlich sein. Wird bei der anschlieRenden
histologischen Untersuchung sichergestellt, dass der dysplastische Zellverband im
Gesunden entfernt wurde und keine malignen Zellen aufweist, so stellt diese
diagnostische MalRnahme gleichzeitig die Therapie dar (22). Tabelle 5 gibt
Empfehlungen zum Vorgehen nach stattgehabter zytologischer Untersuchung und

HPV-Testung wieder.
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Tab. 5: Empfehlungen zur weiteren Diagnostik abhdng  ig vom zytologischen und vom HPV-Befund

(8)

é);cl)jlr?glscher HPV-Befund i)c’)tr?terOﬁJ;:Che Weitere Diagnostik
HR-negativ Routineintervall
Pap 1/l Gleichzeitig HPV-Kontrolle. Falls wieder
HR-positiv 12 Monate HR-positiv oder zytologisch auffallig:
Dysplasiesprechstundea)
HR-negativ 12 Monate + erneute HPV-Testung
Pap Il w Gleichzeitig HPV-Kontrolle. Falls wieder
HR-positiv 6 Monate HR-positiv oder zytologisch auffallig:
Dysplasiesprechstundea)
Pap 11" / 11id HR-negativ 6 Monate + erneute HPV-Testur_w.g
erstmalig HR-positiv 3 - 6 Monate Falls emeut HPV_pOSItI\;):
Dysplasiesprechstunde
Pap I /g | HRenegay | monate | ERE e e 12 Monater
wiederholt — . 2
HR-positiv Dysplasiesprechstunde
Pap IVa oder héher | unabhangig Dysplasiesprechstunde®

a) Dysplasiesprechstunde = Differentialkolposkopie mit Biopsie eventueller Herdbefunde.
b) Bei Pap Il mit dringlichem V. a. héhergradige Atypie in jedem Fall rasche diagnostische Abklarung.

Pap = Pap-Abstrich Befund nach 2. Minchner Nomenklatur; HR = high-risk.

1.2.7.1 Stadieneinteilung

Sollten sich bei der Biopsie bzw. Konisation maligne Zellen zeigen, erfolgt die weitere
Klassifikation des Zervixkarzinoms gemald der Fédération Internationale de
Gynécologie et d’Obstétrique (FIGO) bzw. der International Union against Cancer
(UICC), dargestellt in Tabelle 6. Wahrend die FIGO-Klassifikation eine Klinisch-
diagnostische Stadieneinteilung umfasst, beruht die UICC-Klassifikation auf
histopathologisch gesicherten Daten. Zur klinisch-diagnostischen Stadieneinteilung
kénnen folgende weiterfiihrende Untersuchungen je nach vermuteter Tumorausbreitung
notwendig sein: Rontgen-Thorax; transvaginaler Ultraschall, Sonographie der Nieren
und der Leber, Sonographie der Skalenusregion zur Detektion von
Lymphknotenmetastasen; ggf. Zystoskopie und Rektoskopie; bei endozervikalem
Prozess eine Kirettage des Uterus sowie eventuell eine Hysteroskopie; MRT zur
weiteren Einschatzung der Tumorgrol3e; Positronenemissionstomographie; Biopsien
suspekter Lymphknoten; Laparoskopie zum operativen Staging; Bestimmung von
Tumormarkern zur Verlaufskontrolle: SCC bei Plattenepithelkarzinom, CEA bzw.

CA 125 bei Adenokarzinomen und NSE bei neuroendokrinen Karzinomen (35).
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Tab. 6: Stadieneinteilung des Zervixkarzinoms (22)

uiCC FIGO Definition

TO, Tis 0 Carcinoma in situ

| Karzinom auf Zervix beschrankt

Tl1la NO MO 1A Préklinisches, nur mikroskopisch nachweisbares Karzinom
Tlal NO MO 1AL Invasionstiefe bis 3 mm; Oberflachenausdehnung £ 7 mm
T1la2 NO MO IA2 Invasionstiefe 3 — 5 mm; Oberflachenausdehnung < 7 mm
T1b NO MO B Klinisch sichtbar / nur mikroskopisch diagnostiziert und > T1a2
T1b1 NO MO IB1 <4cm

T1b2 NO MO IB2 >4.cm

Ausbreitung Uber Zervix hinaus, ohne die Beckenwand bzw. das
untere Vaginadrittel zu erreichen

T2a NO MO A Parametrien frei
T2b NO MO 1B Parametrien befallen
" Karzinom erreicht die Beckenwand / unteres Vaginadrittel /
Hydronephrose
T3a NO MO A Karzinom erreicht das untere Vaginadrittel
%BT;?’I\ATO% N1Mo B Karzinom erreicht die Beckenwand und/oder Hydronephrose

Schleimhautinfiltration von Harnblase oder Rektum und/oder

T4 Nx MO IVA Ausbreitung aufRerhalb des Beckens

Tx Nx M1 VB Fernmetastasen

FIGO = Fédération Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique; UICC = International Union against Cancer;

T = TumorgréRe / -ausbreitung; N = Lymphknotenstatus; M = Fernmetastasen.

1.2.7.2 Prognose

Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate liegt nach der Diagnose eines invasiven
Zervixkarzinoms in Deutschland durchschnittlich bei 68 % (12). Die Uberlebensraten
von 15.070 Patientinnen aus den USA werden in Abhangigkeit vom FIGO Stadium in
Tabelle 7 wiedergegeben. Unterschiedliche Faktoren nehmen hierbei Einfluss auf die
Prognose. Zu den wichtigsten Faktoren zahlen der Lymphknotenstatus, Tumorgrolie,
Parametriumausdehnung, Invasionstiefe, Alter der Patientin und Einbruch von
Tumorzellen in Blut- oder Lymphgefal3e (28). Ein netzartig infiltrierend wachsender
Tumor und Tumore mit fehlender peritumoraler entziindlicher Reaktion scheinen eine
unglnstigere Prognose zu haben, die Datenlage hierzu ist jedoch noch nicht
ausreichend (35). Jungere Patientinnen haben bei fortgeschrittenen Tumoren laut
mehreren Studien ein prognostisch schlechteres Ergebnis. Patientinnen mit negativen
Lymphknoten haben unabhangig vom Tumorstadium eine 5-Jahres-Uberlebensrate von

90 %, bei positivem Befall nur zwischen 20 - 60 %. Dabei korreliert die Anzahl der
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befallenen Lymphknoten direkt mit dem Rezidivrisiko. Beim Befall von Blutgefal3en liegt
die 5-Jahres-Uberlebensrate nur bei 30 %. Ein schlecht differenzierter Tumor tendiert
haufiger zu Rezidiven unabhangig von der TumorgroRe. Auch die zervikale

Stromainvasion ist unabhangig mit dem rezidivfreien Uberleben assoziiert (28).

Tab. 7: Uberlebensrate in Abhangigkeit vom FIGO Sta  dium (modifiziert nach (36))

FIGO Patientinnenanzahl Uberlebensrate in Prozentn  ach Jahren
insgesamt 15.070 1 2 3 4 5

0 7.119 99,1 97,8 96,8 94,9 92,8
1A 1.530 98,9 97,5 96,6 94,6 93,2
IB 2.249 96,8 91,4 87,1 83,0 80,3
A 453 92,2 79,3 72,0 66,1 63,2
1B 1.518 90,3 77,1 68,1 62,2 58,0
A 191 81,6 54,9 45,3 38,9 35,4
B 1.009 72,0 48,4 39,2 35,7 32,4
IVA 213 55,3 35,3 25,0 19,1 16,1
VB 788 43,3 26,2 19,2 16,9 14,6

Die Statistik bezieht sich auf 15.070 Patientinnen mit Zervixkarzinom, diagnostiziert im Zeitraum von 2000 - 2002. Die
Daten stammen aus dem ,National Cancer Data Base (Commission on Cancer of the American College of Surgeons

and the American Cancer Society)“; FIGO = Fédération Internationale de Gynécologie et d’Obstétrique.

1.2.7.3 Therapie

Die Entscheidung Uber TherapiemalRnahmen erfolgt interdisziplindr. Hierbei ist
individuell eine Risiko-Nutzen Abwagung unter Bericksichtigung von Kurz- und
Langzeitfolgen der einzelnen TherapiemalRnahmen und der Lebenssituation sowie des
Gesundheitszustands der Patientin vorzunehmen. Grundsatzlich wird in den frihen
Stadien, insbesondere bei pramenopausalen Frauen, die Operation empfohlen. Dabei
kann im Stadium FIGO IA1 die Konisation ausreichen, bei Befall pelviner Lymphknoten
missen diese mit entfernt werden. Bei héheren Stadien (FIGO IA2 - IIB) wird eine
radikale Hysterektomie mit Entfernung der pelvinen, stadienabhangig ggf. der
paraaortalen Lymphknoten notwendig. Eine simultane Radiochemotherapie flihrt in den
Stadien IB und Il bei unterschiedlichen Nebenwirkungsprofilen und Rezidivmustern zu
prinzipiell gleichwertigen Langzeitergebnissen. Im Stadium 1l besteht die Indikation zur
simultanen Radiochemotherapie. Im Stadium IV kann eine palliative, gelegentlich auch
kurative Radiotherapie durchgefiihrt werden. Bei Blasen- oder Rektuminfiltration kann

eine primére Exenteration erfolgen, sofern die Beckenwand tumorfrei ist, dies ist jedoch
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individuell mit der Patientin zu entscheiden. Die Chemotherapie kann neoadjuvant zur
Verbesserung der Operabilitdt durchgefiihrt werden, hat adjuvant jedoch bisher keinen
klinischen Vorteil erwiesen. Vorteil und Toxizitat einer palliativen Chemotherapie sind
abzuwagen. Das mediane Uberleben nach stattgehabter Chemotherapie liegt hierbei
unter einem Jahr (35). Supportive Malinahmen und Anschlussheilbehandlungen sollten

interdisziplinar eingeleitet werden.

1.2.8 Pravention

Zur priméren Pravention wird seit 2007 durch die STIKO fir Madchen zwischen 12 und
17 Jahren die Impfung gegen die zwei haufigsten HR-HPV-Typen 16 und 18 empfohlen.
Diese sind fur etwa 70 % aller Zervixkarzinome verantwortlich (12). In einigen Landern
wird die Impfung im Alter von 10 - 14 Jahren empfohlen (4). Der Impfstoff wird durch
eine rekombinante DNA-Technik gewonnen, wobei man aus dem Hauptstrukturprotein
L1 virusahnliche Partikel, welche keine Virus-DNA mehr enthalten, herstellt (37). Derzeit
sind der bivalente Impfstoff Cervarix® gegen die HPV-Typen 16 sowie 18 und der
quadrivalente Impfstoff Gardasil®, der zusatzlich noch gegen die LR-HPV-Typen 6 und
11 immunisiert, zugelassen. Die Impfstoffe sind ausschlief3lich zur Prophylaxe, jedoch
weder zur Eradikation bestehender HPV-Infektionen noch zur Heilung HPV-assoziierter
Krankheiten bestimmt. Geimpft wird in drei Dosen innerhalb von sechs Monaten. Der
Abstand zwischen den Impfungen variiert je nach verwendetem Impfstoff. Bisherige
Studien ergaben eine hohe Effektivitat in der Pravention prakanzerdser Lasionen.
Aufgrund der jungen Datenlage stehen Langzeitstudienergebnisse derzeit noch aus (4).

Sexuelle Aufklarung, insbesondere zur Ubertragung und zum Schutz vor sexuell
Ubertagbaren Krankheiten, bildet eine weitere Grundlage der priméaren Pravention.
Kondome vermindern das Ubertragungsrisiko einer HPV-Infektion, stellen jedoch keinen
absoluten Schutz dar. CIN | und CIN Il tendieren bei der Nutzung von Kondomen
jedoch eher zur Regression (8). Die Beschneidung des Mannes soll helfen vor HPV-

Infektionen zu schiitzen (11).

Zur sekundaren Pravention zahlen die weiter oben bereits beschriebenen
Friherkennungsmal3nahmen. Als Beispiele sind die kolposkopische Inspektion, der
Pap-Abstrich sowie der HPV-Nachweis zu nennen. Da die Screeninguntersuchungen in

Entwicklungslandern kaum eine Rolle spielen, dort jedoch mehr als 80 % der
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Zervixkarzinome weltweit auftreten, sollten das Angebot und der Zugang zu
FriherkennungsmalRnahmen unbedingt gesteigert werden. Ein Ansatz in dieser
Hinsicht sind Screeninguntersuchungen, die blof3 einmalig etwa im Alter von 35 Jahren
durchgefliihrt werden. Hier treten im Durchschnitt die haufigsten Prakanzerosen und
frihen Tumorstadien auf, sind zu dem Zeitpunkt aber meist noch gut zu behandeln.
Diese Untersuchung kann mit einem HPV-Test kombiniert werden, bei dem die
Viruslast und der HPV-Typ in die Risikoermittlung einbezogen werden. Frauen mit
prakanzerésen Lasionen bzw. erhéhtem Karzinomrisiko kdonnten dann bei einem
weiteren Termin behandelt werden. Solche FriherkennungsmalRnahmen und
Behandlungsansatze mussen in den jeweiligen Landern jedoch nicht nur bezahlbar und

lokal durchfuihrbar sein, sondern insbesondere Akzeptanz geniel3en (16).
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2 Herleitung der Fragestellung

Aktuellen Studien zufolge liegt eine HPV-Infektion bei bis zu 99,7 % der Patientinnen
mit Zervixkarzinom vor (8). Je nach Kontinent ergeben andere Studien eine HR-HPV-
Préavalenz von 86 - 94 % fur invasive zervikale Karzinome und 78 - 88 % fur HSIL. In
den meisten Landern sind die HR-HPV-Typen in Zervixkarzinomen gemafi
nachstehender Reihenfolge mit abnehmender Haufigkeit nachweisbar: HPV 16 (ca. 52 -
58 %), 18 (13 - 22 %), 31, 33, 35, 45, 52 und 58 (38). Nicht nur in Karzinomen und
fortgeschrittenen L&sionen lassen sich HR-HPV nachweisen. Eine Metaanalyse von
insgesamt 55 Studien und 8.308 LSIL Fallen ergab, dass auch in den leichteren
Dysplasien HPV je nach Region in 59 - 80 % der Féalle nachgewiesen werden konnte.
Hierbei handelte es sich in abnehmender Haufigkeit um folgende HPV-Typen: HPV 16,
31, 51, 53, 56, 52, 18, 66, 58, 6, 39, 33, 59, 35, 45 (39). Die HR-HPV-Typen 16 oder 18
konnen in etwa einem Drittel der leichten Dysplasien (CIN I) und bereits in der Hélfte
hohergradiger Dysplasien (CIN II+) nachgewiesen werden (15).

Eine starke Assoziation von HR-HPV-Infektion und dem Zervixkarzinom bzw. dessen
Vorstufen ist also gegeben. Daher befasst sich diese Arbeit mit den Daten von
Patientinnen, die bei pathologischem zytologischen und/oder histologischen Befund
trotzdem einen negativen HPV-Test aufwiesen. Eine solche Diskrepanz ist von
Wichtigkeit insbesondere in Bezug auf die sekundare Pravention. Der Diskrepanz
konnen unterschiedliche Ursachen zugrunde liegen. Beispielsweise kann es bei der
Integration der viralen DNA in die Wirts-DNA zum Verlust bestimmter Genabschnitte
(z. B. L1) gekommen sein, wodurch einige Tests diese Abschnitte nicht mehr
nachweisen konnen. Die Testmethoden selbst kénnten nicht sensitiv genug sein. Es
kann zu Fehlern beim Pap-Abstrich oder der Biopsieentnahme und dessen Auswertung
gekommen sein. In einigen Fallen liegt mdglicherweise tatsachlich gar keine HPV-

Infektion vor.

Fragestellung: Die vorliegende Arbeit untersucht die Frage, ob diskrepante Befunde
zwischen einem hochsensitiven genotypisierenden HPV-Test und zytologischen bzw.
histologischen Befunden durch nachfolgende Untersuchungen aufgeklart und die
Ursache der Diskrepanzen definiert werden kdnnen.
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3 Material und Methoden

3.1 Rekrutierung von Patientinnendaten und -proben

Im Zeitraum von Marz 2010 bis einschlie3lich Méarz 2011 wurden aus dem Datensatz
des GTI-Labors (Labor fiur gynakologische Tumorimmunologie) am CBF (Campus
Benjamin Franklin der Charité-Universitatsmedizin Berlin) 1.254 Patientinnendaten in
Bezug auf ihren HPV-Status, Pap-Befund und ihre histologische Untersuchung
Uberprift. Die Patientinnen waren zuvor entweder am CCM (Campus Mitte der Charité-
Universitdtsmedizin Berlin) oder CBF in gynakologischer Behandlung gewesen. Hier
wurde ihnen neben Gewebeproben der Portio und des Zervikalkanals auch Material fur
einen HPV-Test entnommen. Der HPV-Test war durch das GTI-Labor am CBF
durchgefuhrt und ausgewertet worden. Hierzu hatte mit Hilfe von laboreigenen Primern
fur GP-5+/6+ eine PCR stattgefunden (Protokoll siehe Anhang, Seite 69 - 72). Im
Anschluss daran waren nach Denaturierung und durch Hybridisierung im laboreigenen
Mastermix vorhandene amplifizierte virale DNA-Fragmente gebunden und mit Hilfe
eines Luminex Analysators ausgewertet worden. Die DNA-Aufbereitung hatte aufgrund
dieser vorangegangenen HPV-Tests bereits stattgefunden, so dass die DNA der
aktuellen Arbeit fir weitere Untersuchungen zur Verfigung stand. Im GTI-Labor wurde
allen 160 den Einschlusskriterien entsprechenden Patientinnen jeweils eine DNA-Probe
zugeordnet, welche in die aktuelle Arbeit eingeschlossen und erneuten Untersuchungen
unterzogen wurde. Die Namen aller Patientinnen wurden zur Anonymisierung durch

GTI-Labornummern ersetzt.

3.2 Ein- und Ausschlusskriterien

In die aktuelle Arbeit eingeschlossen wurden weibliche Patienten aus dem Datensatz
des GTI-Labors am CBF aus dem Zeitraum von Marz 2010 bis einschliel3lich Marz
2011. Die ausgewahlten Patientinnen wiesen zum Untersuchungszeitpunkt einen
negativen HPV-Test auf, gleichzeitig jedoch einen Pap-Abstrich von Pap llid bis V nach
der 2. Muinchener Nomenklatur und/oder ein histologisch  auffélliges
Untersuchungsergebnis. Da die Untersuchungen an der Charité zu einem grofR3en Teil
im Rahmen des Vorsorgescreenings erfolgten, wurden viele Patientinnen mit
ausschlief3lich zytologischem Untersuchungsergebnis eingeschlossen. Lag zusatzlich

ein histologisches Ergebnis vor, welches im Rahmen der Differentialkolposkopie als
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Goldstandard zur minimal invasiven histologischen Abklarung bei Aufféalligkeiten in der
Primaruntersuchung genutzt wird, wurde dieses Ergebnis ebenfalls in der Arbeit
berticksichtigt. Das Fehlen einer histologischen Abklarung war jedoch kein
Ausschlusskriterium fur die Auswertung der Patientinnenprobe. Von den 1.254
untersuchten Patientinnen entsprachen 160 den Einschlusskriterien. Die Ubrigen
Patientinnen wurden aufgrund eines positiven HPV-Tests oder der fehlenden
zytologischen und histologischen Auffalligkeit ausgeschlossen.

3.3 Multimetrix und Luminexanalyse

Zur Detektion und Typisierung von HPV kamen das Multiplex HPV Genotyping Kit for
Research in Epidemiology der Firma Multimetrix GmbH ( (40) siehe Anhang, Seite 73 -
80) nach Schmitt et al. 2006 (41) und ein Luminex Analysesystem (Bio-Plex 200,
Bio-Rad, Hercules, CA, USA) zum Einsatz.

3.3.1 Multimetrix-PCR
Aus den Zervixabstrichen bereits extrahiertes DNA-Material wurde zunachst mit Hilfe
einer PCR amplifiziert. Im Multimetrix-Kit war hierzu ein biotinyliertes Primer-Set 1 zur

Detektion der folgenden 24 HPV-Typen enthalten:

LR-HPV: 6,11, 42, 43, 44, 70
HR-HPV: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59
Mdglicherweise HR-HPV: 26, 53, 66, 68, 73, 82

Zum Nachweis, dass die Proben genitigend menschliche DNA enthielten, wurde der
PCR zusatzlich ein Primer-Set 2 zur Amplifikation eines R-Globin Genfragments
hinzugeflgt. Eine Negativprobe mit nukleasefreiem Wasser ohne menschliche DNA
diente dem Ausschluss einer Kontamination des Mastermixes mit HPV-DNA wahrend

der PCR-Amplifikation und dem weiteren Testverlauf.

Der erste Zyklus (L110324) enthielt 76, der zweite (L110405) 92 Proben. Die folgenden
Schritte wurden in einem Labor durchgefuhrt, welches frei von PCR-Produkten,
Plasmid-DNA und genomischen DNA-Proben gehalten wird. Fir jede Probe wurde ein
0,2ml ,Thermo Tube®, welcher DNA und RNA frei ist, mit der laborinternen
Patientinnennummer beschriftet. Zusatzlich wurde ein Tube fir die Mastermix-Kontrolle

(Negativkontrolle), einer fur die HPV-Mix-Kontrolle (Positivkontrolle) und ein weiterer fur
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die Hybridisierungskontrolle beschriftet. Alle Tubes wurden in eine 96-Well PCR-Platte

einsortiert.

Es wurde ein Mastermix entsprechend des Protokolls (40) erstellt. Ein Mastermix-

Ansatz von 40 pl enthalt demnach:

Primer-Set 1. 2 ul

Primer-Set 2: 0,5 ul

10xPCR Gold Puffer: 5ul

25 mM MgCl,. 7 ul

dNTP Mix: 1 ul (je 10 mM dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
nukleasefreies Wasser: 24,3 ul

AmpliTaq Gold PCR-Polymerase: 0,2 ul

Die 0,2 pl AmpliTag Gold PCR-Polymerase wurden erst kurz vor Beginn der PCR
hinzugefigt. Im Gegensatz zum Protokoll wurde in jedes 0,2 ml PCR-Gefal3 nur die
Halfte (20 ul) des Mastermixes pipettiert. Diese wurden dann auf Eis gestellt, um einer
vorzeitigen DNA-Amplifikation durch die Tag-Polymerase bei Verunreinigung entgegen

zu wirken. Der Negativprobe wurden 5 pl nukleasefreies Wasser beigemischt.

Nach einem Laborwechsel konnten die nun folgenden Schritte durchgefuhrt werden.

Jedem PCR-Gefal3, mit Ausnahme der Negativkontrolle, wurde die Halfte der im
Protokoll angegeben Patientinnen-DNA, namlich 5 pl, hinzugefligt. Hierbei wurde
besonders darauf geachtet jeweils nur ein Gefal3 zu 6ffnen, mit der Patientinnen-DNA
zu fillen und anschlieBend sofort wieder zu verschliel3en, um eine Kontamination zu

vermeiden.

Die 96-Well Platte mit den PCR-GefalRen wurde gemald dem PCR-Protokoll (40) durch
den Thermocycler, welcher raumlich von den vorangegangen Laboratorien getrennt
steht, behandelt. Hierbei wurden die Proben initial zur Denaturierung fur 15 min auf
94 °C erhitzt. Darauf folgten 40 Zyklen von Denaturierung (20 Sek. bei 94 °C),
Primerhybridisierung (30 Sek. bei 38 °C) und Elongation (80 Sek. bei 71 °C). Zum

Abschluss folgte eine vierminitige DNA-Elongation bei 71 °C.
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3.3.2 HPV-Typisierung und Quantifizierung mit Lumin  ex

Ein Bead, auch Mikrosphéare genannt, besteht aus einem 5,6 um grof3en spharischen
Polystyrolpartikel. Diese sind in jeweils zehn unterschiedlichen Konzentrationsstufen mit
Fluoreszenzfarbstoffen (rot und infrarot) angefarbt. Durch deren Kombination ergibt sich
eine aus 100 Beads bestehende Population, die aufgrund ihrer unterschiedlichen
Schattierung aus rot und infrarot differenziert werden kann. Die Beads sind an
unterschiedliche HPV-typenspezifische Oligonukleotidsonden gekoppelt, wodurch sie
den bestimmten HPV-Typen zugeordnet werden kdnnen. Jede Mikrosphére bindet die
DNA eines bestimmten HPV-Typen, wodurch eine Typisierung ermoglicht wird. Durch
Denaturierung der DNA und anschlieBende Hybridisierung binden die Beads an die
entsprechenden HPV-DNA-Abschnitte. Des Weiteren besitzen die Beads die Fahigkeit
nach der Bindung der DNA uber ein mit Fluoreszenzfarbstoff gekoppeltes Konjugat, in
diesem Fall R-Phycoerythrin, griines Licht zu emittieren. Im Luminex-Analysesystem
kann nun nicht nur der rote und infrarote Bereich zur Detektion und Typisierung der
HPV-DNA, sondern auch das grune Licht zur Quantifizierung der vorhandenen DNA

ausgewertet werden.

3.3.2.1 Vorbereitung der PCR-Produkte

Die PCR-Produkte wurden auf eine Hybridisierungsplatte tberfuhrt. Hier wurde der im
Kit enthaltene Beadmix zugefugt. Fur den Zyklus L110324 wurde dabei nach
Protokoll (40) verfahren, so dass zu 10 yl PCR-Produkt je 40 uyl Beadmix und 1 pl
Hybridisierungskontrolle aus dem Kit pipettiert wurden. Beim Zyklus L110405 wurde die
Beadmixmenge aus dem Kit halbiert, so dass auf 10 yl PCR-Produkt 20 pyl Beadmix und
20 pl laboreigener Hybridisierungspuffer kamen.

Zur Kontrolle dienten fur jeden Zyklus jeweils eine Positiv-, eine Negativ- und eine
Hybridisierungskontrolle. Anstatt des PCR-Produktes wurden der Positivkontrolle 5 pl
laboreigener HPV-Mix, 10 yl Beadmix und 10 ul Hybridisierungspuffer beigemischt. Die
Negativkontrolle wurde mit dem Mastermix und nukleasefreiem Wasser bereits vor der
PCR angesetzt. Die Hybridisierungskontrolle enthielt 9 uyl Wasser und 1yl
Hybridisierungskotrolle aus dem Kit anstatt des PCR-Produktes. Die restlichen

Bestandteile entsprachen den Proben, die PCR-Produkte enthielten.
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Die Proben mit dem PCR-Beadmix-Gemisch und die Kontrollproben wurden nun for
10 Min. bei 95 °C im Inkubationsofen denaturiert, im Anschluss auf Eis abgekuhlt und
nach einer Minute in den Thermomixer Uberfiihrt. Fur 30 Min. bei 41 °C wurden sie
unter Lichtschutz und leichter Rotation (500 UpM) auf dem Thermomixer hybridisiert. Je
nach Vorhandensein von viraler DNA bindet diese hierbei an die typenspezifischen
Oligonukleotidsonden der Beads. Je hoher die virale DNA-Konzentration, desto mehr
kann durch die Sonden gebunden und spéter quantifiziert werden.

Es folgte eine Waschung auf einer Filterplatte mit Hilfe eines Waschpuffers, um
ungebundene PCR-Produkte zu entfernen. Hierzu wurde das PCR-Beadmix-Gemisch
von der Hybridisierungsplatte in die Filterplatte Ubertragen und dieser 100 pl
Waschpuffer beigemengt. Durch Vakuum Filtration wurde der Waschpuffer mitsamt den
ungebundenen PCR-Produkten abgesaugt. Im Anschluss musste die Bodenplatte durch

ein Filtertuch getrocknet werden, da sonst der Puffer auslauft.

Zur Farbung kamen zu jeder Probe 70 pl Staining Solution, die sich im Verhaltnis 1:10
aus der Mischung von Konjugat und Staining Puffer zusammensetzt. Das Konjugat,
bestehend aus R-Phycoerythrin, ist an Streptavidin gebunden. Auf Grund der hohen
Affinitat von Streptavidin zu Biotin kann Streptavidin an die PCR-Produkte binden,
welche durch die biotinylierten Primer Biotin-Molekule tragen. Unter Lichtschutz und
Rotation (250 UpM) wurde das Gemisch bei Raumtemperatur fir 30 Min. auf dem
horizontalen Schattler inkubiert. Im Anschluss wurde die Platte erneut dreimal der oben
beschriebenen Waschung unterzogen, um nicht gebundenen Fluoreszenzfarbstoff zu
entfernen. Die Proben wurden dann mit 100 pl Waschpuffer aufgeftllt und durch das

Luminex-Analysesystem ausgelesen.

3.3.2.2 Messung durch das Luminex-Analysesystem

In einer Mantelflissigkeit umhullt werden die Proben durch die zwei unterschiedlichen
Laser des Luminex-Durchflusszytometers geleitet. Die Laser regen die verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffe an, so dass diese zum einen Licht der Wellenlange im Bereich
645 bis 669 nm bzw. > 712 nm zur Unterscheidung der unterschiedlichen HPV-Typen,
zum anderen Licht im Wellenlangenbereich von 563 bis 587 nm zur Quantifizierung der
HPV-Menge emittieren. Die emittierte Lichtintensitat steigt proportional zur HPV-Menge.

Die Messwerte werden durch das Analysesystem digitalisiert und als Mediane
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Fluoreszenz Intensitat (MFI) und in graphischen Darstellungen wiedergegeben. Die MFI
wurde zur Auswertung herangezogen. Fur jeden HPV-Typen gibt es einen bestimmten
Negativ- bzw. Hintergrundwert. Wird dieser um das Dreifache tberschritten, so gilt die
Probe als HPV-positiv. Betragt der MFI-Wert das Zwei- bis Dreifache, gilt die Probe als
grenzwertig, alle darunter liegenden MFI-Werte werden als HPV-negativ eingestuft.
Auch fur das B-Globin MFI-Signal gilt es den Hintergrundwert um das Dreifache zu
Uberschreiten, damit von einer ausreichenden DNA-Menge bzw. einer effizienten PCR

ausgegangen werden kann.

3.4 Ermittlung seltener HPV-Typen

Von allen Patientinnen mit einem auch nach der Multimetrix-Testung weiterhin
negativen HPV-Ergebnis wurden jeweils 10 pl Probenmaterial an das Deutsche
Krebsforschungszentrum Heidelberg zur Nachuntersuchung verschickt. Dies entsprach
einer Gesamtmenge von 57 verschickten Proben, da zu einer Probe nicht mehr genug
Material vorhanden war. In Heidelberg untersuchte man die Proben auch mit Hilfe des
multiplexen Analysesystems, allerdings auf insgesamt 55 HPV-Typen. Hierzu zahlten
auch viele seltenere Typen, fur die im vorher beschriebenen Multimetrix-Kit keine
Primer/Sonden enthalten waren. Sofern HPV gefunden wurden, folgte eine
Abschatzung der Viruslast fur die entsprechenden Proben. Folgende HPV-Typen
wurden in Heidelberg in die Untersuchungen mit eingeschlossen (zum Multimetrix-Kit
unterschiedliche HPV-Typen sind unterstrichen):

6, 7, 11, 13, 16, 18, 26, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 39, 40, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 55,
56, 57, 58, 59, 61, 62, 64, 66, 67, 68a, 68b, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 81, 82, 83, 84, 85,

3.5 E7-Multiplex-PCR

An das Labor fir Gynékologische Molekularbiologie der Frauenklinik in Jena wurden
ebenfalls 57 Proben mit 10 pl Probenmaterial pro Patientin verschickt und durch zwei
Verfahren erneut untersucht. Zum einen wurde die E7-Multiplex-PCR genutzt. Hierbei
wird mit Hilfe von spezifischen E7-Primern die Onkogenregion E7 anstelle des sonst
Ublichen L1-Genabschnitts amplifiziert (42). Die Onkogene E6 und E7 inaktivieren die
Tumorsuppressoren p53 bzw. Retinoblastoma bindendes Protein (pRb), wodurch die

Karzinogenese schneller fortschreitet (43). Wenn die Onkogene E6 und E7 bei der
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Integration der viralen DNA in die Wirts-DNA unbeschadigt bleiben, behélt das Virus
seine Onkogenitat, kann jedoch im Falle eines L1-Verlustes fur L1-basierte HPV-Tests
nicht mehr nachweisbar sein (31). Durch die in Jena genutzte E7-Multiplex-PCR werden
ausschlief3lich die sieben klinisch relevantesten HR-HPV-Typen 16, 18, 31, 33, 45, 52

und 58 nachgewiesen (42).

In Jena wurden die Proben aufRerdem noch einmal durch einen GP-5+/6+-PCR-EIA
nach Jacobs et al. untersucht (44). Hierbei wird durch generelle Primer der
Genabschnitt fuar L1 amplifiziert. Zur HPV-Typisierung folgt im Anschluss ein

Enzymimmunoassay.

3.6 Reevaluation zytologischer Befunde

Zur Prifung, ob die nach der Testung mit dem Multimetrix-Kit HPV-negativ gebliebenen
Proben auch durch andere Gutachter den zytologischen Einschlusskriterien
entsprochen hatten, wurden zu 50 Patientinnen auf Objekttragern fixierte Abstriche aus
den Archiven des Labors fir gynakologische Tumorimmunologie herausgesucht und
verblindet an das Institut flir gynékologische Zytologie und Morphologie um Dr. med.
Coumbos, Prof. Dr. med. Kihn und Kollegen verschickt. Es handelte sich meist um
zwei Abstriche pro Patientin, einen von der Portio und einen vom Zervikalkanal. Zu
sieben Patientinnen konnte kein Abstrichmaterial mehr ausfindig gemacht werden.
Durch das Labor von Prof. Dr. med. Kihn wurden insgesamt 82 Objekttrager
begutachtet. Hier wurde aus den Abstrichen der Portio und des Zervikalkanals der
aussagekréftigere ausgewahlt, da die Qualitdt der Abstriche zum Teil sehr stark
schwankte. Gab es keinen Unterschied in der Qualitdt der Abstriche, wurden beide
ausgewahlt. Die somit verbliebenen 52 Objekttrager wurden an das zytologische Labor
der Gemeinschaftspraxis und Zytologielabor Dres. med. Perlitz in Haldensleben und an
das MVZ fur Zytologie und Molekularbiologie an Herrn PD Dr. med. Ikenberg versandt.
Hier wurden die Abstriche erneut verblindet evaluiert. Da nur zu den wenigsten
Patientinnen histologische Schnitte vorhanden waren und ein Teil der Gutachter keine
Quialifikation fur deren Begutachtung besal3, wurden diese nicht erneut evaluiert. Allen
Gutachtern waren die urspringlichen zytologischen und histologischen Befunde der
Charité und die Ergebnisse aus der Reevaluation durch die begutachtenden Kollegen

unbekannt.
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4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse im Uberblick

Aus dem Datensatz der 1.254 Patientinnen entsprachen 160 den Einschlusskriterien.
Demnach waren 12,76 % der untersuchten Patientinnen HPV-negativ, trotz eines
Pap llld oder hoher bzw. CINI, VAINI oder hoher. Mit Hilfe des Multiplex HPV
Genotyping Kits der Firma Multimetrix wurden die 160 HPV-Abstriche im GTI-Labor
erneut auf HPV untersucht. Die Untersuchungen fanden in zwei Zyklen statt. Im ersten
Zyklus L110324 wurden 76 Proben untersucht, der zweite L110405 umfasste 92
Proben, hierunter waren 8 Proben, welche aus dem ersten Zyklus wiederholt werden
mussten. 102 Proben waren in den beiden Zyklen HPV-positiv und somit zuvor falsch-
negativ. Es ergaben sich 58 weiterhin HPV-negative Proben, von denen 57 jeweils an
die Labore in Heidelberg und Jena verschickt werden konnten. Zu einer Probe lag nicht
genug Material fur weitere Untersuchungen vor. In Heidelberg wurden die Proben auf
insgesamt 55 HPV-Typen untersucht, um auch seltene vom GTI-Labor und dem
Multimetrix-Kit nicht untersuchte HPV-Typen zu erfassen. Gleichzeitig wurde bei HPV-
positiven Proben die Viruslast ermittelt. Aufgrund eines moglichen Verlustes der L1
Region durch Integration der viralen in die menschliche DNA wurden die Proben in Jena
im Hinblick auf das Onkogen E7 untersucht. Im Anschluss wurden 50 zytologische
Gewebsstiicke durch drei Gutachter reevaluiert, um die Einschlusskriterien zu
bestatigen oder gegebenenfalls zu widerlegen. Abbildung 3 zeigt den Verlauf der

Proben innerhalb der aktuellen Studie.
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Abb. 3: Uberblick der Proben im Verlauf:
Eigenschaften in HPV-Testung und Zytologie.

Angegeben sind die Anzahl der jeweiligen Proben und deren
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4.2 Patientinnenkollektiv im Uberblick

Zu den 160 bis dato HPV-negativen Patientinnen lag fur 143 Patientinnen ein Pap-

Ergebnis und flir 91 das Ergebnis einer histologischen Untersuchung der Charité vor.

Die Ergebnisse der zytologischen Untersuchung teilten sich wie folgt auf:
Pap Il 4 Patientinnen

Pap Il 2 Patientinnen

Pap llld: 73 Patientinnen

Pap IVa: 57 Patientinnen

Pap IVb: 1 Patientin

Pap V: 6 Patientinnen

Zu 17 Patientinnen lag kein Pap-Abstrich vor.

Die histologischen Ergebnisse waren unterteilt in:

CIN I: 17 Patientinnen

CIN 1l 17 Patientinnen

CIN lI/CIS: 37 Patientinnen

VAIN II: 2 Patientinnen

VAIN III: 2 Patientinnen

Adenokarzinom der Cervix: 2 Patientinnen
Adenokarzinom der Vagina: 1 Patientin

Bei 13 Patientinnen gab es keinen Hinweis auf eine CIN. Zu 69 Patientinnen lag kein
histologisches Untersuchungsergebnis vor.

War das Untersuchungsergebnis nicht eindeutig, wurde fir die Auswertung der
hohergradige Befund gezahlt, da hierfiir zumindest Anzeichen vorliegen mussten. Dies
war fur einen zytologischen Befund der Fall, der mit Pap II-IVa angegeben und somit als
Pap IVa gewertet wurde. Weiter betraf es elf histologische Befunde, die als CIN | bis Il
(2 x), Il bis 11l (4 x), |1 bis 1l (3 x), VAIN 1 bis Il (1 x) und VAIN 1l bis Ill (1 x) angegeben
waren und dem jeweils hoheren Befund zugeordnet wurden. CIN Il und CIS wurden

gemaln der neuen Klassifikation als CIN Ill zusammengefasst.

Betrachtet man die Befundergebnisse in Kombination, so ergeben sich die in Tabelle 8
dargestellten Konstellationen.
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Tab. 8: Anzahl zytologischer und histologischer Bef unde in Kombination

Eolooe ont [ onin | ann | vamn | van i ooencE Hirll(v?/i;sa) His(t)c:ggieb)
Zytologie cerv. | vag.
Pap Il 1 1 1 1
Pap 1l 2
Pap Iiid 9 10 3 1 9 a1
Pap IVa 3 2 25 1 4 22
Pap IVb 1
Pap V 1 5
ohne Zytologieb) 4 4 6 1 1 1

a) keine histologische Atypie vorhanden; b) kein Befund vorliegend.
Adeno-Ca. = Adenokarzinom; cerv. = zervikal, vag. = vaginal; Pap = Pap-Abstrich Befund nach 2. Minchner

Nomenklatur; CIN = zervikale intraepitheliale Neoplasie; VAIN = vaginale intraepitheliale Neoplasie.

4.3 Reevaluation mit Multiplex HPV Genotyping Kit

Mit dem Multiplex HPV Genotyping Kit wurden die 160 HPV-negativen Proben in zwei
Zyklen erneut auf HPV uberprift. In den ersten Zyklus wurden 76, in den zweiten 92
Proben eingeschlossen. Acht der 92 Proben waren aus dem ersten Zyklus zur
Wiederholung dabei.

Bei 54 Proben (71 %) des ersten Zyklus lie3 sich bei der Wiederholung der PCR ein
HPV-Befund feststellen. 15 Proben blieben negativ. Eine der HPV-positiven Proben
zeigte eine zu geringe Anzahl von Messereignissen, weshalb sie mit sieben weiteren
Proben, die aufgrund zu geringer Messereignisse zu keinem Ergebnis gekommen
waren, im zweiten Zyklus wiederholt wurde. Hierbei bestatigte sich fur diese Probe das
HPV-positive Ergebnis. Von den 15 HPV-negativen Proben waren vier auch negativ fur
B-Globin. Diese Proben waren in einer laborinternen Testung durch eine hochsensitive
PCR und anschlieBende 2 % Agarosegelauftrennung positiv fur B-Globin getestet
worden. Tabelle 9 zeigt die zytologischen und histologischen Befunde der 15 HPV-

negativen Proben.
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Tab. 9: Histologie und Zytologie HPV-negativer Befu  nde (1. Zyklus)

Histologie Adenokarzinom der
CIN Il CIN Il | kein Hinweis? | ohne Histologie” Vagina
Zytologie 9
Pap Illd 1 6 3
Pap IVa 2 1
ohne Zytologieb) 1

a) keine histologische Atypie vorhanden; b) kein Befund vorliegend.

Pap = Pap-Abstrich Befund nach 2. Minchner Nomenklatur; CIN = zervikale intraepitheliale Neoplasie.

In den HPV-positiv getesteten Proben konnte 99-mal HPV festgestellt werden. Die
folgenden HPV-Typen waren in absteigender Reihenfolge z. T. als Mischinfektionen
nachzuweisen:

HPV 16 (22 x), 31 (12 x), 33 (9 x), 66 (7 x), 18 und 51 (je 6 x), 58 und 59 (je 5 x), 42 und
56 (je 4 x), 52 und 82 (je 3 x), 43, 45 und 53 (je 2 x), 6, 26, 35, 39, 44, 70 und 73 (je
1 x).

Tabelle 10 gibt die HPV-Typen und die zugehdrigen zytologischen und histologischen
Befunde wieder.

Tab. 10: HPV-Befund mit zytologischem und histologi schem Befund (1. Zyklus)

Histologie .
CIN | CIN I CIN I Aggpv?l;gla' Hi:vilenisa) ohne Histologie”
Zytologie
(18, 564gr,
Pap Il 42g)
Pap Il (16, 31)
(33); (33, (33); (16, 66, (52'2;’_1(22){((35152; 5)1_6'
Pap llld 45); (18,66, |  (43); (42) 42,520 | 16 1) (16)-%5i
6gr) (39); (58) (33) 08 120 95
82gn); (73)
(33); (31, 66); (16, _
(16, 31); | 58, 59gr); (35gr, 1), (32’1)1,6(%:;')_(3&)33’
Pap IVa (16%); (16) (16, 51, 53gr); (31); (33); (31): (i6) (31 'r)' (1’6 53)'_
82gr) | (31); (58, 56g1); ' ar), L% 92
(16, 66) (52); (44)
Pap IVb (56, 16gr, 31gr)
Pap V (18); (70); (16, 82)
(16, 18, 33, (16, 33, 66, 59g1);
;ht”jo 0 51, 59, 26, (16, 59, 66g): (12‘642'6‘;31‘
ytolog 43gr, 45gr) (18) ’

a) keine histologische Atypie vorhanden; b) kein Befund vorliegend.

Infektionen einer Patientin sind in Klammern gesetzt, Infektionen unterschiedlicher Patientinnen durch ein Semikolon
getrennt. Pap = Pap-Abstrich Befund nach 2. Minchner Nomenklatur; CIN = zervikale intraepitheliale Neoplasie;
Adeno-Ca. = Adenokarzinom; gr = grenzwertig; 16* = HPV 16 gefunden in der Probe, die im 2. Zyklus wiederholt

wurde.
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Im zweiten Zyklus L110405 wurden in 49 der 92 Proben HPV-Befunde gefunden, dies
entspricht 53 %. 43 Proben blieben weiterhin HPV-negativ. Davon waren 30 Proben
auch fur B-Globin negativ, was sich bei einer Nachuntersuchung nicht bestatigte. Vier
der 43 negativen Proben lieRen eine HPV-Infektion vermuten, da die MFI-Werte
grenzwertig erhdoht waren. Die Werte erreichten jedoch kaum das Zweifache des als
Schwellenwert gesetzten Hintergrundwerts, weshalb drei der Proben als negativ
gewertet und mit den anderen Proben weiteren Untersuchungen unterzogen wurden.
Die Vierte konnte aufgrund fehlenden Materials nicht weiter untersucht werden.

Die zytologischen und histologischen Befunde der 43 negativen Proben sind in

Tabelle 11 zusammengefasst.

Tab. 11: Zytologie und Histologie HPV-negativer Bef  unde (2. Zyklus)

Histologie ohne
CIN | CIN 1l CIN I VAIN Il . . a)
. Histologie

Zytologie

Pap Il 1

Pap Ilid 5 3 1 20
Pap IVa 1 5 1 2
ohne Zytologie® 2 2

a) kein Befund vorliegend.
Pap = Pap-Abstrich Befund nach 2. Minchner Nomenklatur; CIN = zervikale intraepitheliale Neoplasie; VAIN =

vaginale intraepitheliale Neoplasie.

In den HPV-positiven Proben wurde 86-mal HPV gefunden. Tabelle 12 zeigt die HPV-
Typen und zugehorige zytologische und histologische Befunde. Folgende HPV-Typen
waren in absteigender Reihenfolge z. T. als Mischinfektionen nachzuweisen:

HPV 16 (25 x), 52 und 82 (je 7 x), 53 und 56 (je 5 x), 33, 66 und 70 (je 4 x), 11 und 31
(e 3 x), 6, 18, 39, 42, 45, 51, 58 und 59 (je 2 x), 35, 43, und 73 (je 1 x).
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Tab. 12: HPV-Befund mit zytologischem und histologi schem Befund (2. Zyklus)

Histologie .
CINI | CINII CIN Il VAIN | VAIN | kein e Histologie®
. Il 11 Hinweis
Zytologie
Pap Il (16) (16)
Pap Ill (16, 56)
(16, 66, 52gr);
(35, 82,
(52, _ (16, (16,18, | (16); (18); (16gr):
Pap lild 43) 115)é (f’)g’ (66) 66) 11,42) | (31); (33); (82):
9 (58g); (56)
(10): (19); (31, (6); (6, 16); (16);
Pap IVa (16) (16, 70, 39g1): » (19); (10dr);
) ] (16, 70); (16, 33);
(82gr); (52); (33, (52): (53); (53)
53, 56); (82) » (99);
(16); (53, 56, 82,
Pap Vv (16) 39gr, 11, 42gr)
51 (16, 52, (16, 45, 53, 66,
ohne Zytologie” 8o ;) 56); (45, | 70, 73gr); (52,58, | (52)
g 70, 16gr) 31gn); (59)

a) keine histologische Atypie vorhanden; b) kein Befund vorliegend.
Infektionen einer Patientin sind in Klammern gesetzt, Infektionen unterschiedlicher Patientinnen durch ein Semikolon
getrennt. Pap = Pap-Abstrich Befund nach 2. Minchner Nomenklatur; CIN = zervikale intraepitheliale Neoplasie;

VAIN = vaginale intraepitheliale Neoplasie; gr = grenzwertig.

Insgesamt ergibt sich aus beiden Zyklen, dass trotz pathologischer zytologischer und
histologischer Befunde 58 von 160 Proben weiterhin HPV-negativ bleiben. Fir
102 Proben konnte allerdings die Diskrepanz zwischen positivem klinischen Befund und
negativem HPV-Befund durch Nachweis einer Infektion aufgelost werden, dies
entspricht 64 %. Von einer der 58 Proben war nicht mehr genug Material vorhanden, so
dass sie vom weiteren Studienverlauf ausgeschlossen werden musste. Der
dazugehdrige Pap-Abstrich hatte Illd ergeben, eine Histologie lag nicht vor. Diese
Probe war eine der vier sehr stark grenzwertigen und deshalb als negativ gewerteten
Proben, in diesem Fall fir den LR-HPV-Typ 44.

Von den ubrigen 57 Proben wurden im Verlauf jeweils 10 yl DNA-Material in die Labore
nach Jena und Heidelberg geschickt, um weitere Untersuchungen durchzuftihren. Als
Kontrolle dienten acht HPV-positive Proben aus dem GTI-Labor, zwei davon mit

Mischinfektionen.

4.4 Reevaluation mit erweitertem HPV-Spektrum

In Heidelberg wurden die 57 Proben auf insgesamt 55 HPV-Typen untersucht,

gleichzeitig wurde eine Einschatzung uber die Viruslast vorgenommen. Hierbei ergab
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sich ein HPV-positives Ergebnis in 28 Proben. Aufgrund von Mischinfektionen wurde
insgesamt 44-mal HPV nachgewiesen. Bei drei Proben war die Messung wegen
ungentgender Menge an DNA-Material flr ungultig deklariert worden. Diese drei
Proben waren in Berlin jedoch positiv fir B-Globin gewesen. Die acht Positivkontrollen
stimmten mit den Ergebnissen aus Berlin gré3tenteils Gberein. Bei einer Positivkontrolle
wurde zusatzlich der HPV-Typ 90 festgestellt. Bei den beiden Mischinfektionen wurden
etwas weniger HPV-Typen detektiert, als in Berlin (HPV 45, 53, 66, 70, 73 gegenuber
HPV 16, 45, 53, 66, 70, 73 gr. und HPV 16, 33 gegenuber HPV 16, 18, 33, 51, 59,
26 gr., 43 gr., 45 gr.).

Zunachst sind die histologischen und zytologischen Befunde von 26 weiterhin negativen
Proben in Tabelle 13 dargestellt. Zu den drei Proben mit ungenigend DNA-Material
gehorte ein Pap llid, CIN | Befund und zwei CIN | Befunde ohne Zytologie. Sie sind in

Tabelle 13 nicht wiedergegeben.

Tab. 13: Zytologie und Histologie HPV-negativer Bef  unde (Heidelberg)

Histologie Adeno-Ca. kein ohne
CIN | CIN I CIN 1l . . a) . . )
Zytologie vag. Hinweis Histologie
Pap llid 1 1 6 13
Pap IVa 1 1
ohne Zytologieb) 2 1

a) keine histologische Atypie vorhanden; b) kein Befund vorliegend.
Adeno-Ca. = Adenokarzinom; vag. = vaginal; Pap = Pap-Abstrich Befund nach 2. Miinchner Nomenklatur; CIN =
zervikale intraepitheliale Neoplasie.

In den 28 HPV-positiven Proben konnte insgesamt 44-mal HPV nachgewiesen werden.
Darunter waren sieben HPV-Typen (17 HPV-Nachweise), deren Primer weder im
Multimetrix-Kit noch im GTI-Labor genutzt werden. Folgende HPV-Typen wurden in
absteigender Reihenfolge gefunden:

HPV 31 und 91 (je 5 x), HPV 33 (4 x), HPV 30, 51 und 67 (je 3 x), 53, 55, 58 und 62 (je
2 x), 11, 16, 42, 34, 44, 45, 52, 61, 66, 68a, 70, 82 und 87 (je 1 x).

Eine Zusammenfassung inklusive Viruslasteinschatzung zeigt Tabelle 14.
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Tab. 14: HPV-Befund mit zytologischem und histologi

schem Befund und Viruslasteinschatzung

(Heidelberg)
Histologie

CIN1 CIN I CIN 1 VAIN 111 ohne Histologiea)

Zytologie

Pap Il (611)

Pap Il
(821); (311, 431, 55¢1, (331); (301); (421,

Pap liid (911); | 621); (66|, 68al); (114, 45|, 51|, 53]) 581); (331); (311); (551,
(311) (301, 62]) 911); (91]); (511); (521)
(511 (161); (311, 671, 701):;

Pap IVa g7 l), (331); (311, 671, 911); | (441, 911) (671); (331); (301)

(53)); (581)

a) kein Befund vorliegend.

Infektionen einer Patientin sind in Klammern gesetzt, Infektionen unterschiedlicher Patientinnen durch ein Semikolon
getrennt; nach gelb markierten HPV-Typen wurde nur in Heidelberg gescreent. Pap = Pap-Abstrich Befund nach 2.
Minchner Nomenklatur; CIN = zervikale intraepitheliale Neoplasie; VAIN = vaginale intraepitheliale Neoplasie; 1 =

hohe Viruslast; | = niedrige Viruslast.

4.5 Ergebnisse der E7-Multiplex-PCR

In Jena wurden die Proben durch die E7-Multiplex-PCR auf die sieben haufigsten HPV-
Typen, namlich HPV 16, 18, 31, 33, 45, 52 und 58, untersucht. In 13 der 57 Proben
wurde hierbei HPV gefunden. Im Anschluss daran wurde ein GP-5+/6+-PCR-EIA
durchgeftihrt, um die Ergebnisse zu vergleichen. Eine Probe war negativ fur B-Globin.
Es handelte sich um einen Pap llld Befund (er ist in Tabelle 15 nicht dargestellt). Diese
Probe war zuvor in Berlin B-Globin positiv gewesen. Die Tabelle 15 zeigt die Histologie

und Zytologie der restlichen HPV-negativen Proben.

Tab. 15: Zytologie und Histologie HPV-negativer Bef  unde (Jena)

e CIN | CINI CIN Il vain g | Adeno-Ca. | kein ) ohne
Zytologie vag. Hinweis Histologie
Pap liid 4 3 1 6 17
Pap IVa 1 3 1 1 2
ohne Zytologieb) 1 2 1

a) keine histologische Atypie vorhanden; b) kein Befund vorliegend.

Pap = Pap-Abstrich Befund nach 2. Minchner Nomenklatur; CIN = zervikale intraepitheliale Neoplasie; VAIN =

vaginale intraepitheliale Neoplasie; Adeno-Ca. = Adenokarzinom; vag. = vaginal.

Durch die E7-Multiplex-PCR konnten die folgenden HPV-Typen in absteigender

Reihenfolge nachgewiesen werden, es wurden keine Mischinfektionen festgestellt:
HPV 31 (6 x), HPV 16 und 58 (je 2 x), HPV 33, 45 und 52 (je 1 ).
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Sie sind in Tabelle 16 mit dem zugehdrigen histologischen und zytologischen Befund

dargestellt.

Tab. 16: HPV-Befund mit zytologischem und histologi

schem Befund (Jena)

Histologie
CIN| CIN I CIN 1 ohne Histologiea)
Zytologie
Pap Il 31
Pap Ilid 31 31 31; 45; 52; 58
Pap IVa 16; 31; 31; 58 33
ohne Zytologie® 16

a) kein Befund vorliegend.
Infektionen unterschiedlicher Patientinnen sind durch ein Semikolon getrennt. Pap = Pap-Abstrich Befund nach 2.

Minchner Nomenklatur; CIN = zervikale intraepitheliale Neoplasie.

Die Positivkontrollen stimmten nur zum Teil Uberein. Eine der Positivkontrollen war in
Jena negativ. Es handelte sich hierbei um eine der beiden Mischinfektionsproben. Bei
der zweiten Probe mit der Mischinfektion wurde nur HPV 16, nicht jedoch 33 erkannt.
Zwei der Proben waren positiv fir HR-HPV, jedoch war die Probe, die in Berlin und
Heidelberg positiv fir HPV 52 war, in Jena positiv fur HPV 58 und umgekehrt, was auf
eine mogliche Verwechslung der Proben hindeutet.

In Jena wurden anschlielRend zwolf der 13 HPV-positiven Proben und sieben der acht
Positivkontrollen mit dem GP-5+/6+-PCR-EIA nachuntersucht. Hierbei wurde eine
Probe, die zuvor HPV 31 positiv war, negativ getestet. Zwei der Proben, die positiv fur
HPV 52 gewesen sind, hierunter eine der Positivkontrollen, waren im GP-5+/6+-PCR-
EIA ebenfalls negativ. Fur zwei Proben wurde eine HR-HPV-Infektion festgestellt, nicht
jedoch fur den Typen, den man zuvor in der E7-Multiplex-Analyse entdeckt hatte.

Die Ergebnisse der beiden Methoden sind im Vergleich in Tabelle 17 dargestellt.

39



Ergebnisse

Tab. 17: HPV-Befund von E7-Multiplex-Analyse und GP  -5+/6+-PCR-EIA im Vergleich

Proben-Nr. E7-Multiplex-Analyse, HPV-Typ GP-5+/6+-PCR-EI A, HPV-Typ
10-0592 45 HR, nicht 45
10-0595 31 31
10-0707 31 31
10-0709 31 negativ
10-0768 58 58
10-1120 33 33
11-0137 31 31
11-0192 58 58
11-0219 52 negativ
11-0241 31 31
11-0296 16 16
11-0297 31 31
10-0448% 33 33
10-0554% 58” HR, nicht 58
10-0801% 16 16
10-0890% 31 31
10-0972% 18 18
10-1080% 16 16
11-0128% 522 negativ

a) Positivkontrollen; b) potentielle Probenvertauschung.
GP-5+/6+-PCR-EIA = PCR mit GP-5+/6+ Primern und anschlieBendem Enzymimmunoassay; E7 = virales Onkogen;

HR = High-risk; HPV = Humane Papillomviren; Nr. = Nummer.

4.6 Reevaluation der zytologischen Abstriche

Da der zytologische und histologische Befund sehr von Préparat und Gutachter
abhangt, wurden die zytologischen Befunde erneut evaluiert. Zu sieben Patientinnen
gab es keinen Pap-Abstrich. Insgesamt wurden 52 Pap-Abstriche von 50 Patientinnen
durch drei verschiedene Gutachter reevaluiert. Zu zwei Patientinnen wurden zwei
Praparate verschickt, wobei der jeweils schwerwiegendere Befund berlcksichtigt
wurde. Im Folgenden sind die Befunde deskriptiv dargestellt. Tabelle 18 zeigt die
weiterhin HPV-negativen Proben mit den zytologischen Reevaluationsergebnissen.
Tabelle 19 des nachsten Kapitels zeigt die Befunde der Gutachter im Vergleich

einschliel3lich der gefundenen HPV-Infektionen.

Zwolf Pap-Abstriche wurden einvernehmlich mit Pap Il oder Pap 11l bewertet und hatten

den Einschlusskriterien aus zytologischer Sicht somit nicht entsprochen. Das Team um
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Prof. Dr. med. W. Kihn, Gutachter 1, bewertete 14 der 50 Pap-Abstriche mit Pap I,
zwei mit Pap Ill, 30 mit Pap llld und drei mit Pap IVa. Ein Abstrich konnte nicht beurteilt
werden. Die zweite Gutachterin, Frau Dr. med. H. Perlitz, bewertete 29 Pap-Abstriche
mit Pap IlI, vier mit Pap Ill, 13 mit Pap llld und drei mit Pap IVa bzw. IVb. Ein Abstrich
konnte nicht beurteilt werden. Herr PD Dr. med. H. Ikenberg beurteilte als dritter

Gutachter 32 Pap-Abstriche mit Pap II, 16 mit Pap llld und zwei mit Pap IVa.

14 der 38 Pap llld Befunde wurden durch mindestens zwei von drei Gutachter bestatigt.
Acht wurden einstimmig als Pap Il Befund evaluiert. 16 Pap llld Befunde wurden nur
von einem Gutachter erneut als Pap llld eingestuft und durch die anderen als Pap Il
bewertet. In 14 dieser 16 Falle ist hierbei das Pap llld Gutachten durch das Team um

Prof. Dr. med. Kuhn erfolgt.

Von 13 Pap IVa Befunden wurden funf zumindest teilweise durch die Gutachter
bestétigt. Drei konnten nicht erneut evaluiert werden, da keine Zytologie mehr
vorhanden war. Drei Weitere wurden mit Pap llld bewertet. In zwei Fallen wurde der
Pap IVa Befund durch alle Gutachter auf Pap Il herunter gestuft.
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Tab. 18: HPV-negative Proben mit zytologischer Reev  aluation

Probennr. Pap Charité? CIN Charité® |Pap G1” Pap G2” Pap G3”
10-0396 Iid I I Il 3-4 I
10-0399 Iiid 9 liid I3 Iiid
10-0408 liid 9 I 11 3-4 [
10-0419 Iiid | liid LSIL I3 [
10-0564 Iiid 9 liid n. b. liid
10-0566 Iiid | liid LSIL II3-2 Ik
10-0726 liid 9 liid I3 I
10-0744 Iiid 9 I liid 3 liid
10-0781 Iiid 9 I liid [
10-0848 [ iva | k.H I 13-4 [
10-0860 Iiid k. H. liid I 2-3 I
10-0862 Iiid k. H. liid Il 3-4 [
10-0920 Iiid k. H. I I 4-3 [
10-1111 Iid 9 liid liid 3 Iid
10-1112 liid 9 liid I3 I
10-1165 Iiid 9 liid Il 3-4 [
10-1167 Iiid 9 liid LSIL Il 3-4 Ik
11-0028 Iiid k. H. liid I3 [
11-0040 Iiid 9 I Il 3-4 Ik
11-0053 Iiid 9 liid liid Iiid
11-0092 | mva ] 111l I Il 4-3 [
11-0139 Iiid k. H. liid LSIL liid 3 I
11-0170 liid k. H. liid Il 3-4 Iiid
11-0329 9 I i i [

a) urspriingliche Pap- bzw. CIN- Befunde der Charité; b) Pap-Befund von Gutachter 1, 2, 3; c) kein CIN- bzw. Pap-
Befund vorliegend.

Zahlen hinter Pap-Befunden = Proliferationsgrad & Auskunft Uber Beschaffenheit von Zervixschleimhaut und
Hormonhaushalt (nach (45)); n. b. = nicht beurteilbar; k = Kontrolle; LSIL, HSIL = low- bzw. high-grade intraepithelial
lesion; Probennr. = Probennummer; k. H. = kein Hinweis auf histologische Atypie.

4.7 Zusammenfassung der Ergebnisse

In 30 der 57 zunachst HPV-negativen Proben wurde durch Untersuchungen in Jena und
Heidelberg HPV nachgewiesen. Schliel3t man die durch das Multimetrix-Kit in Berlin
positiv getesteten Proben ein, wurde in 132 von 160 Proben HPV bei der Reevaluation
gefunden. Eine Probe wurde aufgrund unzureichenden Materials ausgeschlossen.
27 Proben blieben HPV-negativ. Nachfolgend werden die HPV-Ergebnisse gemeinsam

mit den zytologischen und histologischen Befunden erlautert.

Von den zwolf Pap-Abstrichen mit einheitlichem Gutachterergebnis Pap 1l oder il
wurden funf Proben in Jena oder Heidelberg positiv und sieben negativ fir HPV
getestet. Zwei Proben waren HPV-negativ ohne Hinweis auf eine CIN. Drei waren HPV-
negativ mit CIN Il bzw. CIN Ill. Zu zwei HPV-negativen Proben lag kein histologischer
Befund vor. Bei den HPV-positiven Proben lag dreimal ein pathologischer, zweimal kein

histologischer Befund vor.
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Urspriunglich gab es 38 Pap llid Befunde, von denen acht einstimmig als Pap Il Befunde
reevaluiert wurden. Von diesen acht wiesen drei eine pathologische Histologie auf und
vier waren HPV-positiv. Mindestens zwei von drei Gutachtern werteten 14 der Pap llid
Befunde erneut als Pap Illld, hiervon waren sieben positiv fur HPV, wovon vier
wiederum eine pathologische Histologie aufzeigten. Die 16 Ubrigen Pap llld Befunde
wurden nur von einem Gutachter erneut als Pap llld und durch die anderen als Pap Il
gewertet. Hierunter waren zwei Befunde einer CIN I, beide negativ fir HPV, und ein
CIN Il Befund, positiv fur HPV. Insgesamt waren sechs dieser 16 Proben durch die

Labore in Jena oder Heidelberg HPV-positiv getestet worden.

Von urspringlich 13 Pap IVa Befunden konnten drei nicht erneut evaluiert werden, der
ursprungliche histologische Befund von CIN Ill und die nun positiven HPV-Befunde
passen jedoch zum urspriinglichen Pap IVa Befund. Fur zwei Pap IVa Befunde wurde
dieses Ergebnis durch mindestens zwei Gutachter bestatigt, beide Proben dazu waren
HPV-positiv und fir einen Befund lag ein CIS vor. Drei Pap IVa Befunde wurden nur
von einem Gutachter erneut so bewertet, sie waren zusatzlich HPV-positiv, zwei wiesen
eine CIN IIl auf, der andere eine VAIN lll. Drei Weitere wurden auf Pap llld herunter
gestuft, auch hier wurde HPV nachgewiesen. Einer von ihnen hatte zuséatzlich eine
CIN I. In den zwei durch alle Gutachter auf Pap Il herunter gestuften Fallen konnte auch
kein HPV nachgewiesen werden. Fir einen der beiden Falle war im System ein sehr
widerspruchlicher Befund von Pap II-IVa und CIN I-lll eingetragen, so dass es sich
hierbei moglicherweise um einen Fehler in der Dateneingabe handelte. Zu dem anderen

Befund lag kein Hinweis auf eine CIN vor.

Folgende HPV-Typen wurden in den 30 nun HPV-positiven Proben in Jena und
Heidelberg bestimmt:
Unbestimmt: HPV 30 (3 x), 55 (2 x), 62 (2 x), 67 (3 x), 87 (1 x), 91 (5 x)

LR-HPV: HPV 11 (1 x), 42 (1 X), 43 (1 X), 44 (1 x), 61 (1 x), 70 (1 X)
Mdgl. HR-HPV: HPV 53 (2 x), 66 (1 X), 68a (1 X), 82 (1 X)
HR-HPV: HPV 16 (2 x), 31 (6 X), 33 (4 ), 45 (2 x), 51 (3X), 52 (2 X), 58 (2 X)

Tabelle 19 stellt die HPV-Ergebnisse der E7-Multiplex-Analyse aus Jena, die
Ergebnisse inkl. der seltenen HPV-Typen aus Heidelberg, die zytologischen Reviews

sowie die urspriinglichen histologischen und zytologischen Befunde der Charité dar.
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Tab. 19: Ergebnisse aus HPV-Analysen und zytologisc

Ergebnisse

her Reevaluation

HPV, inkl.

HPV

Pap

Probennr. E7-Multiplex | o0 Typen | charite® | Charite® CIN Charite® | Pap G17 Pap G2” Pap G3”
10-0396 0 0 0 11d 1l 1l Il 3-4 1l
10-0399 0 0 0 lid 9) 1ld 13 1ld
10-0408 0 0 0 11d C) 1l Il 3-4 1l
10-0419 0 0 0 lid | 1ld LSIL 113 1
10-0480 0 82 0 11d | 1l I3 11 k
10-0513 0 11, 45, 51, 53 0 11d 11 1ld LSIL 1 3-4 1
10-0557 0 91 0 lid | 11d 13 1d
10-0564 0 0 0 lid C) 11d n. b. 1d
10-0566 0 - 0 lid | 1ld LSIL 11 3-2 11k
10-0592 45 33 0 lid C) 11d 1 3-4 1d
10-0595 31 31 0 lid 11d 1id 3 1d
10-0654 0 67 fragl. 16 1ld HSIL 113 1d
10-0701 0 33 fragl. 33

10-0707 31 31, 43, 55, 62 0 11d 1l I3 1l
10-0709 31 61 fragl. 16 1 1 1l Il 3-4 1l
10-0726 0 0 0 11d C) 11d 113 1
10-0731 0 30 0 lid C) 1ld LSIL 113 11k
10-0744 0 0 0 lid ) 1 1id 3 1d
10-0768 58 42,58 0 11d ) 11d 113 1
10-0781 0 0 0 lid ) 1 1d 1
10-0782 0 33 0 11d C) 1l I3 1l
10-0796 0 30, 62 0 lid 1 11d 1d 1
10-0848 0 0 0 k. H. 1l Il 3-4 1l
10-0860 0 0 0 11d k. H. 1d 11 2-3 1
10-0862 0 0 0 11d k. H. 1d 1 3-4 1
10-0920 0 0 0 11d k. H. 1l 11 4-3 1l
10-1026 0 30 0 1ld LSIL 1d 1d
10-1044 0 0 0 o) B
10-1102 0 53 0 1d 1d
10-1111 0 0 0 1d 1ld 3 1d
10-1112 0 0 0 lid c) 1d 113 1l
10-1120 33 33 0 c) 1l

10-1165 0 0 0 lid c) 1d 11 3-4 1l
10-1167 0 0 0 lid c) 1ld LSIL 11 3-4 11k
11-0028 0 0 0 lid k. H. 1d 113 1l
11-0040 0 0 0 lid c) 11 11 3-4 Ik
11-0053 0 0 0 lid c) 1d 1d 1d
11-0090 0 66, 68a 0 lid I-11 1ld LSIL 1d Ik
11-0092 0 0 0 I-111 11 11 4-3 1l
11-0137 31 31 0 lid c) 1d 1d 1d
11-0139 0 0 0 lid k. H. 1ld LSIL 1d 3 1l
11-0170 0 0 0 k. H. 1d 11 3-4 1d
110192 58 58 0 i o) B )
11-0217 0 55, 91 0 lid c) Ild HSIL 1d 1d
11-0219 52 0 0 11 113 1d
11-0235 0 44,91 0 1d 1d
11-0236 - 91 0 11 113 1l
11-0241 31 31, 67,91 0 1] n. b. 1l
11-0260 0 51 0 c) 1d 113 Ik
11-0290 0 51, 87 0 | 1d 11 1l
11-0296 16 16 0 i o) B D)
11-0297 31 31, 67,70 0 n-cis B B B
11-0319 0 52 0 c) 1d 11 3-4 Ik
11-0329 0 0 0 c) 1l 11 11 1l
IMD10-0332 0 0 0 B I B B B
IMD10-1909 16 - 0 B | B B B
IMD11-0446 0 - 0 o) | B B o)

a) urspriingliche HPV-, Pap- bzw. CIN- Befunde der Charité; b) Pap-Befund von Gutachter 1, 2, 3; ¢) kein CIN- bzw.

Pap-Befund vorliegend.

0 = HPV-negativ; - = B-Globin negativ bzw. kein DNA-Nachweis; k. H. = kein Hinweis auf eine histologische Atypie;

inkl. = inklusive; fragl. = fraglich; n. b. = nicht beurteilbar; Probennr. = Probennummer; Zahlen hinter Pap-Befunden

geben Proliferationsgrad und Auskunft Uber die Beschaffenheit von Zervixschleimhaut und Hormonhaushalt an (nach

(45)); k = Kontrolle; LSIL, HSIL = low- bzw. high-grade intraepithelial lesion; Adeno-Ca. vag. = Adenokarzinom der

Vagina; CIS = Carcinoma in situ; VAIN = vaginale intraepitheliale Neoplasie.
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5 Diskussion

Ziel der Arbeit war es zur Qualitatskontrolle eines genotypisierenden HPV-Tests, der in
der klinischen Routine eingesetzt wird, diskrepante Befunde HPV-negativ getesteter
Patientinnen mit pathologischer Zytologie und/oder Histologie erneut zu untersuchen
und gegebenenfalls aufzuklaren. Dafur wurden unterschiedliche Testverfahren zur
HPV-Detektion genutzt und es fand eine erneute zytologische Evaluation mit Hilfe von
drei unabhangigen Gutachtern statt. Die Ergebnisse werden im Folgenden unter
Berucksichtigung aktueller Literatur diskutiert, Testmethoden einander gegenuber
gestellt und Fehlerquellen erortert.

5.1 Qualitatssicherung der Testmethoden

Zur Sicherung der Qualitat der Testmethoden sind neben dem eigentlichen
Probenmaterial einige Kontrollen eingesetzt worden. Dazu z&hlen die Primer zur
Amplifizierung von B-Globin, die Positivkontrolle mit dem HPV-Mix, die Negativkontrolle
und die Hybridisierungskontrolle. Zur Uberprifung der Ubereinstimmung der Proben,
welche in Labore nach Jena und Heidelberg verschickt wurden, dienten zusatzlich acht
HPV-positive Proben aus dem GTI-Labor als Positivkontrollen.

Der B-Globin Primer zielt darauf ab, eine bestimmte Region des B-Globin Gens zu
amplifizieren und dient somit als Nachweis des Vorhandenseins menschlicher DNA.
Besonders im zweiten, aber auch im ersten Zyklus mit dem Multimetrix-Kit im GTI-
Labor, zeigten sich einige Proben negativ fuir B-Globin. Bei einer Testung dieser
negativen Proben in Berlin mit Hilfe einer hochsensitven PCR und 2%
Agarosegelauftrennung waren die Proben jedoch positiv fir B-Globin. Des Weiteren gab
es mit dem Multimetrix-Kit mehrere Proben, die zwar negativ fur B-Globin, trotzdem
jedoch deutlich positiv fur HPV waren. Um B-Globin mit der internen Kontrolle des
Multimetrix-Tests nachweisen zu kdnnen, missen mindestens etwa 1.000 menschliche
zellulare Genomagquivalente in der Probe enthalten sein. Es ist also mdglich, dass die
DNA-Menge unterhalb der Nachweisgrenze fur B-Globin im Multimetrix-Test lag. In
Fallen, in denen viel HPV-DNA nachgewiesen wurde, die Probe jedoch negativ fir
B-Globin blieb, kann eine Konkurrenz wahrend der PCR um die Amplifikation von
B-Globin und HPV stattgefunden haben (40). Bei negativem (3-Globin und gleichzeitig

positivem HPV-Befund wird die Probe als HPV-positiv und reprasentativ gewertet. Ist
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neben dem (-Globin auch das HPV-Ergebnis negativ, kann keine Aussage zum HPV-
Status gemacht werden. In nachfolgenden Studien kann eine zusatzliche single-plex
B-Globin-PCR zum DNA-Nachweis angewandt werden, welche getrennt zum HPV-
Nachweis ablauft, um eine Konkurrenz wahrend der Amplifikation zu verhindern. Des
Weiteren sollte die bei der PCR eingesetzte Probenmenge erhdht werden, um eine

bessere Amplifikation der B-Globin-DNA zu gewahrleisten.

Die Negativkontrollen blieben wahrend der Messungen im GTI-Labor alle negativ fur
HPV. Dies spricht gegen eine Kontamination der Proben und des Mastermixes mit

HPV-DNA wahrend des Testvorgangs.

Sowohl in der Positivkontrolle im GTI-Labor als auch in den Kontrollen in den Laboren
in Jena und Heidelberg wurde HR-HPV nachgewiesen. Die Ubereinstimmung der
Positivkontrollen von Heidelberg und Berlin waren bis auf die Mischinfektionen sehr gut.
In Jena wurde in einer der Proben mit einer Mischinfektion weder HPV 16 noch 45
erkannt. Die HPV-Typen 52 und 58 wurden in Jena in zwei Proben jeweils
gegensatzlich zum Ergebnis aus Berlin und Heidelberg entdeckt, so dass es hier

maoglicherweise in Jena zu einer Verwechselung der Proben gekommen ist.

Dem Multimetrix-Kit ist eine Hybridisierungskontrolle beigefiigt, welche sowohl als
einzelne Probe angesetzt als auch jeder Probe in angegebener Menge beigemischt
wurde. Die Werte der Hybridisierungskontrollen zeigten keine Auffalligkeiten.

5.2 HPV-Testmethoden im Vergleich

Die multiplexen Analysesysteme, welche im Labor in Heidelberg und im GTI-Labor
genutzt wurden, benutzen fur die Detektion der HPV-DNA generische Primer fur das L1
Gen. Im Gegensatz dazu werden bei der E7-Multiplex-Analyse spezifische Primer fur
das E7 Gen verwendet. Der Unterschied zwischen den multiplexen Analysen und dem
GP-5+/6+-PCR-EIA besteht in der Typisierungs- und Quantifizierungsmethode.
Wahrend die multiplexen Analysesysteme durch die Bindung von Oligonukleotiden an
Beads und die anschlieende Messung mit Hilfe des Luminex-Analysators eine
Detektion von 100 Oligonukleotidproben gleichzeitig erlauben, sind mehrere

Enzymimmunoassays fur die Auswertung der gleichen Anzahl von Proben notwendig.
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Die multiplexe Genotypisierung scheint einer Studie von Schmitt et al. zufolge
aul3erdem sensitiver als der GP-5+/6+-PCR-EIA (41).

In einer Studie von Schmitz et al., welche den GP-5+/6+-PCR-EIA mit der E7-Multiplex-
PCR vergleicht, war der Multiplex-Test geringflgig weniger sensitiv, fir die Detektion
von Lasionen = CIN Il dafir jedoch spezifischer (42). Andere Studien, welche durch
B. J. Morris verglichen wurden, kamen zu dem Ergebnis, dass typenspezifische Primer
fur E6 und E7 eine grolRere Anzahl entsprechender HPV-Infektionen detektierten als
Testmethoden mit generellen Primern fur L1 und E1. Erst die Nutzung mehrerer
unterschiedlicher konsensueller Primer zusammen wirde demnach zu einer hohen
Detektion von HPV-Infektionen fuhren. Ein weiterer Vorteil bei der Nutzung von E6 und
E7 Primern bestehe darin, dass die Zielsequenzen bei Integration nicht verloren gehen
kénnen, wie das bspw. fur Zielsequenzen der L1 Primer der Fall ist (31). Ein Nachteil
der typenspezifischen Primer besteht darin, dass sie in Testkits meist nur fur eine
geringe Anzahl von HPV-Typen vorhanden sind. In der vorliegenden Arbeit entspricht
das einer Detektion von sieben verschiedenen HPV-Typen fir den E7-Multiplex-Test,
gegenuber 24 HPV-Typen fur das in Berlin genutzte Multimetrix-Kit und 55 HPV-Typen

des multiplexen Analysesystems aus Heidelberg mit konsensuellen Primern.

Das Vorgehen in dieser Studie war nicht darauf ausgelegt die drei Testverfahren
bezuglich signifikanter Unterschiede in Sensitivitat und Spezifitat zu vergleichen. Hierzu
ware es notig alle 160 zu Anfang negativ gebliebenen Proben auf gleiche Weise durch
die drei unterschiedlichen Testverfahren zu untersuchen, um eine statistische
Auswertung zu ermoglichen. Dies kdonnte Bestand zuklnftiger Studien sein, um die

Testmethoden weiter zu optimieren.

Der Ansatz zur Detektion seltenerer HPV-Typen zeigt die Wichtigkeit der Erforschung
unbekannter HPV-Typen. Innerhalb der letzten Jahre konnten von 2004 bis zum Jahr
2010 28 neue HPV-Typen klassifiziert werden (3). Ein Testverfahren, welches auch
seltenere HPV-Typen einbezieht und dennoch erschwinglich far
Screeninguntersuchungen bleibt, wéare winschenswert. Dies wirde die Forschung
bezuglich der Einteilung in HR- und LR-HPV-Typen vorantreiben und sich dadurch

positiv auf die Prognostik auswirken.

a7



Diskussion

5.3 Ergebnisse und Grenzen der HPV-Testmethoden

Von den 160 Proben, die zu Anfang der Studie HPV-negativ waren, obwohl sie eine
pathologische Zytologie oder Histologie aufwiesen, konnten durch eine wiederholte
Untersuchung mit dem Multimetrix-Kit in der Charit¢ 102 HPV-positive (damit
ursprunglich falsch-negative) Proben herausgefiltert werden, dies entspricht 63,75 %.
57 restliche Proben wurden in Laboren in Jena und Heidelberg durch unterschiedliche
Testverfahren erneut evaluiert, 27 bleiben bis zum Schluss HPV-negativ (16,88 %).
Eine Probe konnte aufgrund von zu wenig Material nicht in Jena und Heidelberg
reevaluiert werden. Von prognostischer Relevanz ist zu erwdhnen, dass 79 der 160 zu
Studienbeginn negativ gebliebenen Proben (49 %) einen zytologisch oder histologisch
schweren pathologischen Befund aufwiesen (> Pap Ilid, CIN |[ll, VAIN I,
Adenokarzinom zervikal oder vaginal). Dies entspricht 6,3 % der 1.254 untersuchten
Patientinnendaten. Hiervon wurde in allen bis auf zwei Proben letztlich HPV gefunden.
Wie die Tabellen 10 und 12 zeigen, handelte es sich in diesem Zusammenhang auch
um HPV-Typen, die bereits urspringlich hatten erkannt werden mussen. Beispielsweise
wurde in den beiden Multimetrix-Kit Zyklen in Berlin insgesamt 33-mal eine HPV 16 und
12-mal eine HPV 33 Infektion nachgewiesen. Die beiden Proben, die bis zum Schluss
negativ fur HPV blieben, wurden durch alle drei zytologischen Gutachter auf Pap Il
heruntergestuft. Durch die aktuelle Arbeit konnte somit ein Defizit der GP-5+/6+-PCR
des GTI-Labors aufgedeckt werden, welches im Anschluss behoben wurde (nicht Tell
dieser Arbeit).

Es ist festzuhalten, dass in Heidelberg auf insgesamt 55 HPV-Typen getestet wurde,
also ein wesentlich groReres Spektrum als in Jena und Berlin. 17 der in Heidelberg
gefundenen HPV-Infektionen konnten durch das Multimetrix-Kit in Berlin nicht entdeckt
werden, da die HPV-Typen nicht im Kit eingeschlossen waren. Hierbei handelte es sich
um Infektionen mit den HPV-Typen 30, 55, 62, 67, 87, 91 und 61. HPV 61 gehort in die
Kategorie der LR-HPV, die anderen sind bisher keiner Kategorie zugeordnet. HPV 91
wurde als Mischinfektion in einem Fall mit LR-HPV 44, in einem anderen mit HPV 31
und 67 in Pap IVa Befunden gefunden, so dass hier genauer zu untersuchen ist, ob der
HPV-Typ 91 nicht auch den méglicherweise HR-HPV zugeordnet werden kann. Auch
der HPV-Typ 67 wurde in drei Fallen in einem Pap IVa Befund nachgewiesen, einmal
als Mischinfektion mit HPV 31 und 70 und einmal mit HPV 31 und 91, einmal jedoch

48



Diskussion

auch als alleiniger HPV-Typ. HPV 67 wird nur in einer geringen Anzahl von Karzinomen
gefunden, ist jedoch der einzige HPV-Typ der a9 Spezies, der bisher nicht als
karzinogen eingestuft wurde (2). Die Datenlage zu HPV 91 ist noch geringer, er wird
jedoch eher mit Genitalwarzen assoziiert (46; 47). Somit waren ndhere Untersuchungen

bezuglich ihrer Karzinogenitat nttzlich.

In den 57 Proben, die in Jena und Heidelberg nachuntersucht wurden, hatten 32 HPV-
Infektionen durch das Multimetrix-Kit und auch bei den vorangegangenen
Screeninguntersuchungen mit Hilfe der GP-5+/6+-PCR in der Charité erkannt werden
mussen. Hierbei handelte es sich sechsmal um eine LR-HPV-Infektion, fiunfmal um eine
moglicherweise  HR-HPV-Infektion und 21-mal um eine HR-HPV-Infektion.
Insbesondere der HR-HPV-Typ 31 wurde sechsmal nicht erkannt, gefolgt von den
HR-HPV-Typen 33 (4 x), HPV 51 (3x) und HPV 16, 45, 52 und 58 (je 2Xx). Die
Testmethoden aus Jena und Heidelberg zeigten beim HPV-Typ 31 und 58 eine gute
Ubereinstimmung, in fiinf von sechs Fallen fanden beide die HPV 31 Infektion und in
beiden Fallen die HPV 58 Infektion. Fur die Detektion von HPV 31 gab es demnach im
GTI-Labor ein Sensitivitatsproblem, welches erkannt und dadurch behoben werden
konnte. Die HPV 33 Infektion wurde in Jena nur einmal, in Heidelberg hingegen viermal
gefunden. In den Proben 10-0701 und 10-7082 wurde der HPV-Typ 33 ausschlief3lich in
Heidelberg gefunden. In der Probe 10-0701 mit niedriger, in 10-0782 mit hoher
Viruslast. Fir die sieben durch den E7-Multiplex-Test zu entdeckenden HPV-Typen wird
die geringste Sensitivitat fur HPV 18 und 33 angegeben, womit sich die Abweichungen
erklaren lieBen (42). HPV 16 fand man in Jena zweimal, in Heidelberg hingegen nur
einmal, wobei die Probe, in der ein zweites Mal HPV 16 in Jena gefunden wurde, in
Heidelberg nicht geniigend DNA aufwies. Die HPV-Infektionen mit den Typen 45 und 52
wurden durch beide Tests jeweils einmal in unterschiedlichen Proben gefunden. Die
beiden HPV 45 positiven Proben werden im Abschnitt der HPV-Mischinfektionen
erortert. Die HPV 52 Infektion der Probe 11-0219 wird im Folgenden bei der HPV-
Integration thematisiert. Die Probe 11-319 war nur in Heidelberg HPV 52 positiv,
allerdings mit einer geringen Viruslast, was den Grund fur den negativen Test in Jena
und Berlin darstellen kdnnte. Insbesondere die unentdeckten 21 HR-HPV-Infektionen
stellen ein groRes Problem dar. Die 21 Infektionen verteilen sich auf 19 Patientinnen,
von denen neun mindestens eine Diagnose von Pap IVa oder einer CIN Il hatten. Bei
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zwei dieser neun Patientinnen wurde sogar ein Carcinoma in situ festgestellt. Trotz der
zunachst negativen HPV-Befunde wurden 12 von 15 Patientinnen aufgrund des
histologischen oder zytologischen Untersuchungsbefundes von gréf3er als Pap llid bzw.
mit CIN 1ll oder Adenokarzinom der Vagina therapiert. Fir drei der Patientinnen gibt es
keine weiteren Angaben zur Therapie. Dies betrifft die Patientinnen mit der Nummer
10-0513, 10-0848 und 10-1026. Meist erfolgte die Therapie in Form einer Abrasio und
Konisation. Dieses Vorgehen traf zum Beispiel auch fur die Patientin 11-0092 zu, bei
der bis zuletzt kein HPV nachweisbar war. Die Patientin 10-1120, bei der im Rahmen
der Nachuntersuchung dieser Arbeit HPV 33 gefunden wurde, wurde letztlich aufgrund
eines Carcinoma in situ Befundes hysterektomiert. Eine Kombination aus HPV-Test und
Zytologie bzw. Histologie war in diesen Fallen also unabdingbar, um das Fortschreiten

der Erkrankung zu entdecken bzw. zu therapieren.

5.4 HPV-Mischinfektionen

Unterschiedliche Testergebnisse finden sich besonders héaufig in Proben mit multiplen
Infektionen (42; 48). Dies liegt unter anderem daran, dass bestimmte HPV-Typen
Kreuzreaktionen hervorrufen und mit Primern reagieren, die eigentlich zur Detektion
anderer HPV-Typen bestimmt sind. Dies betrifft beim GP-5+/6+-PCR-EIA
beispielsweise die HPV-Typen 33 und 58 bzw. 45 und 18 (42). Beim Multimetrix-Kit
konnen Kreuzreaktionen zwischen dem PCR-Produkt von HPV 51 und der Sonde fir
HPV 82 bzw. dem PCR-Produkt von HPV 66 und 56 und der Sonde fir HPV 16 und
zwischen dem PCR-Produkt von HPV 33 und der Sonde fur HPV 59 auftreten (40). In
der Probe 10-0513 wurde in Heidelberg eine Mischinfektion aus HPV 11, 45, 51 und 53
gefunden. In dieser hatte in Jena HPV 45 gefunden werden mussen. Allerdings lag nur
eine geringe Viruslast vor, die zur Detektion méglicherweise nicht ausreichte. Die Probe
10-0592 erwies sich in Jena positiv fur HPV 45, in Heidelberg hingegen fur HPV 33.

Hier konnte eine unentdeckte Mischinfektion vorliegen.

5.5 Pap-Abstrich und HPV-Test als Screeninguntersuc  hung

Es kann festgehalten werden, dass selbst innerhalb einer so geringen Anzahl von
Proben Unterschiede beziglich der HPV-Detektion auftreten. Dies kann zum einen an
der Sensitivitdt der Testmethoden selbst liegen. Es ist jedoch auch nicht von der Hand

Zu weisen, dass die Qualitat und Beurteilung des Pap-Befundes abhangig von der
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Entnahme, Verarbeitung und Untersuchung ist (22; 34). Es wird nur eine sehr geringe
Menge Abstrichmaterial entnommen. Geschieht dies nicht an der richtigen Stelle, kann
es sein, dass das Ausmal’ einer Lasion verkannt bzw. die HPV-Infektion verpasst wird.
Es gelangt nur ein geringer Teil von Zellen des Abstrichmaterials zur DNA-Isolation,
hiervon wiederum nur ein geringer Teil zur spezifischen HPV-DNA-Detektion. Liegt also
nur eine geringe Anzahl von HPV-DNA-Kopien vor, so werden diese in der fur die PCR
entnommenen Probenmenge mdglicherweise nicht jedes Mal erfasst. Hierdurch kann
es zu den unterschiedlichen Ergebnissen der Testverfahren kommen (29). Um dem
entgegen zu wirken, kénnte eine gréRere Menge an DNA-Probenmaterial fir die PCR

verwendet werden.

Im Anschluss an einen auffalligen zytologischen Befund sollen die in der Kolposkopie
genutzten Farbemethoden mit Essigsdure oder Jodlésung die Entnahme von
Probenmaterial fir eine Biopsie und dadurch die sich anschlieRende histologische
Untersuchung verbessern. Die histologische Untersuchung gilt als Goldstandard der
Diagnostik zur Abklarung abnormer zytologischer Befunde. Da ein Grof3teil der
reevaluierten Proben von Patientinnen stammt, die zur Screening-Untersuchung
zunachst nur einen Pap-Abstrich erhalten hatten, liegt zu vielen Proben Kkein
histologisches Untersuchungsergebnis vor. Der derzeitige Standard des Screenings ist
die alleinige Zytologie, weshalb auch Falle ohne histologische Verifikation
eingeschlossen wurden. Um die Ergebnisse weiter zu spezifizieren, kdnnten in
folgenden Arbeiten ausschlie3lich Patientinnen eingeschlossen werden, die aufgrund
diagnostischer oder therapeutischer Mainahmen sowohl ein histologisches als auch ein

zytologisches Untersuchungsergebnis vorweisen.

Die Interpretationen der Pap-Abstriche durch die drei unterschiedlichen Gutachter
ergaben nur in 18 der 50 Falle (36 %) ein einheitliches Ergebnis. Hierbei unterschieden
sie sich wiederum in elf Féallen vom urspringlichen Pap-Befund der Charité. Daraus
folgt, dass nur sieben von 50 Befunden (14 %) durch alle vier beteiligten Zytologen
gleich bewertet wurden. Im Beispiel der 16 Pap llld Befunde, die durch zwei von drei
Gutachter zu Pap Il Befunden herunter gestuft wurden, kam das Gutachten, welches
weiterhin einen Pap llld Befund vorsah, 14-mal vom Team um Prof. Dr. med. Kihn. Die
Bewertung eines Pap-Abstrichs zu Pap Il oder Pap llid hat Auswirkungen auf den

Abstand der Kontrollintervalle. Da allen das identische Préparat vorlag, kann davon
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ausgegangen werden, dass einige Zytologen zu schwerwiegenderen Befunden

tendieren, wodurch das Kontrollintervall durch den Arzt verkirzt werden kann.

Des Weiteren hangt die Beurteilung der Praparate von der Erfahrung des Zytologen und
der Qualitat der Pap-Abstriche auf dem Objekttrager ab. In den Bemerkungen zu den
reevaluierten Abstrichen wurden einige Praparate als schwer zu beurteilen eingestuft.
Dies lag zum Beispiel daran, dass nicht genug Material auf dem Objekttrager
vorhanden war oder eine mangelhafte Farbung und Fixierung vorlag. Ungenauigkeiten
in der Durchfihrung und Auswertung der Pap-Abstriche tragen mit dazu bei, dass die
Sensitivitat des Pap-Tests oft geringer ist als die der HPV-Diagnostik, so dass zu
Uberlegen ist die beiden Testverfahren grundsatzlich in Kombination anzubieten (34).
Hierdurch kann Mayrand et al. zufolge eine Sensitivitdt von etwa 100 % und eine
Spezifitat von 92,5 % fur die Detektion von CIN Il und IlI erreicht werden (32).

Mittendorf et al. untersuchten in ihrem Bericht zur HPV-Diagnostik und
Zervixkarzinomfriherkennung insgesamt 26 Studien zum Thema der medizinischen und
O0konomischen Relevanz der Kombination von Pap-Abstrich und HPV-Test. 25 von 26
Studien kamen hierbei zu dem Ergebnis, dass der HPV-Test die sensitivere Methode
zur Detektion von = CIN Il sei, jedoch hatte er gleichzeitig in 21 von 26 Studien eine
niedrigere Spezifitat. Eine Kombination der Tests wirde somit die Rate falsch-negativer
zytologischer Testergebnisse reduzieren, kann gleichzeitig jedoch zu einer Erh6hung
der falsch-positiven Werte filhren. Eine genaue Aufklarung der Patientinnen beziglich
ihres personlichen Karzinomrisikos insbesondere bei einem positiven HPV-Test ist
somit notwendig, um diesbezlgliche psychologische Belastungen zu vermeiden. Der
Bericht kommt zu dem Schluss, dass eine Kombination der Testverfahren als
Screeninguntersuchung stattfinden sollte, die Art der Durchfihrung jedoch besonders in

Bezug auf das Intervall und den Altersbereich naher untersucht werden muss (34).

Eine Kombination von Pap-Abstrich und HPV-Test ist aul3erdem sinnvoll, um zwischen
Erstinfektionen, persistierenden Infektionen und Neuinfektionen unterscheiden zu
konnen. So kann es vorkommen, dass eine Patientin aufgrund einer schweren
Dysplasie und einem positiven HPV-Test eine Konisation erfahrt. Sollte diese Patientin
im Anschluss an die Konisation wieder HPV-positiv getestet werden, kann eine

persistierende Infektion vorliegen, was auf eine Konisation non in sano hinweisen
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wirde. Es kann aber auch zu einer neuen Infektion mit einem anderen HPV-Typen
gekommen sein. Da auf dieser Grundlage zwei unterschiedliche Behandlungsansatze
beruhen, ist es sinnvoll den HPV-Typen in Kombination mit dem zytologischen und
histologischen Befund zu betrachten. Voraussetzung hierfir ist aber die Verwendung

eines individuell genotypisierenden HPV-Tests.

Um die Teilnahme an Screeninguntersuchungen zu erh6hen, kann tber die Einfihrung
eines Selbstabnahmetests zur Probengewinnung fir die HPV-Testung diskutiert
werden. Hiermit wirden auch Frauen in die FriherkennungsmalRnahmen
eingeschlossen werden, die aus welchen Grinden auch immer bei der jahrlichen
Vorsorgeuntersuchung beim Gynakologen nicht vorstellig werden (34). Eine in diesem
Kontext angefertigte Dissertation von Vartazarova kommt zu dem Schluss, dass die
HPV-Genotypisierung aus dem Material selbstdurchgefihrter vaginaler Spulungen zu
vergleichbar guten Ergebnissen fihrt, wie die HPV-Genotypisierung aus dem

Abstrichmaterial durch den Gynakologen (49).

Im Hinblick auf die vorliegende Arbeit ware es wichtig gewesen, zu jedem zytologischen
auch einen histologischen Befund vorliegen zu haben und umgekehrt. Dadurch wirde

es gelingen die Pathologie der Abstriche noch besser einzuordnen.

5.6 Integration des HPV-Genoms in die Wirts-DNA

Je schwerer die zervikale Lasion, desto haufiger kommt es zur Integration der viralen in
die Wirts-DNA. Bestimmte HPV-Typen neigen hierbei mehr zur Integration als andere.
Vinokurova et al. untersuchten die Haufigkeit der Integration in Abhéngigkeit vom HPV-
Typ und dem Stadium der Lasion und kamen zu dem Schluss, dass HPV 16, 18 und 45

im Gegensatz zu HPV 31 und 33 besonders haufig in integrierter Form vorliegen (50).

Die Integration kann dazu flhren, dass bestimmte Genabschnitte, am haufigsten
Regionen von E1 und E2, aber auch von L1 und L2, verloren gehen. Es kann auch zu
einer Mutation oder Unterdrickung der Transkription von L1 in schweren Dysplasien
und Karzinomen kommen. Ein damit in Zusammenhang stehendes Problem der
Detektion integrierter HPV besteht darin, dass die Primer in den Screeningkits fur E1,
E2, L1 und L2 meist nur eine bestimmte Basenpaarlange des Genoms abdecken.
Findet der Bruch fur die notwendige Integration in die Wirts-DNA nicht innerhalb dieses

53



Diskussion

Abschnitts statt, so kdnnen die Kits HPV detektieren, auch wenn die DNA bereits
ausschlief3lich in integrierter Form vorliegt. Wenn der Bruch allerdings genau in dieser
Region stattfindet, kann HPV durch die PCR mit diesen Primern nicht mehr detektiert
werden. Abschnitte der E6 und E7 Region sind HPV-typenspezifischer und gehen
wahrend der Integration nicht verloren, ohne dass das Virus damit seine Onkogenitat
verliert. Der Einsatz von E6 und E7 Primern ist daher sensitiver. Ansonsten kann der
Einsatz mehrerer Primer, die einzeln unterschiedliche Genomabschnitte zusammen
aber zum Beispiel das gesamte L1 Genom abdecken, diesem Problem entgegen wirken
(31).

Bei einer Probe (10-0709), welche durch das E7-Multiplex-Kit positiv auf HPV 31, im
GP-5+/6+-PCR-EIA jedoch negativ getestet wurde, kbnnte das HPV-Genom somit in
ausschlief3lich integrierter Form vorliegen. Dies ist jedoch eher unwahrscheinlich, da
HPV 31 selbst im Zervixkarzinom nur in 14 % und in einer CIN 1l in 10 % der Falle
integriert vorliegt (50). Die Histologie dieser Probe ergab jedoch eine CIN Il und es lag
ein Pap Il Befund vor. In Heidelberg wurde diese Probe ausschliel3lich HPV 61 positiv
getestet, welcher zu den LR-HPV-Typen zahlt. Zwei weitere Proben waren im
E7-Multiplex-Kit positiv fur HPV 52, was sich im GP-5+/6+-PCR-EIA nicht bestatigte.
Laut der Mitarbeiter in Jena sei dies jedoch ein Sensitivitdtsproblem des GP-5+/6+-
PCR-EIA und deute nicht auf eine Integration hin. Eine der Proben (11-0219) ist auch in
Heidelberg HPV-negativ geblieben, was doch auf eine Integration hinweisen kdnnte. Bei
der anderen Probe handelte es sich um eine Positivkontrolle, die in Heidelberg und
Berlin zuvor positiv fur HPV 58 gewesen ist. Cheung et al. beschéaftigen sich in einer
Studie mit der Integration von HPV 52 und kamen zum Ergebnis, dass Viruslast und
Integrationsfrequenz mit der Schwere der Dysplasie ansteigen. Demnach lag in 62,5 %
der Falle von normalen oder CIN | Befunden das Virus in ausschliel3lich episomaler und
zu 20,8 % nur in integrierter Form vor. Fur CIN Il Befunde betrug die episomale Form
55 %, die Integrierte 10 %, fur CIN Ill waren es 44,4 % bzw. 7,4 % und beim invasiven
Karzinom lag das Genom schlief3lich nur zu 10 % in ausschlief3lich episomaler und zu
25 % in ausschlie3lich integrierter Form vor. Die restlichen Befunde waren eine
Kombination aus episomaler und integrierter Form (51). Bei der Probe 11-0219 handelt
es sich um einen Pap llI-1lld Befund, was der Wahrscheinlichkeit nach eher nicht fur eine
Integration spricht, sie jedoch auch nicht ausschlief3t.
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Da die Proben in Jena durch die E7-Multiplex-Methode nur im Hinblick auf die sieben
haufigsten HPV-Typen untersucht wurden, bestinde ein weiterer Ansatz darin, die
Proben auch auf seltenere HPV-Typen in integrierter Form zu untersuchen. Die
schweren Dysplasien der bis zum Ende HPV-negativen Proben wurden durch die
zytologische Reevaluation jedoch herunter gestuft, was eine Integration von HPV in

diesen Fallen unwahrscheinlich macht.

5.7 HPV-Pravalenz bei pathologischer Zytologie und Histologie

Durch die unterschiedlichen Testmethoden konnte in einem Grol3teil der Proben doch
eine HPV-Infektion festgestellt werden. Bei den Proben, die bis zum Schluss HPV-
negativ bleiben, handelt es sich, wie in Tabelle 18 gezeigt, zumeist um leichte bis
mafiggradige Dysplasien. Bis auf zwei Pap Illld Befunde wurden alle Befunde
mindestens durch einen der drei Gutachter herunter gestuft. In unterschiedlichen
Studien wurde die Pravalenz von HPV in pathologischen Zytologien und Histologien
untersucht. Zum Beispiel gab eine Studie von Andersson et al. die Pravalenz von
HR-HPV fur CIN | mit 36 %, CIN Il mit 63 % und CIN Il mit 80 % an (52). Eine Studie
von Arbyn et al., die die Pathologien nach dem Bethesda-System einteilte, kam zu
folgender HR-HPV-Pravalenz: 11 % in Frauen ohne zytologische Anomalitaten, 77 % in
ASC-US, 32 % in AGC, 85 % in LSIL und 93 % in ASC-H und HSIL (53). Klug et al.
fanden eine HPV-Pravalenz fur Pap I/l von 4,4 %, Pap llw von 10,8 %, Pap Il von
21,4 %, Pap llld von 52,5 % und fur Pap IVa/b von 100 % (54). In den weiterhin
negativen Proben mit hochstens einem Pap Illd Befund muss also nicht zwingend eine

HPV-Infektion vorliegen.

Die meisten HPV-Infektionen sind selbstlimitierend und heilen im Verlauf aus. Nicht
eindeutig geklart ist allerdings, ob die HPV-Infektion endgultig ausgeheilt ist oder
weiterhin als latente Infektion, ahnlich wie beim Herpes Simplex Virus oder Varizella
Zoster, vorliegt. Dadurch konnte es moglich sein, dass die Infektion in so geringer
Viruslast vorhanden ist, dass sie nicht mehr nachgewiesen werden kann. Einige Studien
an HIV-infizierten Patientinnen, die bei erhthter Immunsuppression HPV-positiv

werden, deuten darauf hin (55).

Da die HPV-Pravalenz auch vom Alter und weiteren Risikofaktoren der Patientinnen

abhangt, wéare eine Einteilung und Auswertung diesbeziglich von Vorteil. Sie liegt
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jedoch fir das Patientinnenkollektiv nicht vor. Es sind ausschlie3lich Informationen
beziglich der Geburtsdaten vorhanden, die fir einen Teil der Patientinnen im
Folgenden néher erlautert werden:

Von den 27 Patientinnen, welche bis zum Schluss negativ fur HPV getestet wurden,
waren neun zum Zeitpunkt der Untersuchung zwischen 20 und 30 Jahre alt, neun
weitere zwischen 31 und 40. Vier Patientinnen waren zwischen 41 und 50 und funf
waren alter als 51 Jahre. Insgesamt 16 Patientinnen waren 36 Jahre oder jinger. In
einer Studie von Arbyn et al. zur HR-HPV-Pravalenz in Belgien wird angegeben, dass
die Pravalenz im Alter zwischen 20 und 35 Jahren am Hochsten ist, dann stetig
abnimmt, um im Alter von etwa 60 Jahren wieder etwas anzusteigen (53). Castle et al.
kommen in ihrer Studie Uber die HPV-Pravalenz in Guanacaste, Costa Rica, zu
ahnlichen Ergebnissen. Des Weiteren ist in dieser Altersgruppe die Wahrscheinlichkeit
einer Selbstlimitierung der Infektion am Hochsten (56). In diesem Zusammenhang wére
es interessant zu wissen, ob und wie lange eine zervikale Dysplasie nach stattgehabter
HPV-Infektion bestehen bleibt. Moglicherweise handelt es sich um Patientinnen mit
stattgehabter HPV-Infektion und den hiermit morphologisch entsprechenden
Dysplasien, bei denen die Viruslast bereits zu gering fur einen Nachweis ist. Flr eine
diesbeziigliche Auswertung wéaren zusatzliche Informationen vorangegangener und

Follow-up Untersuchungsergebnisse notwendig.

5.8 Ausblick

Das in der Arbeit reevaluierte Patientinnenkollektiv von 160 Frauen entspricht 12,76 %
diskrepanter Falle im Hinblick auf die 1.254 Uberpriften Frauen aus der Datenbank der
Charité. 27 Patientinnen blieben bis zum Schluss HPV-negativ, eine Probe konnte nicht
erneut untersucht werden, 132 Falle konnten jedoch durch die erneute HPV-Testung
aufgeklart werden, dies entspricht 82,5 %. Durch die zytologischen Gutachter wurden
fast alle reevaluierten Pap-Abstriche heruntergestuft, wodurch eine HPV-Negativitéat
plausibler erscheint bzw. von allen Patientinnen mit einem PAP Il Befund urspriinglich

kein HPV-positives Ergebnis erwartet worden ware.

Viele Studien zeigten, dass die Detektion von HR-HPV-Infektionen mittels
Screeningmethoden wie dem HC2 und dem GP5+/6+-PCR-EIA bessere Ergebnisse in
Bezug auf den Nachweis von CIN I, Ill bzw. CIS Lasionen erbringt, als die Zytologie.

Hierzu ist es notwendig, dass Sensitivitat und Spezifitat der HPV-Tests so abgestimmt
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sind, dass nur solche HR-HPV-Infektionen detektiert werden, die auch eine klinische
Relevanz mit sich fihren. Um das zu erreichen, sollten neue HPV-Tests gewissen
Richtlinien und Standards entsprechen, bevor sie in der Klinik routinemafig genutzt
werden. Aufgrund der guten Ergebnisse von HC2 und GP5+/6+-PCR-EIA wurden Daten
von mit Hilfe dieser Tests durchgeflihrten Studien ausgewertet und fur die Erstellung
von Richtlinien verwendet. Fur die Richtlinien von HPV-Tests, welche zum priméren
Screening verwendet werden sollen, ergab sich nach Meijer et al. Folgendes:

Die Sensitivitdt zur Detektion von CIN II bis CIS-Lasionen soll mindestens 90 % des
HC2 fur Frauen alter als 30 Jahre betragen, bei HPV-Negativitat lasst sich dann das
Screeningintervall strecken; die Spezifitat far CIN 1l bis CIS-Lasionen sollte nicht
weniger als 98 % des HC2 fur Frauen alter als 30 Jahre betragen; naturlich sollte auch
eine ausreichende Reproduzierbarkeit innerhalb des Labors und zwischen
unterschiedlichen Laboren bestehen (57).

Bezogen auf die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ist es demnach mdglich, dass die
benutzten validierten HPV-Tests aufgrund ihrer guten Sensitivitat und Spezifitat bei
einem Grof3teil der mit Pap Il bzw. Pap llld bewerteten Proben nicht reagiert haben,

auch wenn vielleicht eine HPV-Infektion mit einer geringen Viruslast vorlag.

Das Ziel des Screenings zur Friherkennung von Zervixkarzinomen besteht darin
Dysplasien rechtzeitig zu erkennen und zu behandeln, um dem Zervixkarzinom somit
vorzubeugen. Durch die gemeinsame Nutzung von regelmaRigen zytologischen
Vorsorgeuntersuchungen und einem Screeningtest fur HPV kann eine Sensitivitat far
hohergradige Dysplasien von bis zu 100 % in Landern mit gut funktionierendem
Vorsorgescreening erreicht werden. Aul3erdem kann durch die gemeinsame Nutzung
Uber eine kosteneinsparende Anpassung des Vorsorgeintervalls diskutiert werden.
Voraussetzung fur die Wirksamkeit eines guten Vorsorgeprogramms ist jedoch die
Akzeptanz und die regelmaRige Teilnahme durch die entsprechende
Bevolkerungsgruppe, welche in Deutschland noch verbessert werden kann (32; 34).

Ein grolBes Problem stellt das Zervixkarzinom weiterhin fur L&nder dar, die ihrer
Bevolkerung den Zugang zu Vorsorgescreenings nicht ermdglichen kdnnen. Da Uber
80 % der vom Zervixkarzinom betroffenen Frauen aus diesen Landern stammen, sollte
sich die Forschung intensiv um Testverfahren bemuihen, die fur Entwicklungslander

durchfuhrbar und erschwinglich sind. Des Weiteren muss durch Aufklarung tiber Risiken
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der HPV-Infektion und die Pravention sexuell Ubertragbarer Krankheiten ein
Bewusstsein hierflir geschaffen werden, um die Infektionsrate zu minimieren. Nicht nur
die sekundare Pravention (z. B. gut durchfuhrbare FriherkennungsmalRnahmen),
sondern auch die primare Pravention z. B. in Form der Impfung gegen HPV sollte
bewerkstelligt werden, um der Inzidenz des Zervixkarzinoms entgegen zu wirken. Ein
Ansatz besteht darin die Zervix der Patientinnen ein- bis zweimal im Leben visuell zu
inspizieren und einen HPV-Test durchzufihren. Hierbei sollte das Alter zur
Testdurchfihrung mit etwa 35 bzw. 35 und 40 Jahren gewéahlt werden. Falls eine HPV-
Infektion vorliegt, so ist sie in diesem Alter meist schon persistierend, eine eventuell

begleitende zervikale Dysplasie jedoch noch in einem behandelbaren Stadium (16; 58).
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Abktrzungsverzeichnis

a
Abb.
Adeno-Ca.
AGC
ASC-H
ASC-US
ATPase

B

bzw.

ca.

CA 125
CBF

CCM
CEA
cerv.
CIN
CIS
DNA
dNTP

El, E2, E4, E5, E6, E7
et al.

FIGO

fragl.

G1, G2, G3

gof.

GP

GP-5+/6+
GP-5+/6+-PCR-EIA

ar.

alpha

Abbildung

Adenokarzinom

Atypical glandular cells of undetermined significance
Atypical Squamous Cells — cannot exclude HSIL

Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance
Adenosintriphosphatase

beta

beziehungsweise

circa

Cancer-Antigen 125 (Tumormarker)

Campus Benjamin Franklin der Charité-Universitatsmedizin
Berlin

Campus Mitte der Charité-Universitatsmedizin Berlin
Carcinoembryonales-Antigen (Tumormarker)

zervikal

zervikale intraepitheliale Neoplasie

Carcinoma in situ

Desoxyribonukleinsaure

Desoxyribonukleosidtriphosphat (dATP, dGTP, dCTP, dTTP
- mit Adenosin, Cytidin, Guanosin bzw. Thymidin)

virale nicht-Strukturproteine

et alii, et aliae - und andere

Fédération Internationale de Gynécologie et d’Obstétrique
fraglich

Gutachter 1, 2, 3

gegebenenfalls

general Primer

Primerset fir PCR

PCR mit GP-5+/6+ Primern und anschlieendem
Enzymimmunoassay

grenzwertig
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°C Grad Celsius

GTI-Labor Labor fur gynakologische Tumorimmunologie am CBF
HC2 Hybrid-Capture 2

HIV Humanes Immundefizienz-Virus

HPV Humane/s Papillomvirus/en

HR high-risk, hochrisiko

HSIL high-grade squamous intraepithelial lesion
IMD Institut fir medizinische Diagnostik

inkl. inklusive

k Kontrolle

kb Kilobase, 1000 Basenpaare

K. H. kein Hinweis

L1 major capsid protein, virales Strukturprotein 1
L2 minor capsid protein, virales Strukturprotein 2
LCR long control region, lange Kontrollregion
LR low-risk, niedrigrisiko

LSIL low-grade squamous intraepithelial lesion
M Fernmetastasen

MFI Mediane Fluoreszenz Intensitat

MgCl; Magnesiumchlorid

i Mikroliter

gm Mikrometer

Min. Minute/n

ml Milliliter

mm Millimeter

mM Millimolar, Millimol/Liter

modif. modifiziert

maogl. maoglicherweise

MRT Magnetresonanztomografie

MVZ Medizinisches Versorgungszentrum
MY09/11 Primerset fur PCR

MY-PCR PCR mit MY09/11 Primerset

N Lymphknotenstatus
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n. b.

nm

Nr.

NSE

p53
Pap(-Abstrich)
PapSpin
PCR
PGMY09/10
pRb
Probennr.
%

RNA
SCC
Sek.

SIL
SPF10
STIKO
SurePath
T

Tab.
ThinPrep
uUICC
UpM
USA

V. a.
vag.
VAIN

w

z. B.

z. T.

nicht beurteilbar

Nanometer, 10 Meter

Nummer

Neuronenspezifische Enolase (Tumormarker)
Tumorprotein 53

Zervixabstrich nach Papanicolaou
Verfahren zur Dinnschichtzytologie
Polymerase-Kettenreaktion
Primerset fur PCR
Retinoblastom-Protein
Probennummer

Prozent

Ribunukleinsaure
Squamous-cell-carcinoma-Antigen (Tumormarker)
Sekunde/n

squamase intraepitheliale Lasion
Primerset fur PCR

Standige Impfkommission
Verfahren zur Dinnschichtzytologie
TumorgréRe / -ausbreitung

Tabelle

Verfahren zur Dinnschichtzytologie
International Union against Cancer
Umdrehungen pro Minute
Vereinigte Staaten von Amerika
Verdacht auf

vaginal

vaginale intraepitheliale Neoplasie
Wiederholung

zum Beispiel

zum Tell
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Charité Campus BF Gynikologische Tomorimmunologie P.D. Dr. A. M. Kanfmann
Dolamment Typ: Dolooment Titel: Exsteller:
Standard Protokoll GP5+6+ General Primer PCR fiir die HPV-Tvpisierung |EG
Eenmme:: Version: Datum
SOF Nr. 4 Nrl3 17.06.08
Ziel der Methode:

Dhese PCE. ist eine hochsensitive Methode, um iiber degenenierte Pimer verschiedene HPV-Genome aus Cervix-
Abstrichen zu amplifizieren.

Durchfiibnmg:

Dhe PCE. sollte stets vormittags durchoefithrt werden, damit keine DNA aus den Laboratonen verschleppt wird

1) KEorb mut Schliissel aus Labor nutnehmen fsche Kittel m Tiite packen. Evil. auch Handschuhe oder Pipettenspitzen
aus dem Schrank in Titen mitnelmen

2} Einen fischen gelben Kittel anmehen

3) Inden Glaskasten gehen Korb/Laborkittel nmss draufien bletben.

4) Die Handschohe sofort anziehen, wenn méglich iber die Arme] ziehen

5) Pieper der PCR-Werkbank ausstellen falls gewimscht

6) Wemn notig Papier am Avbertsplatz auswechseln

Ty Mastermix aus dem Gefnerschrank nehmen imd auftaven lassen imter PCE-Werkbank. Pro Probe werden 20 pl
Mastermix (durch Verdimmmg, lat Protokoll 40pl) gebrancht. In einem Aliguot sind 440 pl, ein Aligquot reicht also
fiir etwas mehr als 20 Proben (vorher 10).

8) Wahrend die Mixe auftaven, die 0,2 ml , Thermo-Tubes™ (DNA/FINA frei) mut den mtemen Patienten DNA Nummern
beschriften Stifte m Schublade nicht unter UV-Licht legen!

%) Hierzu mehrere Tubes in den Deckel kippen einzeln verschliefen und in 96-Well PCE. Platten (Pappkarton im
Waschbecken) einzortieren, am besten bei vielen Tubes zwei Platten bemmitzen und immer eine Reihe frei lassen
Eontaminationsgefahr, micht sprechen!

10) Die Zugabe der Polymerase und Aliquotienmg der PCR-Ansdtze findet umter der ANGESCHATTETEN PCR-
Werkbank 1m Glaskasten der Nuklearmedizin statt Lichtschalter befindet sich hinter der PCR-Werkbank.

11} Znsammensetimg des Mastermives — Ansetzen im grofen Gefifl, unpipetherean in 5p] Gefifle

100x master mix Pro Probe | Komponente Konzentration in der Reaktion
200 pl 2ul Primer Set 1

(30 ul) (0,5 pl} (Primer Set 2) optional

500 pl Sl PCE. Guold Buffer Ix

700 pl Tul 25 mM MgCTF 35 mM

100 pl (25pleach) | 1pd dNTP mix (10mM each) 200 pM

20 pl* 02 pl* DNA Polymerase (3 U/pl)* 0,02 Wipl*

*AmpliTag Gold PCR. polymerase erst direkt vor der Messung hinzugeben! 1!

12) = jedem Mastermix Aliquot (3 ml GefaB) 2 pl Tag-Polymerase hinen pipettieren (vorsichiig am Fand pipettieren,
damit méglichst wenig Polymerase an der Pipettenspitze hangen bleibf) und mischen (z B. mit grofer Pipette und 5
ml Pipettenspitzen mehrmals auf und ab prpethieren oder Gefil mit der Hand schittteln und im Anschluss

ifug auf Ausgleichsgefill achten)

13) Polymerasegefif immer auf den Eisblock zuriick stellen!

14} Je 20 pl m em 0,2 ml PCR-Gefab pipettiersn 1md dieses in die Platte iberfiibren

15) In Raum ...der Nukleammedizin umter der PCR-Werkbank (OHNE FLOW!) jeweils 5pl Patientinnen- Fohextrakt

P- Mathodan' Saite | von 2
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16) Als Negativkontrolle mit 10p] Wasser offen stehen lassen (MM).

17} Hinzu kommen die Tupferkontrollen (TK) und teilweise Wischproben.

18) Aus der Nukl Med ausschlensen

19) PCE-Gefifie m Raum 4331 m den Eppendorf-Cycler itberfithren

20) Tm Menii den Ordner EGHPV- PCR- Typisierung Amplitag anwihlen

21} Anf Start driicken und bei der Frage nach Tubes oder Plate Tubes amwihlen imd OK driicken
22) Vergewissem, ob die PCR. tatsachlich startet (Anzeige , nmming™ mat Zeitangaben).

23} Mach beendeter Amphfikation erfolst die Analyse der GP3+6+ PCR-Produkte mittels Taminex

PCE.-Mastermix

Eppendorf- Tag Polymeraze Eppendorf
Anfpereimigte Patienten- DA

0.2 ml PCR-GefaBe AB Gene

ohne DNANID

Handschhe Diverse
PCR-Thermocyeler EP Gradient Eppendorf
Patienten DNA

96-well PCR-Platten als Wegwerf Fack Hoauptsache billig!

Zwed PCE.- Werkbanke

Jroubleshooting:

Dhie hohe Sensitivitdt geht mut einer hohen Kontaminationsgefahr ember. Konzentriertes Arbeiten ist bei allen Schrtten
erforderhich! Handschuhe bet jeder Unsicherheit lisher emeuern.

Firr das Ansetzen des PCR-Masternuxes sowie der Zugabe von Tag-Polymerase mut anschlieBender Aliquobenmg ist ein
DNA-freier Kittel (gegebenenfalls OP- oder Eimwegkattel) anzuziehen Auferdem werden Herstellimg des DINA-
Mastermizes. die Zugabe der DNA sowie DNA-Amplifikation und Analyse riumlich voneinander getrennt.

P Mathoden' Seite 2 von 2
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Charité Campus BF Gynikologische Tumorimmunologie P.D. Dr. A. M. Kaufmann
Dokument Typ: Dokumeent Titel: Ersteller:

Standard Protokoll HPV_Typisierung mit der Luminextechnologie |Dr. E. Glastetter

Eenmmg: Version: Datum:

SOF M. Bb Nr. 4 10.072007; 17.12.2009
Ziel der Methode:

Hybndisieren von PCR-Produkten ans dem GP5+'6+ Generalpnmer System mit HPV-typspezifischen Sonden
und ihre Detektion zur HPV - Typisienmg

Durchfibnme: ABI AUFANDERUNG am 17.12.2009

1} Die mtemne Labomr. der Patienten DINA miméchst in ein Pipettierschema emtragen mnter P-\HFV-
Typisienmg'\Luminex\Proben und unter dem aktuellen Datum abspeichem

Berechmmg der Beadmenge:
Pro Spalte (die 96 Well Platte hat insgesamt 12 Spalten und 8 Reihen!!") werden von jeder Beadsorte 1 pl zum

Hybridisienmgspuffer pipettiert. Entsprichit also bei einer vollbelegten Platte (96 Wells) 10 il pro Beadsorte.

2) pro Probe 7 pl TE umd 33 pl Beadmix berechnen Fiir eine ganze Platte 3,3 ml Beadmix wnd 700 pl TE
mixen in einem Rohrchen

3) diesen Mix in ein Reservorr fiillen

4)  Mit Multikanatpipette je 40 pl mox aufriehen vnd zn jedem Well der 96-well PCE. Platte dazn pipethieren

5) Nach dem Pipetterschema je 10 pl PCR-Produkt pro Well in eine 9%6-well PCE. Platte pipettieren. Dabei die
10 pl PCE. Produkt nat den vorgelegten 40 pl mix 3 mal auf und ab pipettieren zm Aufimischen der Beads.

6) ACHTUNG: kein Schinmen wnd Luftblasen, Spitzenwechsel

Ty Abdecken der 96-well PCE. Platte nut der Polyolefin-Folie

8) 96-well Platte in Eppendorf-PCE-Gerét in Raum 4531 emsetzen Programm , EG/EMAP denat ™ starten und
fiir 5 mun bei 95°C denaturieren

9y Wahrenddessen, falls nétig. den 96-well Anfsatz am Thermomixer m 52-Labor nstallieren wnd dieses Gerdt
auf 41°C vorheizen

10) Die Proben-Platte dann in den -20°C Kithlakkn (B4502, GS1, Fach EG) fir 96-wellplatten fibertragen

11} MNach Abkiihlen der Proben (ca. 1 mm) wird die Platte in den Thermemnixer iiberfithrt

12} Bei 350 rpm schiitteln und fiir 43 mim bei 41°C hybndisieren

13) Vorbereitmg der Waschplatte: 15 min vor Ablauf der Hybrnidisienmgszeit ene 96-well Millipore-
Waschplatte mmt je 100 pl/ well Waschpuffer versehen

14) Awf die Absaugvomchhmg der Valmmpumpe legen, den Waschpuffer fiir 15 min eimwirken lassen

15) Waschlésmg dann durch Anschalten der Vakmmopumpe entfemen. Die Vakmpunope wird wieder
ausgemacht, wenn ein Diuck von 3-10 bar errescht ist

16) Die PCE-Platte mit den Proben aus dem Thermomixer nelumen

17) Die Abdeckfolie vorsichtic von der PCR-Flatte abziehen

18) Mit der Multikanalpipette nach einmaligem hoch und nmter pipettieren die Proben in die Waschplatte
iiberfithren. Aufpassen bei der Orientierung (dh Well Al aus der PCE-Platte sollte m Well Al der
Waschplatte landen usw.), zwischen den Proben mmmer die Spitzen wechseln

19) Flissigkeit durch Anschalten der Valoammpumpe entfernen. siehe 15)

20) Die Waschplatte kann auf der Absangvormchting verbleiben, wemn Waschpuffer dazn pipettiert wird

21} 1xwaschen: 100 pl Waschpuffer in jedes Well geben wnd den Waschpuffer durch Betétigumg der
Vakunmpumpe entfermen

P Migthoden' Seite | vom 2
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27} Vorbereitung des Farbepuffers: fiir eine ganze 96-well Platte werden & ml Farbepuffer 5 pl Streptavidin-FE
(entspricht 1:1600) mgesetzt

23} 75 pl pro well in die mut den Proben versehene 96-well Platte pipettieren

24) Fir 30 bis max. 40 min bei BT m einer klemen Styropor- oder Papphox auf emem horizontalen Schiittler (52
Labor) inkubieren

25) Wit Hilfe der Vakinmpumpse nach Absangen der Farbelésung noch 3x mit je 100 pl"Well Waschpuffer
waschen

26) Dann m 80 pl/Well Waschpuffer aufnehmen imd 5min in der Styroporbox schiitteln (Honzontalschiittler m
Faum 4503)

27) Die Proben sind mmn fertig vorbereitet zur Vermessung im Biorad-Lumimexgerat

Bendtigte Puffer & Reagenzien®:
Bioplex™ COOH Beads_ div. Sorten jeweilsan — Biorad
HFV-typspezifische Oligomiklectidzonde
gekoppelt
Hybridisienmgspuffer: 0,158 TMAC
(Tetramethylammeoniumchlonid)
75 mM Tris HCL pH 8.0
6 mM EDTA pHED
1,5 g'L 1-SarkosylM-Lauroylsarcosine{Sigma)
TE-Puffer 10 mM TnzHCL, pHE.0
1mMEDTA pHEO
Firbepuffer 2MTMAC
75 mM Tris HCL pHE.0
6mM EDTA pHE0
1,5 g'L 1-Sarkosyl
1 mg/ml Casein
Blockpuffer-Waschpuffer FBS
1 mg/ml Casein pH 7.4+ 0,1:
0,3g Cas. auf 500 ml FBS
Streptavidin-E-Phycoerythrin Molecular Probes (Invitrogen)
Cat. No 5566

*Alle Puffer imd Lisumgen sollten in reinem. gekauftern Aqua bidest. angesetzt werden
Benétigte Matenahen & Gerite:

96-well Polypropylen PCR-Thermoplatten HI-Bioanalytik GmbH
Polyolefin Abdeckfolie fir Thermo PCE. Flatten HI-Bioanalytik GmbH, Art Nr. 900320
96-well Waschplatte Multiscreen HTS BV Millipore
Multikanalpipetten Reservoir
Pipettenspitzen Foth
Vortexer Scientific Taboratories
-20°C Kithlakkustinder 9%6-well Eppendorf
Themmomnixer mit Aufsatz fir 36-Well Platten Eppendorf
12-Kanal Pipetten 10pl, 100p1 Eppendorf
Andere Pipetten Bichit
Vakinm Waschstation Millipore
Bioplex-Luminex-Messstation Biorad
P: Mistiodan/ Seite 2 vom 2
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Version 2010-04-14

MULTIMETRIX

Multiplex HPV Genotyping Kit for Research in Epidemiology

Fiworescent Bead Assay (FBA) for research in epidemiology on 24 Human Fapilomaviruses (HFV) in Polymerase
Chain Reaction (FCR) ampliffed samples, sccording fo Schmitf ei al. 2006

Kit Content: 96 tests

FOR RESEARCH USE ONLY

Cat. Nr: MMLK0124

Store components at indicated temperature immediatelyl

Content

L. Intreduction
1. Intended use
Il Test Principle,
I¥. Kit Content,
V. Storage,
VL. Materials required but not provided,___2
u Lmjuw u‘umigaﬁnrll_lll_lllJ
Vil Sample DNA preparation___ ... 3
IX. Detailed Test Instructions o ., . s m—
X Interpretation Suggestions__,_...__5
X1 Troubleshooting B
Xl Literature, T

Appendix: Luminex Template Settings___8

Bl R sl s

l. Introduction

More than 100 HPFV types of the
Alphapapillomawirus genus are known. 24 of the
most common types have been divided into three
groups based on ther association to cancer 15
high-risk types (18, 18, 31, 33, 35, 28, 45 51, 52,
56, 5B, 59, 6B, T3, and 82). 3 putative high-risk
types (26, 53, and 68), and & low-risk types
primarily found in genital warts and low-grade
cervical lesions {8, 11, 42, 43, 44 and 70).

Il. Intended Use

In witro test kit for epidemiologic research on Human
Papillomavirus types 8, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35,
30, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 58, 58, 50, 88, 88, T0.
73 and 82 in PCR-amplified samples of genomic
DMA isolated from cervical smears.

The kit was produced acconding to the method
published by Schmitt ef al. [XI). i constitutes a
qualitatively  superior  research tool  for
epidemiological studies, Ccancer-screening
programmes, the chamacterzation of study
populations in HPV trials and the evaluation of the
efficacy of HPV vaccine trals.

Faor research use only! Not for diagnostic purpose!
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lll. Test Principle

Luminex Technology

The Luminex suspension amay technology is based
on polystyrene beads with a diameter of 5.8 pm that
are intemally dyed with wvarous matios of two
spectrally distingt fluorophores. Thus, different bead
sets with specific absorption spectra can be mixed
and wsed for the multiplexed detection of diferent
factors. Each bead set in the bead mix is coupled to
a specific oligpnucleotide probe. Target sequences
are indirectly labeled with a thind fluorophore. The
bead sets can be differentiated and bound
fluorescence can be quantified by a Luminex

analyzer.

Hybridization Assay

The sample DMA, exiracted from cervical smear, is
subjected to PCR amplification, using sets of
bictinylated primers contained in the kit. DNA of the
named HPV types is specifically amplified by a broad
range primer set. Optionally, a pair of primers for the
amplification of a E-globin gene fragment can be
added to the PCR in order to werify the quality of the
human sample DNA. Optionally, PCR products
amplified with GP5+/8+ primers may be used.

PCR products are added to the bead mix contaming
28 distinct bead populations coupled to 24 HPV, one
BE-globin and one Hybndization Control specific
oligonucleotide probe. The B-globin control serves as
quality control for genomic DMA in the PCR. The
Hybridization Control is spiked inte one or more
sample wells in order to confim that proper
hybridization conditions were applied.

After thermal denaturation and hybridization of target
sequences to the bead-bound probes, [abeling of the
hybridized biotinylated PCR products is achieved by
R-Phycoerythrin  labeled Streptavidin  (reporier

fluorescence).
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IV. Kit Content

The Kit content is sufficient for the determination of
HPV genotypes in B samples.

Table 1: Content

Volums Storape af
1. PCR Primer 52t 1 210 pL -A°C
2. PCR Primer g2t 2 52 L -G
a Hybedization Conbrdl 120 L 2T
a4, Eaad Mix 42 mL 2-8"C
5. Wash Buffer 100 mL 28°C
6. Conjugate 08 mL 28'C
T FHalning Bufter T2 mL 248°C
=N S5 well Hytrdization Plate 248°C
a. 95 well Fliiration Plate 248°C
10. o5 Lock-well Plate 2-8"C
11. Saal Foll 2-8"C

Motes for the User
For professional use.

End-User Licence

By puwrchasing this kit with fluorescent dye coated
microspheres, which are authorized by the Luminex
Corp.. the customer acquires the right to use this
product only with the Luminex analyzer. The use of
Luminex microspheres is covered by US patents.

Safety Precautions

Recommendation: Treat the waste boitle with a

suitable disinfectant, autociave solid waste at 121°C

for 30 minutes. Follow the rules of good laboratory
e,

Assay Buffer contains sodium azide at a conc. of

0.09 % (wiwv) as a preservative. Avoid contact with

eyes, skin or mucous membranes.

Bead-Mix., Conjugate and Staining Buffer contain

Tetmmethylammonium chlofde (TMAC). Solutions

can be harmful if swallowed andior imitating to skin

(R22, R38). See material safety data sheets.

Waste Management

When managing the waste generated by the use of
the test systern adhere to all applicable regulations.
Chemicals and mixtures containing chemicals and
items contaminated by human specimen are, as a
rule, considered hazardous and bichazardous waste.
Special notes for waste disposal are listed in the
safety data sheet.

Damage in Transit

If a test kit is considerably damaged, please contact
the manufacturer or local distibuter. Do not use
considerably damaged components for a test
procedure. Keep damaged components or kits until
the claim has been setied. Thereafter, they should
be disposed of in compliance with existing
regulations.

V. Storage

The components are stable at adequate storage
temperature (-20°C and 2-B°C) wp o the dates
indicated on the labels. Avoid more than one freeze-
thaw cycle. Avoid direct light iradiation!
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The components are shipped on cool packs
[shipment duration must not exceed 8 days). Frozen
components may thaw during shipment and must be
stored at —20°C immediately after amival.

Vl. Materials Required but not
provided

Reagents/Kit for the extraction of genomic
DMA from biological samples.

Thermocycler

PCR reagents (Polymerase, dNTPs, PCR
buffer) except primers

» Incubation owen (85°C)

« Thermomixer with PCR plate top

= Horzontal shaker

» Adjustable single chanel pipettes {1-100 pL)

» Disposable sterile filker tips
-
[
[
-

Luminex LX100 or LX200
Vacuum Wash Station

Viortesx

8-Channel Pipette, (5-100 pL)

VIL. Laboratory Organisation

In order to prevent contaminations of genomic DMNA
samples we highly recommend to perform the
individual operations of the HFV genoptyping kit in
separate laboratory areas, each with its own set of
supplies and pipettes wich may not be interchanged.
One laboratory is needed for sample preparation,
ancther for PCR reagent preparation and a third
room for amplification and PCR product detection.
Fiter tips should be used for pipetting to prevent
cross-contamination between specimens. Disposable
examination ghowves should be used and exchanged
frequentiy.

Laboratory 1 is used for sample preparation. This
room and its equipment must be kept free of PCR
products. Personnel involved in specimen processing
should wear clean laboratory coats, which must not
be wsed outside this area. Dunng sample
preparation, new disposable examination gloves
should be used. Spin down sample containing vials
before uncaping them. Avoid opening more than one
sample contaming wial at the same time. Do not
process high concentraions of plasmids in this area.

Laboratory 2 is used for storage and preparation of
PCR reagents. This room and its equipment must be
completely kept free of PCR products, plasmid DMNA
and genomic DMA samples. Personnel involved in
PCR  reagent preparation should wear clean
laboratory coats, which must not be used outside this
area. When handling reagents, new disposable
examination gloves must be used.

Laboratory 3 is uwsed for amplificaion and PCR
product detection. Personnel nwolved in PCR
amplification and PCR product detection should wear
cdean laboratory coats., which must not be wsed
outside this area and must be changed daily.
Disposable examination gloves should be used.
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In order to prevent specimen contaminafion we
recommend o follow the sequence of operations
described below:

1. — Preparation of samples (DMA isolation) on day 1
in laboratory 1;

2.~ Preparation and aliquoting of PCR mastermixes
on day 2 in laboratory 2;

3. - Perfomance of the Polymerase Chain Reaction
on day 2 in laboratory 3;

4. — Analysis of the biotinylated PCR products on
day 2 in laboratory 3.

Personnel involved in step 3 and 4 should not
perform subsequently steps 1 and 2 on the same
dary.

Similary. after being involved in step 2, one should
not parficipate in subsegquent work for step 1 on the
same day.

VIIl. Sample DNA Preparation

The kit has been successfully used with genomic
DMA isolated from clinical specimens as follows:

DMNA isolation from cervical exfoliated cells:

DMA was isolated from 2 mL of 20 mL total cenvical
swab suspension in PresenvCytE Solution (CYTYC
Corporation) wsing High Pure PCR  Template
Preparation Kit (Roche, Cat. Mo. 11 708 B2E 001)
according to the manufacturers instructions. Elution
was performed with 200 yL Elbion Buffer out of
which 10 pL were subjected to PCR amplification for
HPV genotyping.

IX. Detailed Test Instructions

Step 1: Amplification of HPV and B-globin
specific gene fragments by PCR.

In laboratory 1 (see section "Vl Laboratory
organization”), on day 1 extract genomic DMA from
biological samples with established method
(Materals not provided).

In laboratory 2 (see section "Vl Laboratory
organization™). on day 2 prepare a mastermix for an
adequate number of samples according to Table 2
in a pre-PCR area. Each sample will be amplified in
a total wolume of 50 plL.

Primer Set 1 contains all HPV primers: 8 forwand
and 3 biotinylated reverse primers (4) necessary to
amplify the HPV types under investigation_

Primer et 3 (DMA quality control primers) contains
primers for the amplification of a B-globin gene
fragment. It can be included in each individual PCR
in onder to wenfy the amount and the quality of
human genomic sample DMA. The use of Primer
Set 2in PCR is optional.

A Negative Control containing no genomic DMA
should be included in order to confimm the absence
of a contamination in the amplification reactions.
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Table 2: Pipefting scheme for PCR mastermix
Preparation

L ER -
per concentration
“:Is.:' sample e in the reaction
200 pl 2l Primer Set 1
5l i Set2
{50 L) {05 L) | (Primer 1
Sul PCR Gold 1x
500 pl Buffer
FOO pl Tul 25 mM MgCh 3.5 mM
Tl dMNTP mix
100 W (10 mM each) 200 M
DA
20pL 0.2 pL rasa" 0.02 Ll
{5 UL

Add PCR grade water to 40 pL per sample or 4.0 mL

‘The PCR protocol was optimized using the
AmpliTag Gold PCR polymerase, 10 x PCR Gaold
Buffer and

25 mM MgCk from Applied Biosystems (#4311B06).
We therefore mecommend the wse of this
enzyme/buffer combination.

ECE samples:
Pipette 40 pL of PCR mastermix for each sample fo
PCR tubes, shut the tubes and place on ice. Transfer

the PCR tubes contaming the PCR mastermix fo
laboratory 1.

In laboratory 1 add 10 pL of PCR proof water to one
PCR mastermiz aliquot and immediatelly shut the
PCR tube. Add 10 pL of each individual genomic
DMA sample to residual PCR mastermix aliquots and
immediatelly shut the PCR tubes. Awoid opening
mare than one PCR tube at a time.

Transfer PCR tubes to laboratory 3 and place the
tubes in the thermocycler. Start the themrmocycler with
the following protocol:

PCR protocol:
{min:seck
4 C 15:0
4 C 0:20
38" c 0:30 } x40
T1°C 080
T1°C 400

Mote: The PCR protocol was opbmized using
following mping rates: 1.6°Clsec fom 94°C o
3&"C, Z.0"C/sec from 38°C fo 71°C and 2.5°Cisec
from 71°C bo 94°C

Mote: PCR products are stable for 2 weeks when
stoned at 2-8°C.

Optionat
Analyze 10 pl of each PCR sample in & 2% Agamsa Gel,
stalned wikh Ethidlum bromide or SYER Green® Under UV
Ight a band of 150 bp of the HPV speciic
PCR product and & band of 208 bp for the G-giobin PCR
product showd be visiie, Due o B5 Amiked Sensioeky, this
visuaksation mocaly can nof be wsed for pre-scrEening of
HPV posiive samples.
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Step 2: Reagent Preparation and
Denaturation of PCR product

Equilibrate all test components at noom temperature
in laboratory 3.

Initialize the Luminex analyzer according to the
Luminex manual. U'se template seftings according
to Appendix.

Pre-heat the incubation oven to B5C.

Pre-heatthe thermomixer with B3-well PCR plate top
to 41°C.

Ziaining Solution,

Prepare Staining Solution by diluting Conjugate
1:10 in 5taining Buffer (e.g. 800 plL Conjugate to
7.2 mL Staining Buffer). For each well 75 plL
Staining Solution should be prepared.

Resuspend the beads by vortexing the Bead Mix
for 20 sec. Pipette 40 plL of the Bead Mix to each
required sample well of a 96 well Hybridization
Plate.

ive Control:
Pipette 10 pL water in well A1, as Negative Control.
Miz thoroughly by pipetting up and down several
times.

idization Control:
Pipette B pL water and 1 pL of the Hybridization
Control to well B1. M thoroughly by pipetting up
and down several times. Do not use the
Hybridzation Control 12 hours after dilution.

Optional:

Add 1 pl of Hybridization Conirod to each PCR
product for intemal control of hybnidization efficiency
or add 1 pl of Hybridizafion Confrol per 40 pl of
Bead Mix before applying fo the Hybridization Plafe.

Bead Mix PCR Samples:

To each sample well, starting from C1, add 10 pL of
PCR product. Mix thoroughly by pipetting up and
down several times.

Cowerthe PCR plate with seal foil in order to prevent
evaporation and incubate in an incubalion oven at
B5%C for 10 min.

Step 3: Hybridization and Wash

Immediately place the plate on ice for 1 min and
transfier subsequently to the thermomixer.

Incubate at 41°C for 30 min under agitation (500
rpm) and protected from light

Mote: The hybridization incubation should be
performed i the provided Denaturation
Hybridization Plates at exactly 41°C and is the
most crtical step to awoid false positive
{temperature too low) or false negativelvery weak
signals  (temperature too  high). A B8-well
thermomixer with inclined lid allows good control
of temperature varations. Always close the lid of
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the thermomixer during incubation and seal the

plate tightly.

Dwring hybridization, equilibrate each well of a Filter
Plate by pipeiting 100 plL Wash Buffer in each well
and incubating the Filter plate for 30 min at room
temperature. Remove the Wash Buffer by wvaccum
Tiltration.

Mix the Bead Mix PCR samples by pipetting up and
down several times while the Hybridization Plate is
=till located in the Thermomixer and transfer the
Bead Mix PCR samples to the Filter Plate with an B-

channel pipette.

Transfer the Filter Plate to the vacuum manifold and
remove the liquid by vacuum filraion. Wash once
with 100 pL of Wash Buffer. Remove the liquid by
vacuum filtration.

Mote: For optimal wash efficiency. allow the
negative pressure to reach 12 inHg, do not
allow the wash membrane to dry between the
washing steps and do not exert more than 15
inHg negative pressure.

Shut the Filter Plate with the comesponding lid and
remove all residual liquid from the bottom side of the
Filter Plate by multiple wvigorous blotting on a clean
paper towed!

Note: Mon-removed liquid on the bottom of
the Filter Plate may lead to complete sample
loss by capillary force upon contact with the
shaker surface.

Step 4: Staining of hybridized PCR products

Add 70 pL Staining Solution to each well of the filter
plate and mncubate protected from light at room
temperature (18-22°C) for 30 min wnder slight
agitation (250 rpm) on a horizontal shaker.

Transfer the filter plate to the vacwum filration
manifold. Remove the liquid by vacuum filfration. Add
100 pL Wash Buffer to each well and remowve the
liquid by wacuwm filtration. Repeat the wash step twice
with 100 pL Wash Buffer per well each.

Step 5: Resuspension of the Beads

Shut the Filter Plate with the comesponding lid and
remove all residual liquid from the bottom side of the
Filter Plate by multiple vigorous blotting on a clean
paper towel!

Note: Mon-removed Bguid on the bottom of
the Filter Plate may lead to complete sample
loss by capillary force upon contact with the
shaker surface.

Pipette 100 yL Wash Buffer to the Filter Plate and
incubate for 5 min on a honzental shaker.

Alternatively, in onder to avoid vigorous blotting of the
plate, resuspend the beads in 100 pL Wash Buffer
by pipetting up and down several times. Transfer the
resuspended beads to the 96 Lockwell Plate
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supplied with the kit or any available microtiter plate,
using a B-chanel pipetie.

MNote: Usage of different microtiter plates may
require the adjustment of the Luminex probe
height prior to the analysis.

Step 6: Plate Read-Out

Make sure the reservoir of the Luminex analyzer
contains sheath fluid.

Place the Filter Plate (or the 38 Lock-well Plate)
inta the Luminex analyzer and select the appropnate
batch created with the comesponding template.

Mote: For proper specimen analysis. it is
important that the instrument i setup,
calibrated and maintained according to the
manufacturer’s nstructions.

X. Interpretation Suggestions

The Luminex instrument analyzes the reporter
fluorescence signal of at least 100 beads of each
individual bead set per well The fluorescence
signals are evaluated by the software of the Luminex
analyzer and are saved in a folder named with the
test run in the "Owiput.csy™ file. The fluorescence
intensities of each sample are calculated as the
median flugrescence intensity (MF|)and are listed in
tabadar form under "Data Type: Median™

We suggest to evaluate the results following the
guidefines below. A reasonable number of control
samples should be used with every run.

analytical sensitivity-

For each run and each HPV type a background and
Cut-off value 5 calculated based on the signal of
the Negative Control in well A1 as follows:

Background = 1.23 x Negative Control value (MFI)
Cut-off value = Background + 13 MFI

For reasons described in X|. Case 3.2, a Cut-off
value of Background + 30 MFI may be chosen for
HPV 18, 50 and B2 _

Hegative sample: individual measured value <
Cut-off
Mo PCR product of this HPV type detected.

Positive sample: individual measured walue =
Cut-off

PCR products comesponding to the HPV type of this
bead set detected.

Suggested inte ion_of the
guality conirol {Primer Set 2):

The amowunt and quality of the genomic DMNA can
partly be assesed by ncuding Primer Set 2 into the
FCR. The Primer Set 2 targets a region of the B~
ghobin gene and is designed not to compete with the
HPV primer binding site. A minimum of approx. 1000

nomic DMA
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human cellular genome equivalents are necessary
for the detection of the E~globin gene in the Multiplex
HPFW Genotyping Fit

Mote: The Primer Set 2 cannot control for the
presence of PCR inhibitors in the sample.

Based on the detection of specific HPV and 2-globin
PCR products and their combination, the following
evaluation scheme can be applied:

Table 3: Suggested evaluation scheme for HPV and B-
globin signals

HPV signal E-globin -
Nr. E I
{MFT) signal (MF1) nterpretation
HPV-positive
sample,
1. 2 Cut-off 2 Cut-off sufficient DNA
content
HPV-positive,
B-plobin signal
2 =200 < Cut-off .
potentially
suppressed
HPV-positive,
Cut-off - DMA content
3. 200 < Cut-off too low or
inefficient PCR
HPFV-negative
4. < Cut-off 2 Cut-off but sufficient
DMA content
DRA content
a3 < Cut-off < Cut-off too low or
inefficient PCR
Explanations:

Nr. 1: HPFV and [E-globin signals indicate the
presence of HPV and an appropriate amount of
intact DMA in the sample.

Nr. 2: Large amounts of HPV in the sample may
cause compefition of the B-globin amplification
during PCR resulting in no B-globin signal and a
simultaneous high (= 200 MF1) HPFW signal.

Nr. 3: A low (< 200 MFI) HPV signal accompanied by
no B-globin signal indicates insufficient cellular DMNA
or inefficient PCH.

Nr. 4: L-globin signals only, indicates the absence of
HPV in the sample.

Nr. 5: PCR failed or no adequate genomic DMNA was
present in the sample.
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XIl. Troubleshooting

Case 1: Low or no signals on HPV type beads
and Hybridization Control beads

Possible reasons:

1. Hybndization temperature was above 41.5°C
Recommendsadion:

Check the femperature of your thermomicer during
hybrdization. Make sure thaf the hybridization is
performed under agiation as otherwise beads will
seitle down resulfing in reduced sensifivily.

2. Amount of Hybridization Control added was to low.

Escommendaiion
Repeat the experiment with proper amount of fresh
diluted Hybridization Confrol.

3. Bead Mix was not properly mixed.

Repeat the experiment with proper mixing of Bead
Mix

4. An inappropriate amount of Conjugate was added
Recommendadion

Repeat the expernmend with the proper amount of
Conjugate.

LCase 2 Low signals on HPV type beads (< 50
MFI, after background subtraction) but high
signals (=400 MFI, after background subtraction)
on Hybridization Control bead

Possible reasons:

1. Denaturation was inefficient.

Recommendsdion:

Check the femperature of the incubation oven during
denaturafion with independed instrument. Repeat the
expernment with proper denaturalion femperafure
{35°C).

2. The amount of specific HPV PCR products is too
lowr due to inefficient PCR amplification.
Eecommendation:

Check the presence of the amplified product on a 2%
agarose gel. Follow i ] described in section
“Will Detailed instructions, PCR Profoecol™

Factors influencing the efficiency of the
PCR amplification:

= Amount of genomic DMA added to the
amplification reaction was too high. A smear
of genomic DNA is visible in the upper part of
the gel.

EBecommengation,

Diiute the DNA preparation and repeal the
ampiification by adding 10&mes less genomic
DNA.
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= Amount of genomic DMA added to the
amplification reaction was too low. Mo PCR
product band is visible in the gel.

Becommendafion;
Repeat the ampiification wsing fthe proper
amound DNA

= The guality of the DNA preparation does not
allow an efficient amplification.
Recommendsdion:

Repeat fhe sample preparation procedurs or
try a different sample preparafion method.

-~ PCR amgplificaion was performed with an
incomect thermal profile. Weak or no PCR
product bands are visible in the gel.

Becommendation;
Calbrafe the thermal cycler re-un the PCR
with the comect thermal profile.

Case 3: Signals above Cut-off value on
unreasonably many types of beads (false-
positive suspects)

Possible reasons:

1. Hybridization temperature was below 40,5°C.
Recommendation:

Repeat the expenment with hybndization at 41°C
0.3°c

2. Depending on the amownt of amplified product
high concentrations of HPFV 51 PCR products may
show a weak cross-reaction with HPV B2 probe.
Additionally, weak cross-reactivity may be obsenved
with high amounts of HPV 68 and 53 PCR products
and HFV 16 probe. Large amounts of HPW 33 PCR
products may also cross-react with the HPW G5B
probe.

3. A reduced number of wash steps was performed.
Recommendation:

Repeat the experiment with proper amound of wash
sheps.

4. A contamination of the sample specimens has
occurmed if the same specific signal pattern is visible
in all samples but not in water PCR.

Hecommendation;
Repeat fhe experiment beginning with zample
preparafion wsing fresh exfraclion reagents/iis.

3. A contamination of the PCR meagents has
occurmed, i the same specific pattern is wvisible in
water PCR

Recommendation:

Repeat fhe expenment beginning wih PCR
amplification using freshly prepared solutions.

6. Conjugate was not properly diluted andfor the
excess of conjugate was not washed away properly.

Hecommendation,
Immediately affer the read-out repest the wash step
three times and re-read the plate
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Appendix: Luminex Template

Settings

Development Company: Multimetrix GmbH
Multimetrix GmbH
Prototype MHPY

Created By:

Template Mame:

Description:
Version:

Template Type:

Gate

Sample Vol (pL):50

Sample Timeout [sec)B0
Table 3: Assignment of HPV types to bead

Multiplex HPV Genotyping

1.0

Data Collection Only
Doublet Discriminator

Liow Limit: 7000
High Limit 20000

Version 2010-04-14

Manufactured by:
Multimetrix GmbH
Josef-Engert-5ir.8
#3053 Regensburg

Laboratory:
Maalstr. 30
39123 Heidelberg

E-mail: info{@multimetriz_com

Distributed by:
PROGEM Biotechnik GmbH
Maalstr. 30
89123 Heidelberg
Phone: +48 (0) 62217 B2TB0
Fax: +48 (0) 8221 / 827823
E-maildiagnostics@progen.de
Internet: www.progen.de

populations
Hame Units | Description | Bead Min
[HPV type) D Beads
B MFT* 0oz 100
11 MEI 003 100
16 MEI [0 100
18 MFI 011 100
26 MFI 2 100
3 MFI 3 100
ix ] MFI 4 100
ES] MFI [1E 100
3 MFI 023 100
42 MFI 024 100
43 MEI 023 100
a4 MF| 027 | 100
45 MFI 028 100
b MFI 029 100
rd MFI 040 100
a3 MFI 041 100
6 MFI 042 100
38 MFI 043 100
9 MFI 045 100
[ MFI 046 100
68 (ME180) MFI 048 100
T0 MFI 049 100
T3 MFI 066 100
82 MFI 063 100
E-globin MFI 06T 100
Hybridization
yoridizat MFI 070 | 100
Template Command:
Command Sample Type
Warm-up
Prime
Wash from reservaoir Wash solution
Acquire Test specimen
'MFL, Median Fluorescence Intensity
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