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1. Einleitung und Zielsetzung

1.1. Epidemiologie und Historie

Infektionen, die durch das humane Papillomavirus hervorgerufen werden, ge-
horen heute zu den haufigsten sexuell Ubertragbaren Krankheiten und stehen
nach Angaben des ,Center for Disease Control* (Atlanta) an zweiter Stelle

nach den Infektionen durch Chlamydien (1).

Unter den jungen, unverheirateten, sexuell aktiven Frauen kann die HPV-
Infektion als epidemisch angesehen werden. Der HPV-Durchseuchungsgrad fur
die weibliche Normalpopulation betragt, je nach Kollektiv und Region, aus der

die Stichprobe entnommen wurde, bereits 30 % und mehr (2).

Tumoren der Cervix uteri gehdren zu den haufigsten Tumorerkrankungen der
Frau. Weltweit kommt es nach Angaben der WHO (3) jahrlich zu 450.000 Neu-
erkrankungen. Eine Infektion mit HPV konnte in Gber 90 % dieser Tumoren
nachgewiesen werden (4, 5). Die HPV-Infektion ist somit ein wichtiger Risiko-

faktor fur die Entstehung genitaler Tumoren (6 - 14).

Seit Uber 25 Jahren werden in den meisten Industrielandern Vorsorgeuntersu-
chungen angeboten. Diese stitzen sich tUberwiegend auf zytologische Unter-
suchungen und haben zu einer Abnahme der Mortalitdt durch das Zervixkarzi-

nom gefuhrt (15).

Bereits friihzeitig ergaben die epidemiologischen Studien von Rigoni-Stern (16)
die Vermutung, dal3 ein Zusammenhang zwischen der Promiskuitat und dem
gehauften Auftreten von Zervixneoplasien besteht. Bei Prostituierten zeigte
sich eine wesentlich hdhere Inzidenz des Zervixkarzinoms als bei Nonnen (16).

Spater wurde in anderen Studien darauf hingewiesen, dal3 friihe Sexualkon-



takte sowie hohe Promiskuitat mit einem erhohten Risiko einhergehen, an einer

zervikalen intraepithelialen Neoplasie (CIN) zu erkranken (17, 18, 19).

Andere epidemiologische Studien wiesen daraufhin, daf3 infektiose Faktoren an

der Entstehung der Zervixkarzinome beteiligt seien kénnten (20, 21).

In den letzten 10 Jahren wurde die Gruppe der HPV-Viren mit zunehmendem
Interesse auf ihr kanzerogenes Potential hin untersucht. 1974 publizierte zur
Hausen zum ersten Mal die Hypothese, dall HPV maoglicherweise eine Rolle
bei der Entstehung des Zervixkarzinoms spielen kdnnte (22). Diese Vermutung
basierte auf zweierlei Erkenntnissen. Einerseits war bekannt, daf3 Papillomavi-
ren bei Cottontail-Kaninchen Karzinome der Haut hervorrufen kénnen (23).
Zum anderen wurden spezielle zytolologische Veranderungen in Zervixabstri-

chen als spezifisches Zeichen der HPV-Infektion identifiziert (24).

Erst durch die Entwicklung von molekularbiologischen Methoden wurde es je-
doch maglich, den postulierten Zusammenhang von HPV-Infektion und Entste-

hung einer genitalen Neoplasie zu beweisen.

1982 gelang es erstmalig Durst und Mitarbeitern, die DNA des HPV-Typ 16 aus
Zervixkarzinomgewebe zu isolieren und zu charakterisieren (25). Boshart und
Mitarbeiter konnten kurz darauf die DNA von HPV 18 isolieren (26). Die Unter-
suchungen von Bosch et al. 1995 (27) an 1000 Zervixkarzinomen ergaben, dal3
93 % der Proben HPV-DNA enthielten.

Die atiologische Bedeutung zumindest einiger HPV-Typen fur die Entstehung
derartiger Karzinome konnte durch weitere Studien unterstitzt werden, in de-
nen HPV-Infektionen als wichtiger Risikofaktor fur neoplastische Veranderun-

gen der Zervix identifiziert wurden (28, 29, 30).

Nach dem derzeitigen Wissensstand ist HPV vermutlich nicht der alleinige

Ausldser fur die Tumorentstehung. Vielmehr besteht ein Zusammentreffen von
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Papillomavirusinfektion und anderen Faktoren, wie z.B. zusatzlichen Virusin-
fektionen (HSV, HIV), UV-Licht, Immunsuppression, Sexualverhalten oder Ni-
kotin (31). Schon 1982 erkannte zur Hausen, dal3 die Anwesenheit von HPV in
einer bestimmten Anzahl von Karzinomen nicht einen ursachlichen Zusam-
menhang beweist, aber moglicherweise dabei hilft, die Rolle bestimmter Ein-

flisse auf die Entstehung von Karzinomen zu erklaren (32).

1.2. Biologie des HPV

Die humanen Papillomaviren sind unbehdllte, karyotrope, etwa 55-60 nm grol3e
Viruspartikel aus der Familie der Papovaviren. Sie besitzen ein ikosaedrisches
Kapsid mit 42 Kapsomeren und einem doppelstrangigen, zirkularen, etwa
7500-8000 Basenpaare langen DNA-Molekul (33). Dieses Genom setzt sich
aus einer nicht translatierten Kontrollregion (LCR) und den ,early“(E)- und ,la-
te“(L)-Genen zusammen. Die L1 und L2 Gene codieren fir virale Kapsid-
Proteine, wéahrend die Produkte der ,early“-Gene unter anderem fur die Regu-

lation der DNA-Replikation und Zelltransformation notwendig sind (34, 35).

Derzeit konnen uber 80 verschiedene HPV-Typen differenziert werden, von
denen 45 préaferentiell Schleimhautepithelien infizieren (genitale HPV), wah-
rend die Ubrigen vorwiegend in der Epidermis vorkommen (kutane HPV) (36).
Vor kurzem konnten jedoch auch genitale HPV-Typen in kutanen Tumoren
nachgewiesen werden, so dal3 zumindest fur einige genitale Typen der Gewe-

betropismus weniger stringent zu sein scheint (37, 38, 39).

Prinzipiell kdnnen alle Typen des humanen Papilloma-Virus entweder in ihrem
natiurlichen oder experimentellen Wirt gut- oder bésartige Tumoren der Haut
und der Schleimh&dute induzieren (Warzen, Papillome, dysplastische- und
neoplastische Lasionen) (40). Jedoch fiihrt die groRe Mehrzahl von HPV-
Infektionen nicht zu klinischen Manifestationen. Die HPV-Infektion kann aul3er-

dem auch latent verlaufen.



Der Virus infiziert die Basalzellen der Epidermis des Wirtes. Der Eintritt der
Viren in die Basalzellen ist bei defektem Epithel bzw. einer Wunde erleichtert.
Das Virusgenom liegt extrachromosomal in zirkularer Form vor und kann dort
jahre- bis jahrzehntelang persistieren (41, 42). In den Basalzellen ist eine Re-
plikation von HPV nicht moglich. Erst wenn der Differenzierungsprozel3 zum
Keratinozyten weiter fortschreitet, wird die Initiierung der Replikation und die

Synthese von strukturellen HPV-Proteinen moglich.

Lytische Infektionen kommen nur in differenzierten Zellen vor (43). Deshalb
konnen reife Viruspartikel im Stratum granulosum und im Stratum corneum
nachgewiesen werden. In Karzinomen hingegen kénnen reife HPV-Partikel
nicht mehr nachgewiesen werden. Es werden fast ausschliel3lich die fur die
Zelltransformation notwendigen Gene E6 und E7 exprimiert. Dies steht haufig
in Zusammenhang mit der Integration des viralen Genoms in Chromosomen
der Wirtszelle. Die Integration ist in der Regel mit einem Bruch des Genoms im
Bereich der E1/E2-Region assoziiert, so daf} die stromabwaérts von E1 liegen-

den Gene nicht mehr exprimiert werden.

Die Integration des HPV-Genomes in das Wirtsgenom ist allerdings keine

zwingend notwendige Voraussetzung fir die maligne Transformation. Erforder-

lich ist lediglich eine erhdhte E6- und E7-Transkription.

Im Gegensatz zu den Karzinomen liegt in benignen und pramalignen zervikalen

Lasionen die DNA immer in episomaler Form vor.

1.3. Maligne Transformation

Das onkogene Potential der Proteine E6 und E7 beruht auf der Interaktion mit

den Produkten der Tumorsuppressorgene p53 (44) und pRB (10, 45).
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Die Rb-Gene liegen auf dem Chromosom 13. Die Genprodukte (z.B. pRb
105kDa) sind Uber die Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor E2F an der Re-

gulation des Zellzyklus beteiligt.

Die Bindung von E7 an Rb fiihrt zu einer funktionellen Inaktivierung von Rb.
Dies bewirkt eine E2F-Aktivierung und ermoglicht die Induktion der Zellprolife-

ration.

Das p53-Gen ist auf Chromosom 17 lokalisiert. Nach einem zellularen DNA-
Schaden ist die Expression von p53 gesteigert. Das Produkt von p53 aktiviert
die Expression bestimmter zellularer Gene, welche entweder zu einem Arrest
der Zelle in der G1-Phase oder zu einer Induktion der Apoptose (program-

mierter Zelltod) fuhren.

Das E6-Protein eines hoch-Risiko-HPV bildet mit p53 einen Komplex und fuhrt
zu dessen Degradation und damit zur Blockierung der Apoptose (35). Eine In-
teraktion mit dem entsprechenden Protein eines niedrig-Risiko-HPV fihrt nicht

zu einer derartigen Veranderung (46).

Die Aktivitat der viralen Onkogene ist eine wichtige Vorraussetzung fur die
Immortalisierung infizierter Zellen. Diese Dysregulation ist allein aber nicht aus-

reichend fur die Tumorgenese.

Die Koexpression von E6 und E7 und die damit verbundene Inaktivierung der
beiden Tumorsuppressorgene p53 und pRb ermdglicht potentiell die Prolifera-
tion von Zellen mit DNA-Schaden (Mutationen). Konsequenz ist eine wachsen-
de genetische Instabilitat und das Akkumulieren onkogener Mutationen (47,
48). Fur die funktionelle Bedeutung der E6- und E7-Proteine bei der Zellzyklu-
saktivierung spricht die unterschiedliche Auspragung onkogener Eigenschaften
bei den verschiedenen HPV-Typen. Die E7-Proteine von hoch-Risiko-HPV be-

sitzen eine hdhere Affinitdt zu Rb-Proteinen als die E7-Proteine von niedrig-



Risiko HPV. Dementsprechend werden HPV-Typen in Gruppen mit unter-

schiedlichem pathogenen bzw. onkogenen Potential eingeteilt (49).

Die Genotypen 6 und 11 sind meist mit gutartigen Lasionen wie z.B. den Con-
dylomata acuminata assoziiert, wobei eine spontane Rickbildung mdglich ist

(50 - 54). Diese Typen sind nur selten an maligner Entartung beteiligt.

Ganz im Gegensatz hierzu treten die Genotypen 16, 18, 31 und 33 haufig in
Verbindung mit prdmalignen oder malignen L&asionen wie z.B. Zervixdysplasien
und -karzinomen auf (55). Die HPV-Typen 31, 33 und 35 sind in Karzinomen
nachweisbar und daher prinzipiell Karzinom-assoziiert. Relativ haufiger werden
sie jedoch in CIN-L&sionen gefunden. Deshalb z&hlen diese Typen zu der

Gruppe der HPV-Typen mit mittelgradigem Risiko fur die Tumorinduktion.

HPV 16 und 18 findet man in bis zu 80 % aller Zervixtumoren (21, 32). Diese
HPV-Typen besitzen ein hohes onkogenes Potential. Neben diesen bekannten
Typen werden auch die teilweise erst in jingerer Zeit identifizierten HPV-Typen

30, 45, 52, 56 und 58 den Typen mit hohem onkogenen Potential zugerechnet.

Fur eine Reihe seltener bzw. neuer HPV-Typen ist das onkogene Potential
noch weitgehend ungeklart, da bislang erst wenige Berichte Uber die Assoziati-
on mit bestimmten neoplastischen L&sionen vorliegen. Aufgrund einzelner Be-
schreibungen z.B. von HPV 66-, HPV 68-, HPV 73- oder HPV-MM4-Infektionen
bei Zervixkarzinomen sollten diese aber als potentiell onkogene HPV-Typen
betrachtet werden (48, 56, 57, 93).

1.4. Diagnostik

Bei mikroskopisch auffalligen und hinsichtlich ihrer Prognose unklaren Epit-
hellasionen insbesondere der Cervix uteri stellt sich die Indikation zum Nach-

weis und zur Typisierung von HPV. Das Vorhandensein HPV-spezifischer pa-



thognomischer mikroskopischer Befunde und die Einstufung der damit assozi-
ierten Epithelveranderungen in das System der intaepithelialen Neoplasien
(CIN bzw. VIN) erlauben allein keine ausreichende prognostische Abschéatzung
der Lasion hinsichtlich ihrer Progression. Bei Patientinnen mit identischen mor-
phologischen Veranderungen kénnen HPV-Typen mit unterschiedlichem onko-
genen Potential vorliegen. Bei Nachweis eines HPV-Typs mit niedrigem onko-
genen Potential in einer leichten Dysplasie ist eine abwartende Haltung ver-
tretbar, wéahrend der Nachweis eines HPV-Typs mit hohem onkogenen Potenti-

al Anlaf3 zu weiteren diagnostischen und therapeutischen Mal3nahmen gibt.

Die Bedeutung der Typisierung liegt vor allem in der unterschiedlichen Onko-
und Pathogenitat einzelner Viren. Die Kenntnis des Risikos fir die maligne
Transformation einer HPV-Infektion ermoglicht Aussagen Uber die Prognose

einer damit assoziierten Epithellasion.

Die kulturelle Anzucht der Viren ist bislang nicht moglich. Der Nachweis von
HPV-Viren im Elektronenmikroskop ist von geringer diagnostischer Bedeutung
(58), da transformierte Zellen mit integriertem Virus keine viralen Partikel bil-
den. Die produktive Infektion ist auf die auf3ersten Epithelschichten begrenzt.

Nur hier kbnnen HPV-Partikel nachgewiesen werden.

Der Nachweis einer HPV-Infektion durch Detektion viraler Antigene hat sich als
ungeeignet erwiesen. Nach Integration der viralen DNA werden nur noch die
onkogenen Proteine E6 und E7 in relativ geringer Menge produziert. Darauf
beruht die relativ niedrige Sensitivitat des Antigennachweises mit entsprechen-

den monoklonalen Antikorpern.

Der Nachweis von HPV-spezifischen Antikérpern als routine-diagnostisches
Verfahren ist wenig aussagekraftig. Die Virusreplikation l&uft in den auf3eren
Epithelzellen ab, die dem Immunsystem kaum zugéanglich sind. Eine Antikor-
perproduktion findet nur statt, wenn HPV-Proteine von dendritischen Zellen

aufgenommen und in die regionalen Lymphknoten transportiert werden. Des-
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halb bleibt eine ausreichend nachweisbare Bildung von Antikérpern haufig aus.
Zudem konnen nachgewiesene Antikérper auch aus friheren Infektionen resul-

tieren.

In der Diagnostik von HPV-Infektionen hat der Virus-DNA-Nachweis die grofite
Bedeutung. Die Sensitivitat variiert zwischen ca. 10 HPV-Kopien fur die Poly-
merasekettenreaktion und ca. 10.000 HPV-Kopien fur die konventionellen Hy-
bridisierungstechniken wie Southern blot, dot blot, sandwich und in situ Hybri-
disierung (ISH) (59, 60).

Die einzelnen Verfahren sind in ihrer Sensitivitat, Spezifitat und im Arbeitsauf-
wand sehr unterschiedlich. Vor- und Nachteile lassen sich fir jedes Verfahren

aufzeigen :

1.4.1. HPV-DNA-Nachweis durch Hybridisierungsmethoden

Bei der Hybridisierung ist die Spezifitat und Sensitivitdt des Nachweises stark
von der Temperatur und der Salzkonzentration abhangig. Bei hohen Tempe-
raturen und niedrigen Salzkonzentrationen werden spezifische Ergebnisse ge-
wonnen, allerdings mit relativ niedriger Sensitivitat. Bei Hybridisierungen unter
niedrig-stringenten Bedingungen wird die Sensitivitat zwar erhoht, dies fihrt

aber zu einem haufigen Auftreten unspezifischer Hybridisierungssignale.

Nachteil der Hybridisierung ist die Notwendigkeit des Einsatzes vieler typspe-
zifischer Sonden, um das gesamte HPV-Spektrum zu erfassen. Hieraus erge-

ben sich hohe Kosten und ein intensiver Arbeitsaufwand.

Eine spezielle Methode der Hybridisierung stellt die in situ Hybridisierung (ISH)
dar. Ihr groRRer Vorteil besteht darin, dal? HPV-DNA oder HPV-RNS topogra-
phisch in spezifischen Zell- oder Gewebsregionen nachweisbar ist. Die Sensiti-
vitat ist vergleichsweise gering. Mit ISH kann eine virale Infektion nur dann er-

kannt werden, wenn die Nachweisgrenze von 1000-10.000 HPV-Genomkopien



je Zelle nicht unterschritten wird. Dies ist insbesondere fir sog. ,high grade
lesions” (schwere epitheliale Dysplasie und Carcinoma in situ, entsprechend
CIN 3 bzw. VIN 3) bedeutsam, bei denen die Anzahl der HPV-Genomkopien

zumeist niedrig ist (61).

Zur Zeit wird bei epidemiologischen und diagnostischen Studien die PCR als
Technik der Wahl eingesetzt. Mit degenerierten sog. ,broad range“-Primern
kann eine grol3e Anzahl verschiedener HPV-Typen amplifiziert werden (62,
63). Viele Studien haben bewiesen, dal’3 die PCR ein spezifisches Verfahren
zum hochsensitiven Nachweis von HPV-Infektionen ist. In 72 — 91 % der low
grade-Lasionen, 90 — 100 % der high grade-Lasionen (64, 65, 66) und in 84 —
100 % der invasiven Tumoren (66 - 70) konnte HPV-DNA nachgewiesen wer-

den.

Die HPV-Typisierung mittels PCR-Analyse kann durch die Verwendung typspe-
zifischer Primer erfolgen (71). Aufgrund der Vielzahl verschiedener HPV-Typen
und der entsprechend erforderlichen hohen Anzahl an typspezifischen Primer-
paaren und Reaktionsbedingungen ist dieses Verfahren jedoch fir die Rou-

tinediagnostik zu aufwendig.

Mit degenerierten Konsensus-Primerpaaren, wie z.B. MY09/MY11l (72, 73)
kénnen alle derzeit bekannten genitalen HPV-Typen (36) amplifiziert werden.
Mit diesen Primern wird eine 448-454 bp lange Region aus dem konservierten
Bereich des L1-Gens amplifiziert. Ein weiteres haufig verwendetes Konsensus-
Primer- Paar aus der L1-Region (GP5+/Gp6+) wurde von der Arbeitsgruppe de

Roda Husmann (74) entwickelt.

Die internen Bereiche der PCR-Produkte weisen typspezifische Sequenzvaria-
tionen auf, die eine nachfolgende HPV-Typisierung ermdglichen. Prinzipiell
laRt sich der HPV-Typ durch Sequenzanalyse (75), Hybridisierung mit typspe-
zifischen Sonden (73) oder RFLP - (Restriktionsenzym-fragment-Langen-

polymorphismus) - Analyse identifizieren (73, 75, 76).
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Die Sequenzierung wird als optimale und exakteste Methode angesehen, ob-
wohl sie in Routinediagnostik-Laboratorien kaum durchfiihrbar ist. Sie wird vor-
nehmlich zur Identifikation bislang nicht bekannter HPV-Typen bzw. -Varianten
verwendet. Die Sequenzierung ist bei Infektionen mit zwei oder mehr HPV-
Typen wegen sich tUberlagernder Sequenzen ohne vorangehende Klonierung

der einzelnen PCR-Produkte nicht maglich.

Die Identifikation des HPV-Typs durch Hybridisierung der PCR-Produkte mit
typspezifischen Oligonukleotiden (73) erfordert eine umfangreiche Palette ent-
sprechender Sonden und Hybridisierungsbedingungen, da potentiell ca. 45

verschiedene Typen in Betracht kommen.

Dagegen stellt die RFLP-Analyse der PCR-Produkte eine weniger aufwendige
Alternative dar. Jedoch ist eine ausreichende Menge sauberer PCR-Produkte
Vorraussetzung fur das Gelingen der RFLP-Analyse. Anderenfalls kann es zu

nicht interpretierbaren Bandenmustern kommen.

Durch nachfolgende Hybridisierung der RFLP-Produkte mit einer generischen
Oligonukleotidsonde ist dagegen auch in Anwesenheit unspezifischer PCR-
Produkte eine eindeutige Typzuordnung mdglich (77). Unter Verwendung von
funf bis sechs ausgewéhlten Restriktionsenzymen kann jeder der ca. 45 Typen
identifiziert werden, da nur ein Restriktionsfragment in jedem Ansatz hybridi-
siert. Auch die in einer Doppelinfektion vorliegenden HPV-Typen kénnen durch
das Auftreten von zwei Banden in einzelnen Restriktionsansatzen sicher iden-
tifiziert werden. Insbesondere mittels nested-PCR, zwei hintereinander ge-
schalteter PCR-Reaktionen, wird ein Maximum an Sensitivitat erreicht. Mit Hilfe
einer zweiten Primerkombination, deren Bindungsstelle innerhalb des PCR-
Produktes liegt, kann die Nachweisgrenze auf prinzipiell ein Virusgenom ge-

senkt werden.
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1.5. Zielsetzung der Dissertation

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mit einer Konsensus-nested-PCR HPV-
Infektionen in histologisch verdachtigem Material nachzuweisen. Mit einem Ty-
pisierungsverfahren, das alle bekannten genitalen HPV-Typen erfaldt, sollte
insbesondere die Assoziation seltener/neuer HPV-Typen mit dysplastischen
und neoplastischen Lasionen untersucht werden, um Aussagen bezuglich der
Pathogenitat bzw. Onkogenitat dieser noch weitgehend unbekannten Typen zu

machen.

Zusatzlich sollten Verlaufsbeobachtungen Auskunft tber die Persistenz be-
stimmter HPV-Typen und Uber die Progression dysplastischer Lasionen in Ab-

hangigkeit vom HPV-Typen geben.
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2. Material und Methoden

2.1. Patientinnen und Untersuchungsmaterial

Das Untersuchungsmaterial stammte aus dem Paraffinarchiv der Praxis fur
Pathologie Dr. Beckmann, Prof. Schréder und Kollegen, Lademannbogen
61/63 in 22339 Hamburg. Fir diese Studie wurde zurtckgegriffen auf Archiv-
material des Zeitraums 1994 und 1995.

Analysiert wurden insgesamt 140 Gewebsproben aus dem Portio- und Vulva-
bereich von 128 Patientinnen im Alter zwischen 17 und 84 Jahren mit einem
Durchschnittsalter von 35,4 Jahren und einem Median von 32 Jahren. Bei 10

Patientinnen lagen zwei, bei einer Patientin drei Gewebsproben vor.

Eingeschlossen in diese Untersuchung wurden zervikale und vulvare Ge-
websproben mit den mikroskopischen Befunden

Dysplasie,

Plattenepithelkarzinom oder

Leukoplakie,
wobei in allen Féllen die Originaldiagnosen nochmals histologisch tberprift

wurden.

Fur die histologische Dignitatsbeurteilung genitaler dysplastischer Lasionen
wurde die Klassifikation der WHO (78, 79) verwendet. Danach werden prakan-
zergse Lasionen des weiblichen Genitalepithels in die drei Kategorien

leichte Dysplasie,

mittelgradige Dysplasie bzw.

schwere Dysplasie und Carcinoma in situ
eingeteilt. Fur die Zervix und die Vulva erfolgt gemal dieser dreistufigen Kate-
gorisierung eine Klassifikation der Veranderungen als CIN (zervikale intraepit-

heliale Neoplasie) bzw. VIN (vulvare intraepitheliale Neoplasie) 1, 2 oder 3.
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Entsprechend der Einteilung dysplastischer Lasionen nach dem Bethesda-
System (80) werden CIN 1-L&sionen als low grade squamous intraepithelial
lesions (LSIL) bezeichnet. CIN 2- und CIN 3-Lasionen werden als high grade

squamous intraepithelial lesion (HSIL) zusammengefal3t.

2.2. Methodik

2.2.1. Mikrotom

Vom formalinfixierten paraffineingebetteten Material wurden am Mikrotom je-
weils drei bis funf 10 um dicke Schnitte angefertigt. Aus der hohen Sensitivitat
der nested-PCR ergibt sich das Risiko falsch-positiver Ergebnisse durch kon-
taminierende virale DNA. Eine groRe Gefahr fir die Ubertragung viraler DNA
(Carry-Over-Kontamination) besteht vor allem bei der Herstellung von Gewe-
beschnitten am Mikrotom. Das Gewebematerial wurde daher mit Hilfe aufwen-

diger VorsichtsmafRnahmen geschnitten:

Reinigung des gesamten Mikrotoms mit Deparaffinierungsmittel
Reinigung mit absolutem Athanol und Xylol

Behandlung des Block- und Klingenhalters mit RNAse Away
(nukleolytische Substanz von Molecular Bio-Products, San Diego USA)
jeweils Verwendung einer neuen sterilen Klinge

jeweils Verwendung einer PVC-Folie. In diese wurde der

Klingenhalter verpackt, um eine Kontaminierung durch anhaftendes

Gewebematerial zu verhindern (siehe Abb. 1 im Anhang unter 7.1.7.).
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2.2.2. Extraktion von DNA aus dem Portiogewebe

Die gewonnenen Schnitte wurden fir 30 min bei 56°C in Xylol deparaffiniert.
Nach Zentrifugation bei 15.000 rpm wurde das Xylol entfernt und der gesamte
Vorgang wiederholt. Das Gewebe wurde nachfolgend mit absolutem Athanol
gewaschen. Nach erneuter Zenrtifugation bei 15.000 rpm, wurde das Athanol
abgezogen und die Prozedur wiederholt, um alle Xylolreste vollstandig zu ent-

fernen.

Es folgte eine Trocknung des Gewebes fiur 20 min bei 56 °C. Anschliel3end
wurde eine Resuspendierung und nachfolgende Lyse des Gewebes mit 150 pl
Proteinase K-Losung und 350 pl SDS-L6sung Uber Nacht bei 56°C vorgenom-
men. Nach leichter Abkuhlung der Proben wurden diese mit 500 ul PCI (Phe-
nol/Chloroform/Isoamylalkohol)-Mix, im Verhaltnis 25:24:1, versetzt, vermischt
und far 3 min bei 15.000 rpm zentrifugiert. Die Oberphase wurde erneut mit
dem PCI-Mix versetzt, um eine exakte Trennung der DNA von Proteinen und

Zelltrdimmern zu gewéhrleisten.

Der extrahierten DNA wurde nun 1/50 vol.% 5 molarer NaCl und 2 vol.% abso-
luten Athanols hinzugefugt. Die Fallung der DNA geschah uber Nacht bei
-20°C. 12 bis 24 Stunden spater wurden die Proben fur 30 min bei 4°C und
15.000 rpm zentrifugiert. Nach Abzug des Athanols wurde die DNA mit
70%igem Athanol gewaschen und fur 15 min bei 15.000 rpm zentrifugiert, um
verbliebene Salze zu entfernen. Das Pellet wurde bei 56°C im Thermoblock
getrocknet. Falls eine weitere Verarbeitung im Anschlufd nicht sofort méglich

war, konnte die getrocknete DNA bei -20°C gelagert werden.

2.2.3. Standard-PCR

Die getrocknete DNA wurde in 20 pl Aqua dest. fur 5 min im Thermomixer bei
56°C gelost. Die Amplifikation spezifischer DNA-Sequenzen wurde in 50 pl Re-

aktionsvolumen durchgefiihrt. Die Reagentien wurden als Mastermix angesetzt
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und gut durchmischt, um eine gleichmallige Verteilung zu gewahrleisten. Je-
weils 47 ul wurden in die PCR-Tubes uberfuhrt, auBerdem 3 ul geloster DNA
und zwei Tropfen Paraffindl, um eine Kondensation wahrend der Denaturie-

rungsphasen zu verhindern.

Pro Probe wurden 5 pl 10xPCR-Puffer (siehe unter 7.1.6), 1 pl 5°-Primer My 09
(1 pM), 1 wl 3"-Primer MY 11 (1 pM), 8 pl dNTP-Mix Konz (0,2 mM), 31,8 pl
Aqua dest. und 0,2 pl Tag-Polymerase (5 U/ul) pipettiert. Nach Ansatz der Pro-

ben im Eiswasserbad wurden diese sofort in den Thermocycler Uberfuhrt.

Es wurden 40 der folgenden Reaktionsschritte durchgefihrt :

1.) Denaturierung: 1 min bei 94°C
2.) Annealing: 1 min bei 55°C
3.) Synthese: 1 min bei 72°C

Die verwendeten Primer MY 09 und MY 11 (siehe unter 7.1.5. Tab. 11) haben
jeweils eine Lange von 20 Nukleotiden und sind aus den konservierten Regio-
nen des HPV-L1-Genes abgeleitet. Mit den Primern wird ein ca. 450 bp groRRes

Fragment amplifiziert (73).

2.2.4. nested-PCR

Fur die nested-PCR werden 3 pl Amplifikationsprodukt aus der Standard-PCR,
in einen neuen Ansatz pipettiert. Die Zusammensetzung der Reagenzien an-
derte sich bis auf den Austauch der Primer nicht. Anstelle der Primer My 9 und
My 11 werden die Primer MKP 9 und MKP 10 ebenfalls in einer Konzentration
von jeweils 1 M eingesetzt. Mit den Primern MKP 9 und MKP 10 wird ein ca.
370 bp grolRes PCR-Produkt amplifiziert.

Es wurden 25 der folgenden Reaktionsschritte durchgefihrt :
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1.) Denaturierung: 1 min bei 94°C
2.) Annealing: 1 min bei 50°C
3.) Synthese: 1 min bei 72°C

2.2.5. R-Globin Nachweis

Durch Fixierung des Gewebes in Formalin und Xylol kann es zu einer Destruk-
tion bzw. Fragmentation der viralen DNA kommen. Das zur Einbettung der Pro-
ben verwendete Paraffin enthélt moéglicherweise inhibitorische Substanzen
oder erhoht deren Aktivitat. Daher wurde zum Ausschluf3 von Inhibitoren bzw.
zur Uberprifung der Integritat der extrahierten DNA in den Geweben bei allen
Proben der 3-Globin-DNA Nachweis mittels PCR mit den Primern IR 01 und IR
02 (jeweils 1 uM/ml) durchgefuhrt.

2.2.6. MaRnahmen zur Vermeidung von Kontamination

Aufgrund der hohen Sensitivitdt der PCR-Technik besteht ein erhdhtes Risiko
fur falsch-positive Ergebnisse durch kontaminierende virale DNA. Zur Vermei-
dung der Ubertragung von HPV-DNA aus positivem Gewebematerial und HPV-
spezifischen PCR-Produkten auf andere Proben wurden folgende Sicherheits-

vorkehrungen getroffen:

strikte rdumliche und apparative Trennung der Untersuchungsschritte vor
und nach Amplifikation

separater Raum fur die Mastermixherstellung und Verteilung auf

die PCR-GefalRe

Trennung der Laborkittel in diesen Bereichen

regelmaiiger Handschuhwechsel

Verwendung gestopfter, steriler Einwegpipettenspitzen
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Zentrifugation der ReaktionsgefaRe vor jedem Offnen, um
einer Aerosolbildung entgegenzuwirken.
Mitfihren von Negativkontrollen (Aqua dest., Rinderleber, reines

Paraffin) wahrend aller Untersuchungsschritte.

2.2.7. Analyse der PCR-Produkte

Von den Amplifikaten wurden jeweils 10 pl mit 3 pl Probenpuffer vermischt und
in einem 8%igen Polyacrylamidgelgel (BioRad, Minchen) analysiert. Die Auf-
trennung erfolgte durch Elektrophorese bei 110 Volt Gber 50 min. Anschliel3end
wurde das Gel mit Ethidiumbromid gefarbt und im UV-Licht (254 nm) visuali-
siert und fotographiert. HPV-positive Proben sind durch eine fluoreszierende
Bande bei 450 bp bzw. 370 bp charakterisiert. Die Spezifitat der PCR-Produkte
wurde durch Hybridisierung mit der Oligonukleotidsonde GOPX uberpruft (sie-
he unter 7.1.5. Tab. 11).

2.2.8. HPV-Typisierung

Die HPV-Typisierung bei positivem PCR-Ergebnis erfolgte durch RFLP-
Analyse und Hybridisierung mit einer genusspezifischen Oligonukleotidsonde
nach Meyer et al. 1995 (77). Die Vorgehensweise ist in Abb. 2 schematisch

dargestellt.

Zunachst wurde die amplifizierte DNA mit 150 pl absolutem Athanol tiber Nacht
geféllt. Spater wurden die Proben fir 15 min bei 4°C und 15.000 rpm zentrifu-
giert. Dann erfolgte ein Waschschritt mit 75%igem Athanol und nachfolgende
Zentrifugation fur weitere 10 min. Nach Abzug des Athanols blieb ein gereinig-

tes DNA-Pellet zuriick, welches fur 10 min im Thermocycler getrocknet wurde.
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2.2.8.1 Restriktion

Das Pellet wurde in 55 pl Aqua dest. geldst. Die lUber mindestens 4 Stunden
stattfindende Restriktion erfolgte bei 37°C im Inkubationsofen. Es wurden je-
weils 1-5 pl DNA (ca. 0,5 pg PCR-Produkt), 4 pl Puffer, 2 pl Restriktionsenzym
(10 U/ul) pro Probe eingesetzt und mit Aqua dest. bis auf ein Reaktionsvolu-
men von 36 pl aufgefillt. Die folgenden Enzyme wurden verwendet: Bam Hl,

Haelll, Hinfl, EcoRl, Pstl, Ddel und in besonderen Féallen auch Dral.

AnschlieBend wurden die Restriktionsfragmente gelelektrophoretisch analy-
siert. Um die das Laufverhalten der Restriktionsfragmente beeintrachtigenden
Salze aus den Proben zu eliminieren, wurde die DNA durch Zugabe von 100 pl
absolutem Athanol fir 2 Stunden bei -20°C erneut geféllt. Nach 10 minitiger
Zentrifugation, 15.000 rpm, folgte ein Waschschritt mit 75%igem Athanol. Das
Athanol wurde abgesogen und das Pellet fiir 10 min im Thermocycler bei 56°C
getrocknet und sofort wieder in 10 ml Aqua dest. geldst. Die Gelelektrophorese

erfolgte wie unter Punkt 2.2.7. angegeben.

2.2.8.2. Southern-Blot

Die DNA aus den Polyacrylamidgelen wurde durch Elektroblot (BioRad, Min-
chen) bei 22 V fur 2 Stunden auf eine Nylonmembran (Zetamembran) transfe-
riert. Als Transferpuffer wurde ein 0,5M TBE-Puffer verwendet. Zur Denaturie-
rung der DNA lagen die Membranen anschliel3end fir 20 min auf einem mit
Natronlauge getrankten Filterpapier. Die Fixierung der transferierten DNA fand
bei 80°C in 30 min im Ofen mit Ventilatoreinschaltung statt. Die getrockneten

Membranen sind wochenlang lagerfahig.



20

2.2.8.3. Prahybridisierung

Die Membran wurde mit 6 ml Prahybridisierungslésung luftblasenfrei in einen
Plastikbeutel gegeben und anschlieBend verschweildt. In einem 250 ml Eis-
wasserbad wurden die eingeschweil3ten Memranen 2x fur 72 sec auf hochster
Stufe in der Mikrowelle erhitzt. Danach hatte das Wasser eine Temperatur von
ca. 40°C. Die Prahybridisierung ist relevant fur die Blockierung der positiven
Ladungen der beschichteten Membran, damit bei der Hybridisierung die nega-

tiv geladene Sonde nicht unspezifisch an die Membran bindet.

2.2.8.4. Hybridisierung

Die Memran wurde zusammen mit jeweils 4 ml Prahybridisierungslosung und
10 pl der Sonde GOPX (siehe unter 7.1.5. Tab. 11) in einem neuen Plastik-

beutel bei 37°C fur mindestens 4 Stunden im bewegten Wasserbad inkubiert.

2.2.8.5. Waschschritte

Es folgte eine Reihe von verschiedenen Waschschritten, fiir jeweils 5 min auf

dem Schiittler:

5 x SSC/0,2 % SDS bei Raumtemperatur

1 x SSC/0,2 % SDS bei Raumtemperatur

0,1 x SSC/0,2 % SDS bei Raumtemperatur

0,1 x SSC/0,2 % SDS bei 40°C im Wasserbad inkubieren
(1 x SSC = 15 mM TriNa-Citrat + 150 mM NacCl)
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2.2.8.6. Detektion

Die Membranen wurden fur 30 min in Prahybridisierungslésung auf dem
Schiittler inkubiert und anschliel3end kurz mit Pufferlésung 1 gespilt. Danach
wurde die Membran in einen Plastikbeutel mit 5 ml Pufferlésung 1 und 5 pl
Streptavidin und fur eine Stunde auf dem Schdttler inkubiert. Es folgten drei
Waschschritte fur jeweils 5 min bei Raumtemperatur: 2x mit Pufferlésung 1 und
1x mit Pufferldsung 3 (Zusammensetzung siehe unter Punkt 7.1.6.).

Die Detektion gebundener Oligonukleotide erfolgt durch Inkubation der Mem-
bran mit frisch angesetzter Farbelésung (5 ml Pufferlésung 3, 33 pl Nitroblau-
Tetrazolium und Indolylphosphat). Nach etwa 5-10 min stellen sich Hybridisie-
rungssignale als lila-blaue Banden dar. Zuletzt wurden die Membranen mit
Wasser abgespilt. Die Abstoppung der Farbereaktion erfolgte mit 0,5 M EDTA,
welches die fur die Farberaktion notwendigen Magnesiumionen komplexiert.
Die Membranen wurden erneut mit Wasser abgespiilt, getrocknet und gesam-

melt.
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3. Ergebnisse

3.1. Vergleich von Standard- und nested-PCR im Rahmen der Analyse

frischer und archivierter Proben

Zur Charakterisierung der Sensitivitat des HPV-DNA-Nachweises durch Standard-
PCR und nested-PCR wurden formalinfixierte paraffineingebettete Gewebe sowie
zusatzlich 10 nativ eingesandte Portiobiopsieproben untersucht. Bei den unter-
suchten Proben handelte es sich um CIN 2/CIN 3-L&asionen. Die Ergebnisse sind

in Tab. 1 zusammenfassend dargestellt.

Als Verfahren mit hdchster Sensitivitat erwies sich die nested-PCR-Analyse, un-
abhangig davon, ob frisches oder formalinfixiertes paraffineingebettetes Gewebe
untersucht wurde. Mit der Standard-PCR ergab sich insbesondere bei den archi-

vierten Proben eine deutlich niedrigere Sensitivitat.

Die 140 formalinfixierten paraffineingebetteten Portioproben wurden aufgrund der

hoheren Sensitivitdt mit der nested-PCR untersucht.

Tab. 1: Vergleich von Standard- und nested-PCR

------ HPV-positiv -----
Anzahl Zustand Standard nested 3-Globin
PCR PCR positiv
10 frisch 7 9 9

10 paraffiniert 3 8 8
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3.2. Vermeidung von Kontamination

Aufgrund der hohen Sensitivitat der nested-PCR weist dieses Nachweisverfah-
ren eine relativ grol3e Anfalligkeit fir Kontaminationen auf. Daraus konnen

falsch-positive Ergebnisse resultieren.

Wir vermuteten, daf? die grof3te Gefahr fur eine Kontamination HPV-negativer
Proben durch verschlepptes HPV-positives Material wahrend des Schneidevor-
gangs am Mikrotom liegen wirde. Deshalb wurden im Vorfeld der eigentlichen
Untersuchung mehrere Reihen paraffinfixierten HPV-positiven Portiogewebes
und HPV-negativen Materials (paraffiniertes Schilddrisengewebe und Rinder-
leber) abwechselnd am Mikrotom geschnitten und untersucht. Die Schilddrise

und Leber sind bisher nicht als HPV-Zielorgane bekannt.

Unter Anwendung verschiedener Schneidemethoden wurden jeweils 10 bis 30
Proben geschnitten und mit nested-PCR untersucht. Insgesamt umfal3te die
Voruntersuchung eine Stichprobengréf3e von 109 paraffinierten HPV-negativen
Gewebeproben. Unabhangig von der Schneidetechnik wurde in jedem Fall eine

Athanol- und Xylolbehandlung durchgefiihrt.

Die erzielten Ergebnisse unter Verwendung von selbstklebender Folie, Tesa-
film, einfachem Klingenwechsel und die Kombination dieser Methoden zeigten
eine fast ebenso hohe Kontaminationsrate wie bei dem Schneiden der Proben
ohne jegliche Prophylaxe. Bei tber 50 % der Proben lagen am Ende der PCR-
Untersuchung falsch-positive Ergebnisse vor (siehe Tab. 2). Hochstwahrschein-
lich kam es bei der Gewebeschnittpraparation bzw. der DNA-Extraktion zur
Ubertragung von DNA, da Kontrollansatze, die anstelle extrahierter DNA nur

Wasser enthielten, stets negativ waren.

Die Desinfektion von Schlitten und Klingenhalter in Natriumhypochlorid-Lésung
erwies sich dagegen als zuverlassige Kontaminationsprophylaxe; alle Proben

waren kontaminationsfrei (siehe Tab. 2). Aufgrund starker Korrosion des Mi-
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krotom-Schlittens war diese Methode allerdings nicht anwendbar. Eine weitere
ebenso wirksame Methode zur Vermeidung von Kontamination war die Verwen-
dung von Einmalskalpellen. Die Gewinnung von ausreichenden, aber nicht
Ubermaligen Gewebemengen war jedoch schwierig durchzufihren, ohne die

Blocke zu zerstoren. Die Methode erwies sich somit als umstéandlich.

Als wesentlich praktischer stellte sich der Einsatz einer PVC-Folie heraus, die
zwischen Schlitten und steriler Klinge gespannt wurde und den gesamten
Schlitten umfaldte. 23 untersuchte Schilddriisenschnitte erwiesen sich als ein-
deutig HPV-negativ. Durch Abdeckung des unsterilen Klingenhalters mit dieser
Folie konnte das Kontaminationsrisiko minimiert werden. Zusatzlich wurde in
weiteren Versuchen eine nukleinsdurespaltende Substanz, ,RNAse Away*

(Molecular Bio-Products, San Diego), eingesetzt.

Tab. 2: Ergebnisse der Voruntersuchung zur Verhinderung von

Kontamination am Mikrotom (n = 109)

Prophylaxe Anzahl kontaminierte
Proben’
keine 5 4 (80%)
Klingenwechsel/Folie* 67 30 (45%)
Desinfektion mit Extran und NaClO® 5 0
Einmalskalpelle 9 0
PVC-Folie 23 0

! zusammengefaRte Darstellung prozentual sehr &hnlicher Ergebnisse bei
selbstklebender Folie, Tesafilm, einfachem Klingenwechsel und Kombination
dieser Methoden.

? Rinderleber und Schilddriisengewebe mit falsch-positiver PCR

® Korrosion !
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3.3. Spektrum der mit der nested-PCR erfal3ten HPV-Typen

Zur Ermittlung des Spektrums der mit den Primern MKP9 und MKP10 in der
nested-PCR amplifizierbaren HPV-Typen wurden rekombinante DNA und DNA-
Extraktionen aus klinischem Material analysiert. Die Standard- und nested-
PCR-Primerpaare wurden separat und kombiniert untersucht. AuRerdem wur-
de fir alle HPV-Typen anhand des Sequenzvergleiches die Homologie zu den
beiden nested-Primern ermittelt. Im L1-Gen des Virusgenoms wurden die den
Primerbindungsstellen entsprechenden Basensequenzen aufgesucht. Diese

Sequenz umfaldt jeweils 20 Basenpaare in 5-3"Richtung und in 3"-5"Richtung.

Die Ergebnisse sind in Tab. 3 zusammengefalit.

Die HPV-Typen 13, 32, 39, 42, 51 und 54 wurden mit den nested-Primern
MKP9 und MKP11 nicht nachgewiesen. In diesen Fallen lag die Sequenzho-

mologie zumindestens eines der beiden Primer bei 85% oder darunter.

Fur die genitalen HPV-Typen 26, 30, 43, 44, 55, 59, 67, 69, 72, IS 39, Lux 100
und CP 8061 lagen keine Referenzproben vor. Aufgrund der Homologie von
weniger als 90 % zu mindestens einem der beiden Primer werden die HPV-
Typen 26, 43, 44, 55, 59, IS 39 und CP 8061 vermutlich nicht erfaf3t.

Aus den Vergleichen ergab sich, dal die nested-PCR mit den Primern MKP9
und MKP10 etwa 31 von 44 genitalen Typen (70 %) erfal3t. Darin enthalten

sind alle relativ hdufig vorkommenden HPV-Typen.

Mit den Primern MY9 und MY11 lassen sich alle untersuchten genitalen HPV-

Typen nachweisen (75). Jedoch ist die Sensitivitat geringer.
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Tab. 3: Spektrum der mit den Primern MY9/11 und MKP 9/10 nach-
weisbaren HPV-Typen

HPV-Typ MY 9/11 MKP 9/10 MY 9/11 + Homologie = Homologie
MKP 9/10 MKP 9 MKP 10
Std PCR Std PCR n PCR
6 + + + 100 % 100 %
11 + + + 100 % 95 %
13 + - - 95 % 95 %
16 + + + 100 % 90 %
18 + + + 100 % 95 %
26 nd nd nd 85 % 95 %
30 nd nd nd 95 % 90 %
31 + + + 100 % 100 %
32 + - - 85 % 80 %
33 + + + 100 % 90 %
34 + + + 90 % 85 %
35 + + + 90 % 100 %
39 + - - 85 % 90 %
40 + + + 95 % 95 %
42 + - - 90 % 80 %
43 nd nd nd 95 % 80 %
44 nd nd nd 100 % 85 %
45 + + + 90 % 90 %
51 + - - 80 % 100 %
52 + + + 85 % 95 %
53 + + + 90 % 80 %
54 + - - 85 % 85 %
55 nd nd nd 100 % 85 %
56 + + + 95 % 90 %
57 + + + 80 % 80 %
58 + + + 95 % 95 %
59 nd nd nd 85 % 80 %

61 + + + 85 % 85 %
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HPV-Typ MY 9/11 MKP 9/10 MY 9/11 + Homologie = Homologie
MKP 9/10 MKP 9 MKP 10

Std PCR Std PCR n PCR

62 + + + 95 % 85 %

64 + + + 85 % 70 %

66 PAP 88 + + + 95 % 85 %

MM4, + + + 85 % 85 %

PAP W 13B

MM7, + + + 95 % 100 %

PAP 291,

LVX82

MMS8, + + + 85 % 95 %

PAP 155

73, MM9, + + + 90 % 90 %

PAP 238a

IS39, AE 2 nd nd nd 85 % 70 %

LVX 100, nd nd nd 90 % 90 %

CD 4173,

HPV 72

70, AE1, + + + 90 % 100 %

CD 141,

LVX 160

CP 8304 + + + 95 % 80 %

CP 6108 + + + 100 % 90 %

CP 8061 nd nd nd 75 % 95 %

nd = HPV-Typ ohne Referenzprobe

- Standard-PCR (Std PCR) MY9/11, wenn 450 bp Produkt nachweisbar
- Standard-PCR (Std PCR) MKP9/10, wenn 370 bp Produkt nachweisbar
- nested PCR (n PCR) MY 9/11 + MKP9/10, wenn 370 bp Produkt nachweisbar
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Die Auflistung der Ergebnisse aller Einzelanalysen in der untersuchten Origi-

nalreihenfolge befinden sich im Anhang.

3.4. Haufigkeitsverteilung der einzelnen Diagnosegruppen

Mit knapp 60 % bzw. 80 Fallen stellten CIN 3 die am haufigsten untersuchte
Gewebslasion dar. Weniger haufig standen CIN 2 (14 %) und CIN 1 (5 %) fur

die Analyse zur Verfugung.

Aus allen anderen Gruppen wurden samtliche im oben genannten Zeitraum
diagnostizierte Lasionen untersucht, wobei nur finf VIN 2, sieben VIN 3, acht
Zervixkarzinome (CCA), zwei Vaginalkarzinome (VCA) und neun Leukoplakien
zur Verfigung standen. Weiterhin wurden zwei unauffallige Portiogewebepro-

ben untersucht.

Tab. 4: Haufigkeitsverteilung der einzelnen Diagnosegruppen
(n = 140)

Befund

CIN1 CIN2 CIN3 VIN2 VIN3 CCA VCA Leuko- unauffallig

plakie
Anzahl der 7 20 80 5 7 8 2 9 2
Proben
in % * 5 14 57 4 5 6 1 6 1

! Prozentangaben wurden in dieser und in allen nachfolgenden

Tabellen auf- bzw. abgerundet
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3.5. Altersverteilung der pathologischen Befunde

Mit zunehmendem Alter der Patientinnen nahm die Haufigkeit invasiver Karzi-
nome zu. In der Gruppe zwischen 17 und 31 Jahren lag dieser Anteil bei ca. 2
%, zwischen 31 und 40 Jahren bei 4 %, zwischen 41 und 50 Jahren bei 16 %
und in der Gruppe der uber 50 Jahrigen lag dieser Anteil schon bei ca. 30 %.
Der Anteil an leichten und mittelgradigen Dysplasien war dafir in dieser Grup-
pe sehr gering, aber in der Gruppe der jingsten Patientinnen besonders hoch.
Schwere Dysplasien waren bei den Patientinnen bis 40 Jahren am haufigsten

und nahmen dann in der Gruppe der alteren Patientinnen ab.

Tab. 5: Histologische Diagnosen in Abh&angigkeit vom Alter der Patientinnen

(n=138)
Befund

Alter in CIN1 CIN2 CIN3 VIN2 VIN3 CCA VCA Leuko gesamt
Jahren

<31 6 11 38 1 1 3 60
31-40 1 4 31 2 1 2 4 45
41 - 50 4 9 2 3 1 19

> 50 1 2 3 3 2 2 1 14
gesamt 7 20 80 7 8 2 9 138

3.6. Nachweis von HPV

In 104 der 140 untersuchten Gewebeproben konnte HPV nachgewiesen werden.
In 5 Proben war eine Amplifikation vermutlich aufgrund inhibitorischer Substanzen
oder zerstdrter DNA nicht moglich, da der [3-Globin-DNA-Nachweis hier negativ
verlief. In 11 Fallen lagen Infektionen mit mehr als einem HPV-Typ vor (10 Doppel-
und eine Dreifach-Infektion). Das Spektrum der nachgewiesenen HPV-Typen ist in
Tab. 6 dargestellt. In 3 der 104 HPV-positiven Proben war die Menge des PCR-
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Produkts zu gering fur eine nachfolgende ldentifizierung des zugrundeliegenden
HPV-Typs. Bei einer Probe konnte der HPV-Typ anhand des Restriktionsmusters
nicht identifiziert werden. Das PCR-Produkt aus dieser Probe wurde durch DNA-
Sequenzanalyse weiter analysiert. Die ermittelte Nukleinsduresequenz war zu 98
% mit HPV-Typ 64 homolog (81). Es handelt sich vermutlich um eine HPV-Typ 64

Variante.

Tab. 6: Spektrum der nachgewiesenen HPV-Typen

HPV-Typ Einzel-Infektion Mehrfach-Infektion Summe

6 8 2 10
11 - 1 1
16 53 9 62
18 8 2 10
31 5 3 8
33 8 2 10
35 3 3 6
53 1 - 1
58 1 - 1
64 1 - 1
66 - 1 1
73 1 - 1
MM7 1 - 1
n.i.t 3 - 3

' PCR-Produkt reichte nicht fiir eine eindeutige Typ-Identifizierung aus
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3.7. Pravalenz der HPV-Infektion bei unterschiedlichen histologischen Be-

funden

Zur Bestimmung der Pravalenz der HPV-Infektionen bei unterschiedlichen
histologischen Befunden wurden alle 135 3-Globin-DNA-positiven Proben her-

angezogen.

Von insgesamt 135 Patientinnen waren 104 Patientinnen HPV-positiv. Dies
entspricht einer Pravalenz von 77 %. Die Rate der HPV-Infektionen war beim
Zervixkarzinom (CCA) mit 88 % am hdchsten, gefolgt von 84 % bei CIN 3-
Lasionen. Bei CIN 1- und CIN 2-Lasionen lag nur in ca. 70 % der Falle eine

Infektion mit HPV vor.

Tab. 7: Haufigkeit der HPV-Infektion bei verschiedenen Epithellasionen

(n =135)
-------------- HPV-positiv --------------

Histologie n HPV-negativ n %

CIN 1 7 2 5 71 %
CIN 2 20 6 14 70 %
CIN 3 79 13 66 84 %
CCA 8 1 7 88 %
VIN 2 5 1 4 88 %
VIN 3 6 3 3 50 %
VCA 2 1 1 50 %
Leukoplakie 7 3 4 57 %
sonstige 1 1 0 0 %

gesamt 135 31 104 100 %
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3.8. Altersspezifische Pravalenz der HPV - Infektion

Alle Patientinnen mit einem positiven oder negativen HPV-DNA-Nachweis wur-

den entsprechend Tab. 8 in verschiedene Altersgruppen aufgeteilt.

Tab. 8: Pravalenz der HPV-Infektionen in Abh&ngigkeit zum Alter
(n =135)

Alter in Jahren

HPV -DNA <21 21-30 31-40 41 - 50 51-60 > 60
Nachweis

positiv 3 48 33 12 2 6
negativ 2 7 11 7 2

gesamt 5 55 44 19 4 8

In der Altersgruppe zwischen 21 und 30 Jahren war der Anteil HPV-infizierter
Frauen mit 87 % am hochsten. In den Altersklassen dariber war die Pravalenz
der HPV-Infektion etwas niedriger. In der noch jliingeren Altersklasse lag dieser
Anteil bei 60 %, wobei die Anzahl der Probanden dieser Gruppe im Verhaltnis

zu den anderen Altersgruppen wesentlich geringer war.
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3.9. Haufigkeit einzelner HPV-Typen

Eine HPV-Infektion wiesen 104 von 135 Proben auf, das entspricht einer Rate
von 77 % (incl. der Patientinnen mit Mehrfachinfektionen). Es wurden 90 HPV-
Infektionen mit solitaren HPV-Typen nachgewiesen (siehe Abb. 3). Von diesen
nahm HPV 16 mit 53 Fallen (60 %) den gréf3ten Anteil ein. HPV 6, 18 und 33
stellten jeweils einen Teil von 8 Fallen (9 %) dar. Es wurden 5 Falle einer HPV
31-Infektion (6 %) und nur 3 Falle einer HPV 35-Infektion nachgewiesen (3 %).
Unter den ,seltenen* HPV-Typen wurden jeweils einmal HPV 53, 58, 64, 73
und MM7 gefunden. Dieser Anteil macht ca. 4 % aller 135 Proben bzw. 6 %

aller HPV-positiven Proben mit einem nachweisbaren HPV-Typ aus.

HPV-DNS Nachweis

60
504

Anzahl der

Proben 301

201
104
0

HPV HPV HPV HPV HPV HPV MM7 MM9 HPV HPV HPV
6 16 18 31 33 35 53 58 64

Abb. 3: Haufigkeitsverteilung solitdrer HPV-Infektionen
(n=90)
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3.10. Korrelation von HPV-Typ und L&sion

In der Tab. 9 ist die Inzidenz verschiedener HPV-Typen in prdkanzertsen L&-
sionen zusammengefal3t. Bei 10 Patientinnen lag eine Doppelinfektion und bei
einer Patientin eine Infektion mit 3 HPV-Typen vor. In diesen Féllen war es un-
klar, ob die entsprechende Lasion durch beide oder nur durch einen der beiden
Typen verursacht wurde. Um die Assoziation eines HPV-Typs mit einer be-
stimmten Lasion besser beurteilen zu kdnnen, sind in Tab. 9 nur Infektionen mit

einem solitaren HPV-Typ berucksichtigt worden.

Tab. 9: Assoziation einzelner HPV-Typen mit bestimmten Epithel-

lasionen (n = 121)

HPV-Typ
Lasion 6 16 18 31 33 35 53 58 64 73 MM7 HPVneg.
7% 44% 7% 4% 7% 3% 1% 1% 1% 1% 1% 26%

CIN 1 2 1 1 2
CIN 2 2 5 2 1 1 1 6
CIN 3 2 39 2 3 5 2 1 1 1 13
CCA 2 3 1 1
VIN 2 2 1 1
VIN 3 1 2 1 3
VCA 1 1
Leuko. 1 2 1 3
insg. 8 53 8 5 8 3 1 1 1 1 1 31

In Proben von 130 Patientinnen mit abnormen histologischen Befunden wurde
der HPV-Typ 16 am haufigsten nachgewiesen (44 % bei solitdren Infektionen,
47 % incl. Mehrfachinfektionen). Mit zunehmendem Schweregrad der Dysplasie
wurde ein Anstieg in der Infektionsrate mit HPV 16 registriert. So betrug dieser
Anteil bei Patientinnen mit CIN 2 knapp 10 % und bei CIN 3 etwa 74 %. Die
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HPV-Typen 16 oder 18 wurden in der Halfte aller solitdren Infektionen nachge-
wiesen. HPV-Typ 31, 33 oder 35 wurde in 13 % der Proben nachgewiesen.
Seltene HPV-Typen (HPV 53, 58, 64, 73 und MM7) waren in 4 % der préakan-

zergsen Lasionen (CIN 1, CIN 3 und VIN 3) nachweisbar.

3.11. Mehrfachinfektionen

Insgesamt wurden 11 Mehrfachinfektionen gefunden. Es handelte sich um 10
Doppel-Infektionen und um eine Dreifach-Infektion. In der Mehrzahl war HPV
16 beteiligt (82 %). In einer CIN 1 wurde HPV-Typ 66 (High-Risk-Typ) und au-
Berdem Typ 16 nachgewiesen. Die Kombination HPV 16 und 18 kam nur in
zwei Fallen vor (18 %). Die HPV-Typen 31, 33 oder 35 kamen in 6 von 8 (75
%) CIN 3 vor. Insgesamt liegt die Pravalenz der Mehrfachinfektionen bei 11 %.

Folgende Kombinationen wurden nachgewiesen :

CIN1 :16und 66

CIN2 :11und 16, 6 und 16

CIN3 :16und 18, 16 und 18, 16 und 33, 31 und 35,
6, 16 und 31, 33 und 35, 16 und 35, 16 und 31

3.12. Verlaufsbeobachtungen bei HPV-positiven Dysplasien

Von 7 jungeren Patientinnen (Alter 21 bis 33 Jahre) lagen mehrere zu unter-
schiedlichen Zeiten entnommene Proben vor, so dal3 eine Verlaufsbeobach-
tung moglich war. Die zweite Biopsie bzw. Konisation erfolgte binnen eines
Jahres nach der ersten. Nur fur die Patientin Nr. 1 (siehe Tab. 10) lagen drei
Proben vor. Bei dieser Patientin mit einer sich nicht verandernden CIN 1 wurde
zuerst eine HPV-Typ 6-Infektion nachgewiesen. In der zweiten Entnahme nach
einem Jahr war keine HPV-DNA nachweisbar. In der dritten Entnahme lag wie-
derum HPV-Typ 6 vor. Jeweils eine HPV-positive (HPV-Typ 16 bzw. 31) Probe
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und eine HPV-negative Probe bei gleichbleibender CIN 3 wurde bei den Pati-

entinnen Nr. 2 und Nr. 6 gefunden.

Bei Patientin Nr. 3 war zuerst HPV-Typ 6 in einer CIN 2 nachweisbar, zwei Mo-

nate spater wurde HPV-Typ 16 in einer CIN 3 identifiziert.

Bei den Patientinnen Nr. 4, Nr. 5 und Nr. 7 war in beiden Proben HPV 16, 31

bzw. keine HPV-DNA nachweisbar.

Tab. 10: Verlaufe von Patientinnen mit HPV infizierten Dysplasien

Patientin Alter Proben Nr. Eingang Histologie = HPV-Typ

Nr. (Jahre) der Probe

1 21 1.Probe 10.2.1994 CIN1 HPV 6
2.Probe 18.1.1995 CIN1 HPV-negativ
3.Probe 9.11.1995 CIN1 HPV 6

2 28 1.Probe 10.6.1994 CIN 3 HPV-negativ
2.Probe 4.7.1994 CIN 3 HPV 31

3 33 1.Probe 4.8.1994 CIN 2 HPV 6
2.Probe 28.9.1994 CIN 3 HPV 16

4 29 1.Probe 31.1.1995 CIN 3 HPV 16
2.Probe 21.11.1995 sonstige® HPV-negativ

5 32 1.Probe 11.5.1995 CIN 3 HPV 16
2.Probe 27.7.1995 CIN 3 HPV 16

6 25 1.Probe 23.6.1995 CIN 3 HPV16
2.Probe 11.8.1995 CIN 3 HPV-negativ

7 30 1.Probe 19.7.1995 CIN 2 HPV 31
2.Probe 25.9.1995 CIN 3 HPV 31

! entziindlich infiltrierte Portio
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4. Diskussion

Die Inzidenz und Pravalenz sexuell Gbertragbarer Erkrankungen sind vielerorts
racklaufig. Unverandert hoch bleibt jedoch die Infektionsrate des Genitaltrakts
mit humanen Papillomaviren, wobei nicht nur Risikogruppen, sondern auch
Populationen mit einem geringen Infektionsrisiko betroffen sind. Bei etwa
einem Drittel aller jungen sexuell aktiven Frauen ist in einem einzigen Portio-
Abstrich HPV nachweisbar. Die Pravalenz steigt mit zunehmender Anzahl der
Abstriche. HPV-Infektionen kommen in steigender Haufigkeit in zytologisch
unauffalligem Plattenepithel, in benignen Epithellasionen, in niedriggradigen
und hochgradigen intraepithelialen Plattenepithelneoplasien und in Platten-
epithelkarzinomen vor (82). Ob prakanzergse L&sionen eine spontane
Regression erfahren oder ob eine Progression mit maligner Entartung eintritt,

ist dabei u.a. von der Onkogenitat der vorhandenen HPV-Typen abhangig.

Uber 90 % aller plattenepithelialen Zervixkarzinome sind mit HPV assoziiert (4,
5). Diese Karzinome bilden den groften Anteil aller anogenitalen Tumoren
(108) und stehen deshalb im Mittelpunkt vieler Untersuchungen. Dabei ist das
Spektrum der HPV-Typen in malignen kleiner als in pramalignen dysplas-
tischen Plattenepithellasionen (14, 83 - 86), und verschiedene epidemio-
logische Studien konnten zeigen, dal3 bestimmte HPV-Typen besonders haufig
in Plattenepithelkarzinomen angetroffen werden, wahrend andere hier nur

selten oder nie nachgewiesen werden kdnnen.

Wegen ihrer Assoziation mit verschiedenen klinischen Manifestationen lassen
sich die genitalen HPV-Typen in Gruppen mit unterschiedlichem onkogenen Ri-
siko einteilen (27, 74, 87, 117). Zu den Typen mit hohem Risiko der malignen
Transformation z&hlen HPV 16, 18, 45, 52, 56 und 58. Insbesondere die
haufiger vorkommenden HPV-Typen 16 und 18 sind Gegenstand zahlreicher

Studien, die ihr im Vergleich zu anderen HPV-Typen besonders hohes
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pathogenes bzw. onkogenes Potential belegen. Die Detektion dieser

Hochrisiko-HPV besitzt eine grol3e prognostische Bedeutung hinsichtlich der

weiteren Entwicklung einer vorliegenden Lasion bis hin zum Karzinom (88).

Aufgrund der relativ niedrigen Préavalenz der HPV-Typen 6, 11, 42, 43 und 44
in plattenepithelialen Dysplasien und Tumoren ist das Risiko fur die maligne
Transformation bei Infektionen mit diesen HPV-Typen sehr niedrig. Ebenso wie
die HPV-Typen 13, 32, 40, 53 und 54 zahlen sie daher zur Gruppe mit
niedrigem Risiko fur eine Tumorinduktion. Besonders die HPV-Typen 6 und 11
sind oft mit benignen Lasionen wie z.B. den Condylomata acuminata assoziiert,
welche sich spontan zuriickbilden kdnnen. Zur malignen Transformation kommt
es in benignen L&sionen wie z.B. lange bestehenden Warzen, falls die
Lasionen mit einem Hochrisiko-HPV wie z.B. HPV 16 infiziert sind (89). Eine
derartige Form der Infektion ist jedoch extrem selten. Zumeist kommen

Infektionen mit Niedrigrisiko-HPV wie Typ 6 und 11 vor, und eine maligne

Transformation bleibt aus. Nur im Ausnahmefall kann auch eine benigne, mit
einem Niedrigrisiko-HPV infizierte Lasion maligne entarten. Als Beispiel
anzufihren ist die Studie von Meyers et al. 1994 (90), es konnte gezeigt
werden, dal? lange bestehende HPV 6-assoziierte genitale Warzen eine
Progression zum Buschke-Lowenstein Tumor erfuhren (90, 91) . Fir diesen
Vorgang wurden eine Beteiligung multipler HPV-Typen wie auch eine latente
HPV 16-Infektion diskutiert.

Eine weitere Gruppe bilden die HPV-Typen 31, 33, 35, 39, 51, 55 und 57, die
hinsichtlich ihrer Onkogenitat eine Mittelstellung zwischen den Hoch- und
Niedrigrisiko-HPV einnehmen. Man findet sie in dysplastischen und
neoplastischen Plattenepithellasionen sowie gelegentlich auch in benignen

Plattenepithel-lasionen (27).

Zu einer vierten Gruppe lassen sich eine Reihe weiterer HPV-Typen zusam-

menfassen, die relativ sparlich vorkommen oder erst seit kurzer Zeit bekannt
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sind. Obwohl jeder dieser Typen allein fur sich gesehen nur auf3erordentlich
selten diagnostiziert wird, reprasentieren sie zusammen eine Gruppe von etwa
10 % aller HPV-Infektionen (57). Aufgrund der begrenzten Anzahl von
Berichten Uuber ihre Assoziation mit bestimmten Epithellasionen ist das

onkogene Potential der seltenen HPV-Typen vielfach nicht bekannt. Zumindest

einige von ihnen scheinen aber ein erhdhtes onkogenes Potential zu besitzen,
wie aus Verlaufsheobachtungen z.B. von HPV 66-, HPV 68-, HPV 73- oder
MM4-Infektionen bei Zervixkarzinomen hervorgeht (56, 57, 92, 93). Anderen
Typen wie HPV 61, HPV 62, MM8 und CP8304 wird dagegen nur ein geringes
onkogenes Risiko zugeschrieben (56, 90, 94). Fur eine suffiziente
prognostische Bewertung der mit diesen neuen HPV-Typen assoziierten
Plattenepithellasionen sind jedoch noch weitergehende epidemiologische
Untersuchungen sowie molekulare Charakterisierungen der Typ-spezifischen

Onkogene notwendig.

In einer Vielzahl auch aktuellerer Studien wurde haufig nur eine limitierte Zahl
von HPV-Infektionen analysiert, da durch die angewandte Methode - z.B. durch
den Einsatz typspezifischer Sonden in kommerziellen HPV-Tests — nur eine
begrenzte Zahl von HPV-Typen detektierbar war. Entsprechend ist der Anteil
seltener HPV-Typen unterschatzt worden. Demgegenuber ermdéglicht die fir
die vorliegende Untersuchung gewahlte Technik nicht nur die Erfassung eines
breiteren, auch seltene Typen einschlieRenden HPV-Spektrums (95 - 98),
sondern prinzipiell auch die Erfassung bislang noch nicht bekannter HPV-

Typen bzw. —Varianten.

Wir verwendeten ausschliel3lich bereits histologisch klassifiziertes formalinfi-

xiertes paraffineingebettetes Gewebe. Die daran in einer Pilotstudie mittels

Standard-PCR erzielten Ergebnisse waren insofern unbefriedigend, als in HPV-

verdachtigen Gewebsproben unterdurchschnittlich wenige HPV-Infektionen
nachgewiesen werden konnten. Als Erklarung dieses Phdnomens ins Feld zu
fuhren ist einerseits die Destruktion und Fragmentation viraler DNA durch

Fixantien wie Formalin und Xylol (99), weshalb die Anzahl erhaltener HPV-
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Genome unter der Nachweisgrenze der Standard-PCR mit den Primern My9
und Myll liegt, andererseits die aus der Paraffineinbettung resultierende
erhohte Aktivitat von Inhibitoren mit der Konsequenz einer Reduktion der
Amplifikationseffektivitat. Die genannten Beeintrachtigungen der Standard-PCR
konnten wir durch den Einsatz der nested-PCR mit hoherer Zyklenzahl

kompensieren.

Dem mit der hohen Sensitivitat der nested-PCR einhergehenden hdéheren

Kontaminationsrisiko begegneten wir durch eine Reihe von Kautelen, die in

mehreren Vorversuchsreihen optimiert wurden. Ohne derartige prophylaktische
Malnahmen lag die Kontaminationsrate bei 80 %. Die Verunreinigungen waren
ausschliel3lich der Phase der DNA-Praparation und nicht der DNA-
Amplifikation zuzuordnen, da bei der Amplifikation mitgefuihrte nicht-extrahierte

Wasserkontrollen stets ein negatives Ergebnis erbrachten.

Insgesamt wurden am Mikrotom 109 paraffineingebettete humane Schilddri-
sen- und bovine Lebergewebsproben abwechselnd mit HPV-infiziertem
Gewebe geschnitten. Diese Proben kdnnen als Negativkontrollen angesehen
werden, da bislang keinerlei Erkenntnisse Uber eine Infektion von
Schilddrisen- oder Lebergewebe durch HPV vorliegen. Verschiedene
Prophylaxemethoden wurden nacheinander Gberprift. Als von nur geringer
Wirksamkeit erwies sich die bei allen Techniken zusatzlich angewandte
Sauberung von Klinge und Klingenhalter mittels Athanol und Xylol*. Auch die
Verwendung von sterilen Klingen oder ein Abkleben der Klingen durch Folien
oder Folienstreifen konnte eine Kontamination HPV-negativer Testproben
jeweils nur auf etwa 50 % reduzieren. Als sehr wirksam erwies sich das Eintau-
chen der Klinge und des Klingenhalters in Extran und Natriumhypochlorid.

Aufgrund der massiven Korrosion des Mikrotomschlittens muf3te diese Methode

! In der Studie von Lie et al. 1996 (101) wurde exakt diese - nach unseren Beobachtungen
unzureichende - Vorgehensweise einer Reinigung der Mikrotomklinge zwischen den einzelnen
Schneidevorgangen mittels Xylol und 96%igen Athanols praktiziert. Insofern erscheint die von
den genannten Autoren beschriebene 100%ige Pravalenz von HPV in formalinfixierten
paraffineingebetteten Gewebeproben laryngealer Papillomatosen fragwiirdig.
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jedoch ebenso wieder verlassen werden wie der gleichfalls zu kontaminations-
freien Ergebnissen fiilhrende Versuch, die Gewebeblocke mit Einmalskalpellen
zu schneiden, da es hierunter zu stark schwankenden Gewebemengen und zu

einer Zerstorung der Blocke kam.

Als erfolgreich erwies sich die Verwendung einer dinnen PVC-Folie in Kom-

bination mit sterilen Klingen. Dazu wurde die Klinge in eine Folie gelegt und

dann in den Mikrotomschlitten eingespannt, wobei die Folie auch den
gesamten Schlitten umschlof3. Durch den Wechsel der Folie nach jedem
Schneidevorgang war eine Ablagerung von Geweberesten zwischen Klinge
und Schlitten zu verhindern, welche bei einem alleinigen Austausch der sterilen
Klinge zu einer carry over-Kontamination der nachfolgenden Probe hétte

fuhren konnen.

Alle 140 zuvor histologisch untersuchten Gewebeproben wurden unter Ver-
wendung der PVC-Folie und zusatzlicher Behandlung mit RNAse Away® mit
dem Mikrotom geschnitten. Von 135 Proben erwiesen sich 104 (77 %) als HPV-
positiv. In 5 der HPV-negativen Proben verlief allerdings auch der Nachweis
zellularer DNA (3-Globin-Nachweis) negativ, so dal3 die negativen PCR-
Ergebnisse vermutlich eher auf eine Zerstérung der DNA oder auf die
Anwesenheit inhibitorischer Substanzen als auf die Abwesenheit von HPV-

DNA zurtickzufihren sind.

Die Rate HPV-positiver Falle betrug in den Gruppen CIN 1/2, CIN 3 und Zer-

vixkarzinom 70 %, 84 % und 88 %. Nach einer zusammenfassenden
Darstellung von Wieland und Pfister (43) werden in der Literatur fur die
Gruppen CIN 1, CIN 2, CIN 3 und fur das Zervixkarzinom Raten von 44 - 77 %,
69 - 91 %, 86 - 100 % bzw. 67 - 98 % mitgeteilt. Unterschiede zwischen den
Ergebnissen verschiedener Serien konnen auf den teilweise differenten
Nachweisverfahren (ISH, dot blot, PCR usw.) beruhen. Eine weitere Ursache
stellen, wie auch von de Villiers und Mitarbeitern 1992 (100) betont,

Unterschiede in der Zusammensetzung der Untersuchungskollektive dar, die in
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einigen Studien nach bestimmten Faktoren (z.B. bestimmte zytologische oder
histologische Befunden, Altersgruppen, soziookonomischer Status) selektio-

niert wurden.

Im eigenen Material wurde das folgende HPV-Spektrum nachgewiesen:
Hochrisiko-HPV: Typen 16, 18 und 58,

HPV mit mittlerem onkogenen Risiko: Typen 31, 33 und 35,
Niedrigrisiko-HPV: Typen 6, 11 und 53 und

HPV mit unbekanntem onkogenen Risiko: Typen 64, 66, 73 (= MM9) und
MM7

Dabei wurde unter den HPV-assoziierten zervikalen L&sionen (solitdre und
Mehrfachinfektionen) — in Ubereinstimmung mit vielen vorangegangenen

Studien (27, 43, 57, 74) — der Hochrisiko-Typ 16 mit 47 % am haufigsten

angetroffen, darunter mit 76 % bei CIN 3 deutlich haufiger als mit 11 % bei CIN
2. In etwa der Halfte der dysplastischen oder neoplastischen Gewebslasionen
waren HPV-Infektionen mit den Typen 16 oder 18 nachweisbar. HPV 18 allein
kam in einer Pravalenz von 8 %, dabei ganz lberwiegend bei mittel- und
hochgradigen Dysplasien und bei Zervixkarzinomen, vor. Die durch ein

mittleres onkogenes Risiko ausgewiesenen Typen 31, 33 oder 35 waren an

insgesamt 17 % der HPV-Infektionen beteiligt und traten jeweils mit einer
Préavalenz von 6 %, 8 % bzw. 5 % fast ausschlief3lich in Assoziation mit mittel-
und hochgradigen Dysplasien auf. HPV 33 wurde auch in einem Fall eines

Zervixkarzinoms nachgewiesen. Aus der Gruppe der Niedrigrisiko-HPV war mit

8 % vorherrschend Typ 6 nachweisbar, wobei sich Solitarinfektionen
gleichm&Rig auf die zervikalen Dysplasien unterschiedlichen Grades verteilten.
Die eigenen Befunde entsprechen damit weitgehend den Daten anderer
Studien einschlie3lich der umfangreichen Analyse von Bosch et al. 1995 (27)
an aus 22 verschiedenen Landern zusammengetragenen etwa 1000 Proben,
worunter in 93 % HPV-DNA nachweisbar war und in 50 % Typ 16, in 14 % Typ
18,in 5% Typ 31 und in 0,1 bis knapp 3 % anderen Typen (HPV 6, 11, 26, 33,
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35, 39, 51, 52, 55, 56, 58, 59 und 68) zu identifizieren war. Doppelinfektionen

traten bei uns mit 8 % doppelt so haufig wie in der zitierten Studie auf.

In 6 Proben bzw. in 5 % der Falle dieser Serie waren mit HPV 53, 58, 64, 66,
73 oder MM7 sogenannte seltene HPV-Typen nachweisbar. Darunter lagen
HPV 53, 58 und 73 jeweils in einer CIN 3 als einziger HPV-Typ vor. Typ 58

konnte in einer japanischen Studie in einer Haufigkeit von 10 % bei Zervix-
karzinomen nachgewiesen werden (102) und gilt daher als HPV-Typ mit hohem
onkogenen Potential. Das onkogene Potential von HPV 73 ist bislang noch
nicht ausreichend erforscht, weshalb dieser Typ zur Gruppe mit unbekanntem
Risiko fur die Tumorinduktion zahlt. Die Studie von Volter et al. (103) belegt
das Vorkommen dieses HPV-Typs in atypischen Warzen, wahrend Manos et al.
(56) und Meyer (personliche Mitteilung) HPV 73 auch in Karzinomen

nachweisen konnten.

In einer CIN 1 war der Typ MM7, in einer weiteren waren HPV 16 und 66
identifizierbar. Das onkogene Potential von HPV 66 ist unklar. Twaheed et al.
beobachteten ihn neben anderen Typen in einem invasiven Karzinom (93),
Meyer et al. (57) in einer CIN 3, aber auch in Abstrichmaterial ohne
dysplastische Zellveranderungen. Auch tber das onkogene Potential von MM7,
das bislang kaum in hohergradigen Dysplasien oder in Karzinomen
nachgewiesen wurde, kann kein abschlielBendes Urteil getroffen werden.
Manos et al. (56) wiesen diesen HPV-Typ in histologisch unauffalligen
Geweben und in einer CIN 1 nach. Meyer et al. (57) berichteten ebenfalls von
einer MM7-Infektion bei normaler Zytologie. Christensen et al. (104)

extrahierten MM7 neben HPV 40 aus einem analen Kondylom.

Zum onkogenen Potential von HPV 64 liegen bislang kaum Berichte vor. Sein
Nachweis in einem Fall einer VIN 3 dieser Serie lal3t ein erhéhtes onkogenes
Potential vermuten. In einer weiteren VIN 3 konnten wir HPV 53 detektieren.
Unseres Wissens ist bislang fur diesen HPV-Typ noch keine Assoziation mit

einem Karzinom beschrieben worden. Inwieweit die HPV 53-Infektion als
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Ausloser fur die dysplastische vulvare Plattenepithellasion unserer Studie in
Betracht kommt, muf3 durch weitere Untersuchungen, insbesondere in situ-

Analysen, Uberpruft werden.

Mit einem Anteil von 5 % sind die eigenen Ergebnisse vergleichbar mit der
Haufigkeit seltener HPV-Typen in anderen Studien. Meyer et al. (57)
ermittelten eine Pravalenz von insgesamt 10 %, dabei von 7 % unter
hochgradigen Dysplasien und Karzinomen und von etwa 12 % unter
geringgradigen Dysplasien der Zervix. Der etwas niedrigere Anteil seltener
HPV-Typen in dieser Serie beruht moglicherweise auf der hier angewendeten
nested-PCR, die mit den Primern MKP9 und MKP10 nur einen Teil der mit MY9
und MY11 amplifizierbaren HPV-Typen, nicht jedoch die Typen 13, 32, 39, 42,
51 und 54 und aufgrund einer Homologie von weniger als 85 — 90 % vermutlich
auch nicht die Typen 26, 43, 44, 55, 59, 1S39 und CP8061 erfalt.

Auch wenn die seltenen HPV-Typen im Gegensatz zu den etablierten Hoch-
risiko-Typen vergleichsweise haufiger in Proben mit unauffalliger Histologie
vorkommen, deutet die Assoziation zumindest einiger dieser Typen mit
schweren Dysplasien auf ein hoheres onkogenes Potential als bisher
angenommen. Zumeist handelt es sich in diesen Fallen um persistierende
Infektionen. Ob auch spontane Remissionen auftreten, muf3 durch
langerfristige  Verlaufskontrollen  geklart werden.  Wichtige  weitere
Informationen bezuglich der Assoziation dieser Virusinfektionen mit der
Progredienz intraepithelialer Plattenepithellasionen zum Plattenepithel-
karzinom sind insbesondere von Folgeuntersuchungen zu erwarten, die den
Nachweis von HPV-DNA, die Integration des viralen Genoms, die E6- und E7-

Genexpression sowie die Histologie betreffen.

Auffallig war in dieser Studie die Assoziation von HPV 53 und HPV 6 mit ho-

hergradigen dysplastischen Lasionen (CIN 3/VIN 3). Derartige Assoziationen

solitarer HPV 6-Infektionen sind gelegentlich auch in anderen Serien
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beschrieben worden®. Sowohl HPV 6 wie HPV 53 wird generell ein niedriges
onkogenes Potential zugeschrieben (105). Mdglicherweise existieren aber
Typvarianten mit gesteigerter Onkogenitat. Zu Stutzung dieser Hypothese
waren Sequenzanalysen vor allem im Bereich der LCR und der Onkogene E6
und E7 erforderlich, deren Ergebnisse mit den Sequenzen der Prototypen von
HPV 6 und HPV 53 zu vergleichen waren. Ob ggfs. vorhandene
Sequenzabweichungen mit einer gesteigerten Onkogenitat assoziiert sind,
kénnte dann z.B. durch in vitro-Bindungsassays u.a. mit Rb 105 und p53
Uberprift werden. Denkbar ware allerdings auch das Vorliegen einer
Koinfektion von HPV 6 bzw. HPV 53 mit Hochrisiko-HPV-Typen, wobei letztere
durch Integration die L1-Zielsequenz verloren haben kénnten. Derartig
integrierte Viren muften aber durch Amplifikation der EG6-/E7-Gene noch

nachweisbar sein.

In dieser Studie zeigte sich eine charakteristische Altersverteilung der HPV-

Infektionen mit einem Maximum in der dritten, gefolgt von der vierten Dekade.
Davor und danach war eine geringere Préavalenz zu dokumentieren. Diese in
ahnlicher Weise von zur Hausen et al. (7), de Villier et al. (106), Melkert et al.
(107) und Manavi et al. (2) publizierten Zahlen mit einem Haufigkeitsgipfel der
HPV-Infektionen zwischen dem 21. und 40. Lebensjahr innerhalb der sexuell
aktivsten Lebensphase spiegeln den sexuellen Ubertragungsweg der HPV-
Infektion wider (108). Der anteilsmaldig haufigste Nachweis einer HPV-Infektion
gelingt somit ungefahr in der Altersklasse, in der auch Dysplasien und
Carcinomata in situ am haufigsten vorkommen. Danach nimmt die H&aufigkeit
des HPV-Nachweises ab, wahrend — wenngleich bei den &ltesten und jingsten
Altersgruppen das Problem der kleinen Fallzahlen zu bericksichtigen ist - in

der Gruppe der tuber 51jahrigen Patientinnen, vermutlich bedingt durch die hier

2 HPV 6 wurde von Kahn et al. (109) und von Bercovich et al. (110) (Subtyp 6a) in einem
Tonsillenkarzinom, von Rando et al. (111) und von Kascha et al. (112) (Subtyp 6b) in einem
Vulvakarzinom, von Zaki et al. (113) in einem Analkarzinom und von Meyer et al. (57) in einer
hochgradigen Plattenepitheldysplasie und in in zwei Plattenepithelkarzinomen der Portio
nachgewiesen. Von 300 von Wilczynski et al. (114) untersuchten invasiven Karzinomen des
unteren Genitaltrakt enthielt drei als einzigen HPV-Typ HPV 6.
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h6here Inzidenz des Zervixkarzinoms und die groRere Zahl von arztlichen
Untersuchungen und Probenentnahmen, ein geringer Wiederanstieg der
Infektionsrate zu verzeichnen ist. Auch im eigenen Material war mit
zunehmendem Alter eine Zunahme hoéhergradiger Dysplasien und
insbesondere invasiver Karzinome zu verzeichnen. Die Haufigkeit invasiver
Karzinome lag in dieser Studie unter 31 Jahren bei 2 %, zwischen 31 und 40
Jahren bei 5 %, zwischen 41 und 50 Jahren bei 16 % und erreichte jenseits
des 50. Lebensjahrs mit knapp 30 % ihr Maximum. Fir diesen Altersgang
konnten neben nachteiligen immunologischen Veranderungen auch im
héherem Alter gehauft auftretende Defekte von Reparaturmechanismen

verantwortlich sein.

Voraussetzung fir die Identifikation eines erhdhten onkogenen Potentials de-
finierter HPV-Typen ist der Nachweis einer persistierenden Infektion bei
fortschreitender Epitheldysplasie. Aus ethischen Grinden ist jedoch bei
Epithellasionen mit zu vermutendem Entartungspotential eine therapeutische
Intervention z.B. durch Konisation indiziert, weshalb nur im Ausnahmefall der
sog. natdrliche Erkrankungsverlauf (,natural history) dokumentiert werden
kann. Entsprechend waren auch im Rahmen der vorliegenden Studie nur fir
wenige  Patientinnen  hinsichtlich  Histologie und  HPV-Typisierung

Verlaufsbeobachtungen mdglich, wobei in keinem Fall eine solitdre Infektion

mit einem HPV-Typ aus der Gruppe der seltenen HPV-Typen vorlag.

Bei zwei Patientinnen konnten persistierende Infektionen mit HPV 16 (jeweils
mit dem histologischen Befund einer CIN 3) bzw. mit HPV 31 (mit der
histologisch dokumentierten Progression einer CIN 2 zur CIN 3) nachgewiesen
werden. Hier stand der Verlauf jeweils in Einklang mit dem generell als erhdht

anzunehmenden onkogenen Potential der HPV-Typen.

Bemerkenswerte Verlaufe zeigten sich bei zwei anderen, 25 bzw. 28 Jahre
alten Patientinnen jeweils mit CIN 3, bei denen jeweils zwei innerhalb von 4

bzw. 7 Wochen gewonnene Proben sich als positiv fur HPV 16 oder HPV 31
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bzw. als HPV-negativ erwiesen. Wahrend bei A&lteren Frauen héaufiger
persistierende Infektionen vorkommen (115), wurden im jingeren Lebensalter
mehrfach auch spontan ausheilende transiente Infektionen, vorzugsweise mit
den Niedrigrisiko-Typen HPV 6 und HPV 11, beobachtet (107). Fur die mit

einem mittleren bzw. hohen onkogenen Risiko assoziierten HPV-Typen 16 und
31 erscheint eine derartige Viruselimination weniger wahrscheinlich als das
Vorliegen fir den Nachweis zu geringer HPV-DNA-Mengen, weshalb hier
weitere Kontrollen empfohlen wurden. Eine ahnliche Problematik deutet sich
bei einer weiteren 21 Jahre alten Patientin mit persistierender CIN 1 an, bei der
von drei in jeweils etwa einjahrigem Abstand entnommenen Proben die mittlere
HPV-negativ, die zuerst und zuletzt gewonnenen hingegen positiv fir HPV 6

waren.

Fiur die beiden Ubrigen, im Verlauf zweimal hinsichtlich Histologie und HPV-
Infektion untersuchten Falle lag bei der einen Patientin initial eine CIN 3 mit
Positivitat fur HPV 16 und 2 Monate spater eine dysplasiefreie HPV-negative
Probeexzision, bei der anderen zunachst eine CIN 2 mit Positivitat fir HPV 6
und zwei Monate danach eine CIN 3 mit Positivitat fur HPV 16 vor. Diese
zunéchst widersprichlich imponierenden Befunde konnten fur die erste
Patientin durch einen Zustand nach zwischenzeitlicher auswartiger Portio-
konisation bzw. —sanierung erklart werden. Im zweiten Fall kdnnte die
Erklarung darin bestehen, dal3 bei HPV-Doppel- bzw. Mehrfachinfektionen die
Viren nicht Uber die gesamte Lasion gleichmaliig verteilt vorkommen (wobei
ggfs. einzelne Areale der Portiooberflache vollig von der Infektion ausgespart
bleiben). In Einklang mit dieser Auffassung steht die Beobachtung von
Christensen et al. (104), dal3 multiple HPV-Typen genitale Plattenepithelien
simultan befallen kdnnen, jedoch in den hierdurch induzierten koilozytaren
Plattenepithellasionen Uberwiegend regional getrennt vorkommen. Eine
andere, hier aufgrund der kurzen Latenz von nur 2 Monaten nicht in Betracht
kommende Deutung wére die spontane Heilung einer Lasion mit Elimination
des einen HPV-Typs und die Reinfektion mit einem anderen, wiederum

dysplastische Plattenepithelveranderungen induzierenden HPV-Typ.



48

Diagnostische und epidemiologische Perspektiven

Voraussetzung fir eine Optimierung HPV-Typ-abhangiger Vorsorgemal3nah-
men mit dem Ziel bestmdglicher kurativer Ergebnisse wére eine konsequente
Fortsetzung der Analysen zur Assoziation aller HPV-Typen mit mdglichen
dysplastischen und neoplastischen Lasionen bzw. die Charakterisierung der
onkogenen Eigenschaften der typspezifischen E6- und E7-Proteine.
Darliberhinaus wére eine zentrale Erfassung und Auswertung aller mit einem
standardisierten Nachweisverfahren mit hoher Sensitivitat und Spezifitat
gewonnenen Typisierungsergebnisse in Abhangigkeit von den parallel
erhobenen zytologischen und histologischen Befunden anzustreben. Dadurch
ware eine epidemiologische Bestimmung der Pravalenz aller HPV-Typen in
niedrig- und hochgradig dysplastischen und in neoplastischen genitalen

Plattenepithellasionen moglich.

Bereits heute besitzt die HPV-Typisierung eine eminente Bedeutung fur die
Abschéatzung einer moglichen Progression einer dysplastischen genitalen
Plattenepithellasion. Der Nachweis des fur die Lasion verantwortlichen HPV-
Typs bietet eine Entscheidungshilfe fur das weitere Vorgehen. So gestattet im
Fall einer leichten Dysplasie der Nachweis eines HPV-Typs mit niedrigem
onkogenen Potential eine abwartende Haltung, wahrend der Nachweis eines
HPV-Typs mit hohem onkogenen Potential Anla3 zu weiteren diagnostischen
(z.B. Biopsie) oder ggfs. auch therapeutischen MaRnahmen gibt. Chua und
Hjerpe (115) pladieren daher fir einen HPV-Test, der parallel zu jedem fur die
zytologische Beurteilung durchgefiihrtem Abstrich im Screening-Verfahren
durchgefiihrt werden sollte. Um die Spezifitstt des Nachweises weiter zu
erhohen, empfehlen sie ein Screening-Programm, das alle Frauen ab 30
Jahren mit einer tber 12 Monate persistierenden Dysplasie-assozierten HPV-
Infektion einschlie3t. Aufgrund des sehr unterschiedlichen onkogenen
Potentials verschiedener HPV-Typen und der daraus resultierend erheblich
differenten Prognose wéare, wie von Galloway (116) vorgeschlagen, bei jeder
Patientin hinsichtlich weiterfihrender Diagnostik und Therapie individuell

vorzugehen.
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5. Zusammenfassung

Untersucht wurden insgesamt 140 formalinfixierte paraffineingebettete Biopsie-
proben Uberwiegend dysplastischer oder neoplastischer Plattenepithellasionen,
darunter mit 60 % vorherrschend CIN 3, des weiblichen Genitaltrakts, an denen
Uber die histologische Beurteilung hinaus mittels nested-PCR und RFLP-Ana-
lyse Verfahren des HPV-Nachweises und der HPV-Typisierung angewandt

wurden.

Hinsichtlich der Altersverteilung zeigte sich ein Uberwiegen von CIN 3-
Lasionen bei jiungeren und ein gehauftes Auftreten invasiver Karzinome bei
alteren Patientinnen. In 104 von 135 Proben (77 %), darunter in 79 % der
invasiven Karzinome und in 84 % der CIN 3 dieser Studie und mit 87 % am
haufigsten in der Altersgruppe zwischen 21 und 30 Jahren, konnte HPV
nachgewiesen werden, wobei das Verfahren der nested-PCR hohere
Sensitivitdt als die Standard-PCR besal. Durch die Ummantelung des
Mikrotoms mit PVC-Folie konnte die in Vorversuchen demonstrierte
Kontamination der Proben durch DNA-Verschleppung wéahrend des
Schneidevorgangs verhindert werden. Das aufgrund der verwendeten Primer
MKP 9 und MKP 10 etwas eingeengte Spektrum der in den diagnostischen
Proben nachweisbaren Infektionen umfal3te die HPV-Typen 6, 11, 13, 16, 18,
31, 33, 34, 35, 40, 45, 52, 53, 56, 57, 58, 61, 62, 64, 66, 68, 70, 73, MM4,
MM7, MM8, MM9 und CP6108. Am haufigsten war mit einer Pravalenz von
47% HPV 16 nachweisbar, gefolgt mit einer Préavalenz von jeweils 7 % von
HPV 6, 18 und 33.

Fur die HPV-Typen 16 und 18 bestatigte sich die erwartete Korrelation mit
einem hohen Risiko fur maligne Transformation. In gleicher Weise fand sich
die zu erwartende Assoziation der HPV-Typen 6, 11, 31, 33 und 35 mit einem
niedrigen bzw. mittelgradigen Entartungsrisiko. Seltene HPV-Typen (HPV 53,
58, 64, 66, 73 und MM7) wurden nur vereinzelt nachgewiesen und machten

5 % aller Proben aus. Fir einige dieser Typen konnte der nach
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Einzelbeobachtungen zu vermutende Zusammenhang mit hohem onkogenen
Potential bestatigt werden. Fir andere Typen ergaben sich Uberraschend
gegensatzliche Assoziationen, die u.a. durch das Vorkommen von
Mehrfachinfektionen oder von Typvarianten mit verandertem onkogenen
Potential begriindet sein kdnnen. Diese Befunde bestatigen den Bedarf an
weiteren epidemiologischen Erhebungen unter zentraler Erfassung mittels
standardisierter ~ Verfahren = gewonnener  Typisierungsergebnisse in
Abhéangigkeit von zytologischen und histologischen Daten und von

Verlaufsbeobachtungen.
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7. Anhang

7.1. Materialien

7.1.1. Gerate
Blot-Kammern
Eismaschine
Elektrophoresekammern
Hybridisierungsofen (Wasserbad)
Inkubationsofen
Kuhlplatte
Kihlzentrifuge

Mikrotom
Mikrowellenofen
Pipettierhilfe

Polaroid
Reinstwassersystem
Schattelgerat
Sequenzierapparatur
Spannungsquelle

Thermal Cycler

Thermomixer

Tiefkuihltruhe

Tisch- und Kuhlzentrifugen
Trocknungsofen

Vortex

7.1.2. Laborbedarf

Ejakulationsréhrchen

Filterpapier

BioRad, Miinchen
Brema

BioRad, Miinchen
GFL, Burgwedel

Heraeus, Harnau

Axel Johnson Lab System, Déanemark

Eppendorf, Hamburg
Mikrotom GmbH, Walldorf
Sharp

Technomara

Renner GmbH, Dannstadt
Gelman Sciences

GFL, Burgwedel

Applied Biosystems,Perkin Elmer
BioRad, Miinchen

Perkin Elmer, Norwalk U.S.A.;
Techne, Cambridge England
Eppendorf, Hamburg
Siemens

Eppendorf, Hamburg
Biometra, Gottingen

Heidolph, Nurtingen

Greiner, Ndrtingen
Schleicher & Schull, Dassel
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Mikroliterpipetten Greiner, Ndrtingen

Parafilm American National Can, Chicargo

PCR-ReaktionsgefalRe (0,2 ml) Techne, Cambridge England;
(0,5 ml) Eppendorf, Hamburg

Pipetten Eppendorf, Hamburg

Pipettenspitzen, safe-seal, steril Biozym, Hess. Oldendorf

Standardspitzen Greiner, Kremsmiinster Osterreich

Reaktionsgefalie (1,5 ml) Eppendorf, Hamburg;

Standard und safe-lock
Spitzbodenréhrchen (12 ml)

Zeta-Membran

7.1.3. Reagentien

Acrylamid

APS
Bromo-Chlor-Indolyl-Phosphat
Bromphenol Blau

Chloroform

Dimethylformamid (DMF)
Ethanol (absolut)
Ethidiumbromid
Ethylendinitrotetraessigséaure-
Dinatriumsalz Dihydrat (EDTA)
Ficoll

Glycerin

Glycogen

Mineraldl
Molekulargewichtsmarker
Natriumchlorid
Natriumhypochlorid
Natronlauge

Nitro Blue Tetrazolium

Greiner, Ndrtingen
Greiner, Ndrtingen

BioRad, Miinchen

BioRad, Miinchen
BioRad, Miinchen
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Tritriplex

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Boehringer, Mannheim

Sigma, Steinheim

Boehringer, Mannheim

Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Sigma, Steinheim



PCI-Solution (Phenol-Chloroform —

Isoamylalkohol 25:24:1)
RNAse Away
Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Streptavidin

Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris 1 M/100 mM EDTA ph 8.0

Xylol

7.1.4. Enzyme

Proteinase K

Tag-DNA-Polymerase

Restriktionsendonukleasen :

jeweils 10 U/pl

Bam HI

Hae Il

Hinf

Eco RI

Pst |

Dde |

Dra |

zugehdrige Puffer H, M, B

10 x conz.
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Biomol, Hamburg

Molecular Bio-Products, San Diego USA
Sigma, St. Louis USA; BioRad Hercules
USA

Dianova, Hamburg

BioRad, Miinchen

Sigma, St. Louis USA

Merck, Darmstadt

Boehringer, Mannheim
Perkin Elmer, custom synthesis Germany

Boehringer, Mannheim

Boehringer, Mannheim

7.1.5. Nukleotide, Oligonukleotide und Primer

dATP, dGTP, dCTP, dTTP
GopX (0,05 pmol/ml)

Boehringer, Mannheim

Biomol, Hamburg

Alle nachfolgend aufgefiihrten PCR-Primer bzw. Sonden wurden von Perkin Elmer,

Custom Synthesis Germany bezogen.



Tab. 11: Sequenzen der Oligonukleotide, die als PCR-Primer oder

Hybridisierungssonde verwendet wurden.
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Primer |Sequenz

My 09 |5-CgT CCM ARR ggA WAC TgA TC

MY 11 |5-gCM Cag ggW CAT AAY AAT gg

MKP 09 |5 -gTT ACT gTK gTW gAY ACY AC

MKP 10 [5-TCY TTT ARATYAACM TYC CA

IR 01 5-CAA CTT CAT CCA CgT TCACC

IR 02 5-gAA gAg CCA Agg ACA ggT AC

GopX*:

X1 5"-Bio-TTT gTW ACY gTK gTR gAY AC
X2 5"-Bio-TTT RTT ACY TgT gTT gAY AC
X3 5"-Bio-TTT KTR ACW gTW gTW gAT AC
X4 5"-Bio-TTT gTY ACW gTK gTK gAT AC
X5 5-Bio-TTT CTA ACW gTK gTR KAY AC

* 1 GopX ist ein Gemisch aus 5 Biotin-markierten Sonden.

7.1.6. Puffer und Losungen

PK-SDS-Lyse-L6sung :
10 mM Tris/HCL

1 mM EDTA pH 8.0
100 mM NacCl

0,5 % SDS

0,5 mg/ml PK

Ladepuffer-Losung (1 ml) :

0,25 % Bbp (Bromphenolblau)
15,0 % Ficoll

Aqua dest.

10 x TBE (= 0,89 M Tris + 0,89 M




Borsaure + 0,025 M EDTA)

Préhybridisierungslosung (1 1):
20 x SSC (250 ml)
Blocking-Reagenz (10 g)
N-Laurylsaccosine (1 g)

10 % SDS (200 pl)

Aqua dest.

PCR - Mix (47 pl) :

10 x PCR Puffer (pH 8,3) = 500 mM KCI
+ 100 mM Tris + 0,1%iges Gelatin + HCL
0,2 mM d NTP

1 puM Primer My 09

1 uM Primer My 11

5 U/ul Tag-Polymerase

Aqua dest.

Indolyl-Phosphat-Losung :

100 % Dimethylformamit (DMF)

5% 5-Bromo4-Chloro3-Indolylphosphat
(BCIP)

NBT-LOsung :
7,5 % Nitro Blue Tetrazolium
70 % DMF

Puffer 1 (pH 7,5) :
100 mM Tris

150 mM NacCl
HCI

nach Bedarf zur pH-Einstellung
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Puffer 3 (pH 9,5) :

100 mM Tris

100 mM NacCl

50 mM MgCI2

HCI nach Bedarf zur pH-Einstellung

TE-Puffer :
10 mM Tris-HCI pH 8,0 + 1 mM EDTA

Blot-Transferpuffer (LOXTBE) :
0,089 M Tris + 0,089 M Borsaure + 2,5

mM EDTA

7.1.7. Mikrotomvorbereitung

Abb. 1: Ummantelung des Mikrotomschlittens mit einer PVC-Folie um

Kontaminationen wahrend des Schneidevorganges zu verhindern.
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7.2. Auflistung aller Proben in der untersuchten Reihenfolge
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PT - Nr./ Alter |Befund HPV-Typ Eingang

Jahr ( mit Hinweis auf weitere Konisate )
1. 2098 / 94 24 Dysplasie (CIN 1) 16,66 18.1.94
2. 2845/ 94 21 Dysplasie (CIN 1) PT 583/95,PT19391/95 |6 10.2.94
3. 4306 / 94 76 Dysplasie (CIN 3) 33,35 29.3.94
4, 4847 1 94 50 Dysplasie (CIN 3) 16 22.4.94
5. 5236 /94 27 Dysplasie (CIN 2) 16 4.5.94
6. 6336 / 94 39 Dysplasie (CIN 3) 16 3.6.94
7. 6410/ 94 36 Dysplasie (CIN 3) 0 7.6.94
8. 6411 /94 58 Dysplasie (VIN 2) 0 7.6.94
9. 6617 /94 28 Dysplasie (CIN 3) PT 7476/94 |0 10.6.94
10. 6623 /94 43 Dysplasie (VIN 3) PT 7404/94 | 3-Glob. neg | 10.6.94
11. 6919 / 94 34 Dysplasie (CIN 3) 0 17.6.94
12. 7084 / 94 36 Dysplasie (CIN 3) PT 7706/94 | 16 22.6.94
13. 7236 /94 24 Dysplasie (CIN 3) 16,18 27.6.94
14, 7307 / 94 38 Dysplasie (CIN 3) 0 28.6.94
15. 7476/ 94 28 Dysplasie (CIN 3) S. 6617/94 | 31 4.7.94
16. 7695/ 94 41 Dysplasie (CIN 3) 18 8.7.94
17. 7705/ 94 25 Dysplasie (CIN 3) 16 8.7.94
18. 8207 /94 21 Dysplasie (CIN 2) 31 22.7.94
19. 8215/ 94 36 Dysplasie (VIN 3) 0 22.7.94
20. 8248 /94 28 Dysplasie (CIN 2) 6,16 25.7.94
21. 8303 /94 21 Dysplasie (CIN 3) 0 26.7.94
22. 8374 /94 26 Dysplasie (CIN 3) PT 10033/94 | 16 28.7.94
23. 8487 /94 34 Dysplasie (CIN 3) 16 1.8.94
24, 8639 /94 33 Dysplasie (CIN 2) PT 10348/94 | 6 4.8.94
25. 8700/ 94 31 Dysplasie (VIN 2) 16 8.8.94
26. 8813 /94 28 Dysplasie (CIN 3) 16 12.8.94
27. 9099 / 94 79 Dysplasie (VIN 2) 16 26.8.94
28. 9294 / 94 34 Dysplasie (CIN 2) 6 1.9.94
29. 9297 /94 25 Dysplasie (CIN 1) MM7 1.9.94
30. 9303 /94 41 Dysplasie (CIN 2) S.7629/94 |0 2.9.94
31. 9738 /94 45 Dysplasie (CIN 2) 33 13.9.94
32. 10033 /94 26 Dysplasie (CIN 3) S. 8374/94 | 16 20.9.94
33. 10348/ 94 33 Dysplasie (CIN 3) S. 8639/94 | 16 28.9.94
34. 12153 /94 32 Dysplasie (CIN 3) 16 9.11.94
35. 12444 | 94 29 Dysplasie (CIN 2) 0 15.11.94
36. 12700/ 94 37 Dysplasie (CIN 3) 0 22.11.94
37. 12737 1 94 27 Dysplasie (CIN 3) 16 23.11.94
38. 12831 /94 25 Dysplasie (CIN 3) MM9 24.11.94
39. 12935/ 94 27 Dysplasie (CIN 3) 18 28.11.94
40. 13116 /94 23 Dysplasie (CIN 3) 16,18 1.12.94
41. 14261/ 94 45 Dysplasie (CIN 3) 16 30.12.94
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PT - Nr./ Alter | Befund HPV-Typ Eingang

Jahr ( mit Hinweis auf weitere Konisate )
42. 583 /95 22 Dysplasie (CIN 1) S. 2845/94 & |0 18.1.95

s.19391/94

43. 746 / 95 29 Dysplasie (CIN 3) 33 20.1.95
44. 920/ 95 46 Dysplasie (CIN 3) 0 24.1.95
45. 1159/ 95 54 Dysplasie (VIN 3) 6 27.1.95
46. 1245 /95 31 Dysplasie (VIN 2) 33 27.1.95
47. 1352 /95 29 Dysplasie (CIN 3) PT 20564/95 |16 31.1.95
48. 2134 /95 19 Dysplasie (CIN 2) 0 13.2.95
49. 2454 | 95 33 Dysplasie (CIN 3) 0 16.2.95
50. 2497 | 95 31 Dysplasie (CIN 3) 6 17.2.95
51. 2692 / 95 46 Dysplasie (CIN 2) 0 21.2.95
52. 2797/ 95 38 Dysplasie (CIN 3) 16 22.2.95
53. 4058 / 95 39 Dysplasie (CIN 3) 16 15.3.95
54. 4153/ 95 27 Dysplasie (CIN 3) 35 16.3.95
55. 4233 /95 34 Dysplasie (CIN 3) 3-Glob.neg |[17.3.95
56. 4473/ 95 25 Dysplasie (CIN 3) PT 10275/95|16 22.3.95
57. 4829 / 95 26 Dysplasie (CIN 3) 16 27.3.95
58. 5712/ 95 25 Dysplasie (CIN 3) 16 12.4.95
59. 5791/ 95 28 Dysplasie (CIN 2) 35 13.4.95
60. 5858 /95 20 Dysplasie (CIN 3) PT 6804/95 | 33 18.4.95
61. 5997/ 95 58 Dysplasie (VIN 3) 0 20.4.95
62. 7079 / 95 32 Dysplasie (CIN 3) PT 11433/95]| 16 11.5.95
63. 7446 / 95 33 Dysplasie (CIN 1) 0 16.5.95
64. 7710/ 95 25 Dysplasie (CIN 3) 16 19.5.95
65. 7772195 26 Dysplasie (CIN 2) 16 19.5.95
66. 7910/ 95 28 Dysplasie (CIN 3) 6 23.5.95
67. 8217 /95 37 Dysplasie (CIN 3) 16,35 29.5.95
68. 8321 /95 30 Dysplasie (CIN 3) 16,33 30.5.95
69. 8499 /95 31 Dysplasie (CIN 3) 31,35 1.6.95
70. 9285/ 95 42 Dysplasie (CIN 3) 0 15.6.95
71. 9388 / 95 51 Dysplasie (CIN 3) NWnm 16.6.95
72. 9556 / 95 19 Dysplasie (CIN 1) 31 20.6.95
73. 9783/ 95 25 Dysplasie (CIN 3) PT 12138/95|16 23.6.95
74. 9978 /95 36 Dysplasie (CIN 3) 16 27.6.95
75. 10117 /95 64 Dysplasie (CIN 2) 0 29.6.95
76. 10534 /95 35 Dysplasie (CIN 3) 33 6.7.95
77. 10551/ 95 28 Dysplasie (CIN 3) 16 6.7.95
78. 11135/95 29 Dysplasie (CIN 3) PT 15472/95| 31 19.7.95
79. 11221 /95 32 Dysplasie (CIN 3) 33 20.7.95
80. 11433 /95 32 Dysplasie (CIN 3) s.7079/95 |16 27.7.95
81. 12138 /95 37 Dysplasie (CIN 3) s. 9783/95 |0 11.8.95
82. 12181 /95 32 Dysplasie (CIN 3) 0 11.8.95
83. 12371/ 95 75 Dysplasie (VIN 3) 16 15.8.95
84. 13105/ 95 23 Dysplasie (CIN 3) 16 25.8.95
85. 13198/ 95 31 Dysplasie (CIN 3) 16 28.8.95
86. 13245/ 95 24 Dysplasie (CIN 2) PT 13766/95|11,16 29.8.95
87. 13369 /95 44 Dysplasie (CIN 3) PT 14238/95|16 30.8.95
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PT - Nr./ Alter | Befund HPV-Typ Eingang

Jahr ( mit Hinweis auf weitere Konisate )
88. 13531 /95 26 Dysplasie (CIN 3) s. 13467/95 |0 31.8.95
89. 13618 /95 26 Dysplasie (CIN 3) PT 17564/95 | NWnm 1.9.95
90. 13993/ 95 17 Dysplasie (CIN 3) PT 16324/95|33 7.9.95
91. 14052 / 95 47 Dysplasie (VIN 3) 16 7.9.95
92. 14083/ 95 32 Dysplasie (CIN 2) 16 8.9.95
93. 14228 /95 30 Dysplasie (CIN 3) 16 11.9.95
94. 14325/ 95 25 Dysplasie (CIN 3) 16 12.9.95
95. 14326/ 95 29 Dysplasie (CIN 3) PT 15473/95 |16 12.9.95
96. 14399/ 95 34 Dysplasie (CIN 3) 35 12.9.95
97. 14404 / 95 42 Dysplasie (CIN 3) 0 12.9.95
98. 14557 / 95 24 Dysplasie (CIN 3) 16 14.9.95
99. 14761 /95 33 Dysplasie (CIN 3) 53 15.9.95
100. [14963/95 35 Dysplasie (CIN 3) PT 16884/95|16 19.9.95
101. |[15116/95 34 Dysplasie (CIN 3) 16 20.9.95
102. |[15472/95 30 Dysplasie (CIN 3) s.11135/95 |31 25.9.95
103. |15633/95 36 Dysplasie (CIN 3) 16 26.9.95
104. [15634 /95 28 Dysplasie (CIN 3) PT 1389/96 |16 26.9.95
105. |[15694 /95 26 Dysplasie (CIN 2) 16 27.9.95
106. |16181/95 30 Dysplasie (CIN 3) 58 5.10.95
107. |[16319/95 26 Dysplasie (CIN 2) 16 6.10.95
108. [16342/95 26 Dysplasie (CIN 3) s. 13993/95 | 16 6.10.95
109. |16345/95 45 Dysplasie (CIN 3) 16 6.10.95
110. |16491/95 52 Dysplasie (VIN 2) 64 10.10.95
111. [16790/95 37 Dysplasie (CIN 2) 18 12.10.95
112. [16969/95 24 Dysplasie (CIN 3) 6,16,31 16.10.95
113. [17108/95 38 Dysplasie (CIN 3) 16,31 17.10.95

PT 18158/95
114. [17193/95 48 Dysplasie (CIN 3) 16 17.10.95
115. [17290/95 40 Dysplasie (CIN 3) 16 18.10.95
116. [17486 /95 41 Dysplasie (CIN 2) 0 20.10.95
117. |[17573/95 19 Dysplasie (VIN 3) 0 20.10.95
118. [19391/95 23 Dysplasie (CIN 1) S. 2845/94 |6 9.11.95
s. 583/94

119. 1389 / 96 29 Dysplasie (CIN 2) s. 15634/95 [ 18 18.1.96
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PT - Nr./ Alter | Befund : Karzinom HPV-Typ Eingang
Jahr
120. 5877 /94 45 Cervix CA 18 25.5.94
121. 9001 /94 50 Cervix CA 16 23.8.94
122. 10597 /94 38 Cervix CA 0 5.10.94
123. [13052/94 84 Vaginal CA 16 30.11.94
124. |13569/94 48 Cervix CA NWnm 12.12.94
125. |[14218/94 35 Cervix CA 16 29.12.94
126. 11/95 76 Cervix CA 33 2.1.95
127. 7557 / 95 30 Cervix CA 18 17.5.95
128. 9028 / 95 68 Vaginal CA 0 13.6.95
129. [13159/95 65 Cervix CA 18 25.8.95
PT-Nr. / Alter | Befunde : Leukoplakie der HPV-Typ Eingang
Jahr Portio und andere
130. 2816 /94 29 Leukoplakie 16 9.2.94
131. 4046 / 94 26 Leukoplakie 3-Glob.neg |18.3.94
132. 5982/ 94 28 Leukoplakie 0 27.5.94
133. [11622/94 35 Leukoplakie 18 28.10.94
134. 5505 / 95 59 Leukoplakie 3-Glob.neg | 7.4.95
135. 7655 /95 35 Leukoplakie 6 18.5.95
136. 8078 /95 37 Leukoplakie 16 24.5.95
137. 13987 /95 50 Leukoplakie 0 7.9.95
138. |15435/95 38 Leukoplakie 0 22.9.95
139. 3559 /95 25 papillomatdse Epithelhyperplasie |R-Glob.neg |7.3.95
140. |[20564 /95 30 enzindlich infiltrierte Portio 0 21.11.95

s. 1352/95
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7.3. Abkurzungsverzeichnis

CCA

CIN

HPV

PCR
- Std PCR
-n PCR

SIL
-HSIL
-LSIL

STD

VCA

VIN

Chemikalien

DMF

EDTA

NaCL

PK

Zervixkarzinom

zervikale intraepitheliale Neoplasie

Humanes Papilloma Virus

Polymerase Chain Reaction
- Standard PCR
- nested-PCR

low grade squamous intraepithelial lesion
High grade squamous intraepithelial lesion

»sexually transmitted disease*, sexuell
Ubertragbare Erkrankungen

Vulvakarzinom

vulvare intraepitheliale Neoplasie

Dimethylformamid
Ethylendinitrotetraessigséure-
Dinatriumsalz Dihydrat
Natriumchlorid

Proteinase K



SDS

SSC

TBE

TEMED

Sodiumdodecylsulfat
Trinatriumcitrat-Natriumchlorid
Tris Borsaure EDTA

Tetramethylethylendiamin
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