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Nachweis und Differenziecrung von Humanen Papillomviren
der Typen 6, 11, 16, 18 und 33 in Cervix-Abstrichen

mittels PCR

PCR detection of human papillomavirus types 6, 11, 16, 18 and 33 in cytological samples

Marina Steinke. Ursuda Gedssler!.

Zusammenfassung

Es wird eine Methode zwn Nachweis und zur Diffe-
renzierung von HPV fiir Cervixabstriche dargestellt.

Der DNA-Schnellaufschluf erfolgte mittels eincs
nichtionischen Deter, tgumenpullelb und Proteinase
K. Fiir dic PCR wurden HPV-Konsensusprimer und
typenspezifische HPV-Primer fiir die Typen HPV 6,
11, 16, 18 und 33 eingesetzt.

Der neu cingefiihr te HPV 16 5*-Primer MS 18

5-TGTGGGCATTAGTGGCCATCC fiihrte zu ver-
I)esqel ten Amplifikaten (in Kombination mit dem 3’-
Primer 16-2 nach Van den Brule [1]). Zur Qualitits-
sicherung wurden in der PCR Positivkontrollen und
Negativkontrollen, sowie B-Globin-Primer als inter-
ner Standard mitgefiihrt. Alle HPV 16 positiven Pro-
ben wurden zusétzlich mit den Restriktionsendonu-
kleasen Mun T und Mse T geschnitten und secquen-
ziert (Einzelstrang — Festphasen — Sequenzierung
mit M-280-Streptavidin Dynabeads und dem T7-
Terminator-Kit auf dem automatischen Sequenzer
373A).

Die Methode wurde an 50 Cervixabstrichen von
Patientinnen mit zytologischem Verdacht auf Cervi-
cale Intraepitheliale Neoplasie (CIN) im Alter von
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21-77 Jahren validiert. Mit den HPV-Konsensus-
Primern waren 40 Patientinnen HPV positiv. 32
Abstriche waren in der PCR mit typenspezifischen
Primern HPV positiv. 75 % davon waren mit HPY
16 infiziert.

Zwei der sechs Patientinnen ohne histologische
Atypien waren in der PCR HPV positiv. Die Gruppen
CIN I, IT und CIN II zeigten einen vergleichbaren
Prozentsatz an HPV-Positiven in der PCR (67 %
bzw. 59%). Bei Karzinompatientinnen wurde in
jedem Fall eine HPV-Infektion nachgewiesen.

Schliisselworter
HPV - PCR
Sumhaw

A routine method for the detection and typing of
HPYV in cervical smears is described.

DNA was extracted by heating the samples in PCR
buffer with nonionic detergents and proteinase K.

Consensus primers and type-specific primers were

used for diagnostic analysis of HPV 6, 11, 16, 18 and
33. A newly designed upper HPV 16 primer was
used for improved detection of HPV 16:

5’-TCTGGGCATTAGCTCGCCATCC (in combina-
tion with the lower primer 16-2 as described by Van
den Brule et al.) [1]. We used B-globin primers as an
internal standard to control the quality of the DNA
preparation. In addition, the specificity of HPV 16

PCR products in positive samples was characterized

by digestion with restriction endonucleases Mun 1
and Mse I. Samples with questionable PCR products
were sequenced with a solid-phase sequencing pro-
cedure using T7 dye-terminators and magnetic
beads on the Sequencer 373A.
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50 patients with CIN were examined for HPV 6,
11, 16. 18 and 33 with PCR before conization. HPV
positive results with type-specific primers were
obtained in 32 patients. 75 % of them were HPV 16
positive. Posm\e results with HPV consensus pri-
mers were found in 40 patients.

In patients with nermal cervical lustolotrv, the
HPYV detection rate with PCR was 2 out of 6 (33 %).

In patients with CIN a higher prevalence of HPV rate

was found (67 % in CIN L, I and 59 % in CIN III).
All patients with carcinomas were HPV positive.
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Einleitung

Humane Papillomviren (HPV) befallen Haut und
Schleimhiute und induzieren Warzen, Kondylome
und intraepitheliale Neoplasien. Bis zum gegenwiir-
tigen Zeitpunkt sind iiber 60 Genotyen bekannt und
24 aus dem Genitalbereich isoliert worden [2, 3].
Die Typen HPV 16, 18 und 33 zeichnen sich durch
héufiges Auftreten in anogenitalen Karzinomen aus.

Da die Vermehrung von Papillomviren in vitro
nicht moglich ist, stellt der molekularbiologische
Nachweis eine attraktive Methode zur Typisierung
von HPV dar.

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine
potentiell geeignete Methode fiir den Nachweis und
die Typisierung von HPV. Ziel dieser Arbeit war es,

eine praktikable Methode zum Nachweis und zur

Diffcrenzierung von HPV zu erarbeiten und diese an
50 Cervixabstrichen von Patientinnen it zytologi-
schem Verdacht auf eine CIN zu validieren. Auf3er-
dem sollte gepriift werden, ob Zusammenhiinge zwi-
schen den histologischen Befunden und dem Nach-
weis von HPV bestehen.

Material und Methoden

50 Cervixabstriche von 50 stationiren Patientinnen
der Klinik und Poliklinik fiir Frauenheilkunde und
Geburtshilfe des Universitatsklinikums Carl Gustav

Abkiirzungen:

HPV = Humane Papillomviren
CIN = Cervicale Intraepitheliale Neoplasie

Carus der TU Dresden mit zy lo]ogm( hem Verdache
aul CIN wurden vor Konisation in der PCR auf HPV
6, 11, 16, 18 und 33 untersucht.

Die Abstriche wurden mit einem Wattetupler ent-
nommen. welcher 24 h bei +4 °C in 2 ml physiologi-
scher [\OdlbdlLl()Sllll" inkubiert wurde. Nach krafti-
gem Vortexen und Lutfeulung des Tupfers lolgte eine
/ehnmmutl"c Zentrifugation bei 4000 U/min. Nach
Dd\an(lerung des Uberstandes stand die verblei-
bende Zellsuspension fiir cinen Schuellaufschluf
der DNA zur Verfiigung:

50 pl Suspension, 500 wl nichtionischer Detergen-
zienpufter (enthalt Triton X100 und Tween 20) und
5 wl Proteinase K (10 mg/ml) wurden 2 h bei 56 °C
inkubiert, 10 min gekocht, um die Proteinase K zu
inaktivieren und schnell abgekiihlt.

10 wl dieses Schmellaufschlusses kamen in der
PCR zum Einsatz. Diec Messung des DNA-Gehalts
des Schuellaufschlusses erfolgte fluorometrisch mit
dem Hocchst-Fluoreszenz-Farbstoff 11 33258 auf
dem Mini-Fluorometer TKO 100 (Hoefer Scientific
Instruments, San Francisco). Es schlof3 sich eine
PCR (25 pl-Ansitze) in dem Thermal Cycler 9600
(Bodenseewerk Perkin Elmer GmbH, Uberlingen)
an. Die Endkonzentrationen im Ansatz I)elru«ren 100
mM Tris/HCI (pH 8,3); 50 mM KCl; 1,5 mM MgClgz,
je 0,2 nM dATP, dCTP, dCTP, dTTP; 0,25 % (v/v)
Dimethylsulfoxid; je 0,4 puM Primer; 0,5 pg DNA; 2
Einheiten Taqg-Polymerase (Beckman Instruments

GmbH, Miinchen).

Wir verwendeten folgende PCR-Profile:
fir die L1-HPV Konseusus Primer:
94 °C, 30 s;
53 °C. 45 s;
72 °C, 1 min; 40 Zyklen
fiir‘die typenspezifischen HPV-Primer:
94 °C, 30 s;
55 °C, 45 s;
72 °C, 1 min; 40 Zyklen

Fiir die PCR verwendeten wir die HPY L1 Kon-
sensus-Primer MY09 und MY11 nach Manos [+]
und die typenspezifischen HPV-Primer 6-1 und 6-2
fiir HPV 6, 11-1 und 11-2 fiir HPV 11, 16-1 und 16-2
fiir HPV 16, 18-1 und 18-2 fiir HPV 18, und 33-1
und 33-2 fiir HPV 33 nach Van den Brule [5]
(Tabelle 1). Fiir die Synthese der Primer kam der
Gene Assembler Plus (lerma( ia LKB GmbH. Frei-
burg) zum Einsatz.

Boi jeder PCR fiihrten wir Positivkontrollen und
Negativkontrollen (Mastermix + Wasser und geno-
1mschc DNA) mit. Als Positivkontrolle fiir HPV 16
verwendeten wir CaSki-Zellen (American Type Cul-
ture Collection, Rockville, MD). Diese Zellinie ent-
hilt mehr als 500 Kopien [PV 16 pro Zelle [6]. Als
Positivkontrolle fiir HPV 18 verwendeten wir Hela-
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Zellen (American Type Culture Collection. Rock-
ville, MD). Hela-Zellen enthalten 10-50 Kopien
HPY 18 pro Zelle [6].

Als internen Standard verwendeten wir f-Clobin-
Primer nach Saiki {7] in 2 verschiedenen Kombina-
tionen in Abhiéingigkeit von der Linge des HPV-
PCR-Produkies: die Primer PCO3 und PCO, mit
cinem Produkt von 110 bp und die Primer PCO, und
Gl mit einem Produkt von 208 bp. Dic B-Globin-
Primer warden gemeinsam mit den entsprechenden
HPV-Primern in einem Ansatz cingesetzt.

Die PCR-Produkte wurden ele l\uophmvusch in
einem 2 %igen z\ﬂ.unsog,ol mit Ethidiumbromid
gepriilt uml unter UV-Licht mit einer Polaroid-
Kamera fotografiert.

Alle HPV 16-positiven Proben wurden mit den
Restriktionsendonukleasen Mun I (Fermentas, Vil-
nius) und Mse I (New England Biol.abs GmbH,
Beverly, MA) geschnitten (Elokuophor(,e( in 3%
NuSicve-Gel) und auBerdem sequenziert (Festpha-
sen-liinzelstrang-DNA-Secuenzierung  unter  Ver-
wendung des T7-Terminator-Kits (Applied Biosy-
stems GmbH) und M-280 Streptavidin-Dynabeads
{Dynal. Hamburg) auf dem automatischen Sequen-
zer 373A (Applied Biosystems GmbH).

Fiir die Sequenzierung wurde cine 50 pl-PCR
unter Verwendung eines biotinylierten HPV 16-2-
Primers und eines unmodifizierten MS18-Primers
durchgefiihrt.

Dic Einzelstrangpriiparation erfolgte entspre-
chend der Arbeitsvorschrift der Firma Dynal. 20 pl
M-280 Streptavidin-Dynabeads (10 pg/ml) wurden
einmal mit 20 pl B&W-Puffer (Bindungs & Wasch-
puffer) gewaschen und in 40 pl B&W-Puffer resu-
spendiert. Zur Einzelstrangpriiparation wurden 40
wl PCR-Produkt und 40 pl Dynabeads unter stéandi-
gem Schiitteln 30 min bei Raumtemperatur inku-
lm,n Nach Entfernung des Uberstandes und einma-
ligem Waschen mit BS-W-Puffer wurden dic Dyna-
beads in 10 ul 0,1M NaOH resuspendiert und 15 min
bei Raumtemperatur inkubiert, einmal it 0,15M
NaOH, cinmal mit B& W-Puffer und einmal mit TE-
Puffer (Tris-EDTA-Puffer) gewaschen und in 14 wl
dest. Wasser resuspendiert.

Die Sequenzierung erfolgte entsprechend der
Arbeitsvorschrift der Firma Applied Biosystems
GmbH als Ein-Topf-Reaktion. Der an den Dyna-
beads gebundene und in 14 pl Wasser resuspendierte
Einzelstrang wurde zusammen mit Sul 5X ss MOPS-

Puffer und 1 ul Sequenzierprimer 2 min bei 80 °C -

inkubiert und langsam auf Raumtemperatur abge-
kiihlt. Der Zutfabe von 4 Wl T7 Terminator-Mix und
7\\elmmut1g<,r Inkubation bei 37 °C folgten das
Zupipetticren von 1 ul T7 DNA-Polymerase (1,5 U/
w) und cine zehnminiitige Inkubation bei 37 °C,
danach wurden die Proben auf Eis gestellt. Die
Abtrennung der iiberschiissigen Farbstoffe erfolgte
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unstelle  der  aufwendigen Phenol-Chloroform-
Extraktion durch viermaliges Waschen der Dyna-
beads mit dest. Wasser. Nach Resuspendierung der
Beads in 8 ul Formamid/50 mM EDTA (pH 8,0)
(5:1 v/v) und 2 min Denaturierung bei 90 °C wus-
den 4 pl dcr Probe auf dem automatischen Sequen-
zer 3T3A sequenziert. :

Ergebnisse

Nach Schnellisolation der DNA aus Cervixabstrichen
konnten durch Einsatz von Konsensusprimern bzw.
typenspezifischen HPV-Primern gut auswertbare
PCR-Produkte erhalten werden. Mit dem neu kon-
struierten HPV 16-Primer ‘MS18 konnten stéirkere
PCR-Produkte im Vergleich zu den von Van den
Brule et al. [5] beschriebenen HPV 16-Primern
amplifiziert werden. Tabelle 1 enthilt die von uns
verwendeten Primer und die Linge der amplifizier-
ten Produkte.

Tabelle 1. Primer

Primer Sequenz Produkt-
lénge (bp)
6-1 +5'TAGTGGGCCTATGGCTCGTC3’
6-2 ~5'TCCATTAGCCTCCACGGGTG3' 280
11-1 +5'GGAATACATGCGCCATGTGG3’
11-2 -5'CGAGCAGACGTCCGTCCTCG3' 360
16-1 +5'TGCTAGTGCTTATGCAGCAASZ’
16-2 -5'ATTTACTGCAACATTGGTAC3’ 152
MS18 +5'TGTGGGCATTAGTGGCCATCC3’ 202
18-1 +5’AAGGATGCTGCACCGGCTGAS'
18-2 —5'CACGCACACGCTTGGCAGGT3' 216
33-1 +5’ATGATAGATGATGTAACGCC3’
33-2 °~ -5'GCACACTCCATGCGTATCAG3’ 455
PCO, +5’ACACAACTGTGTTCACTAGC3’ 110
PCO, —5'CAACTTCATCCACGTTCACC3’
GHyo +5'GAAGAGCCAAGGACAGGTAC3’ 268
MY11 +5'GCMCAGGGWCATAAYAATGG3'
MYQ9 ~-5’CGTCCMARRGGAWACTGATC3'
M =A+C, R=A+G,W =A+T, Y =C+T
HPV 6, 11, 33 448
HPV 16 451
HPV 18 454

Der fluorometrisch bestimmte DNA-Gehalt der
Schuellisolationen betrug 8 bis 105 pg/ml. DNA
konnte aus allen Abstrichen isoliert werden. Alle
HPYV 16 positiven PCR-Produkte liefien sich mit den
Restriktionsendonukleasen Mse I und Mun I schnei-
den und zeigten in der Sequenzierung volle Uberein-
stimmung mit der in der HPV-Datenbank vorgege-
benen DNA-Secquenz (Abb. 1, 2).

Von 50 Patientinnen mit zytologischem Verdacht
auf CIN wurde bei 40 Patientinnen in der PCR mit
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Abb. 1. PCR-Produkte von HPV 16 im 3 % NuSieve-Gel
mit Ethidiumbromid. Spuren 5, 7, 9, 11: ungeschnitten —
202 bp; Spuren 4, 6, 8, 10, 12: mit Mse | geschnitten —
131 bp + 71 bp; Spur 3: CaSki-Zellen; Spur 2: Master-
mix + H,O; Spur 1: pGEM-Marker G1741 (Promega)
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Abb. 2. Nucleotid-Sequenz 6100-6150 von HPV 16
(Festphasen-Einzelstrang-Sequenzierung von HPV 16
auf dem automatischen Sequenzer 373A (Applied Bio-
systems GmbH)

HPV-Konsensusprimern und bei 32 Patientinnen
(64 %) mit typenspezifischen Primern ein positiver
HPV-Befund (Infektion mit HPV 6, 11, 16, 18, 33
oder Doppelinfektionen) erzielt. Die Verteilung der
HPV-Typen ergab folgendes Bild: 2+ Patientinnen
waren mit HPV 16 infiziert (das entspricht 75 % der
HPV-positiven Patientinnen). Die anderen nachge-
wiesenen HPV-Typen kamen seltener vor: 6 mal
HPV 33, 3 mal HPV 18 2 mal HPV 11, 1 mal HPV
6 (Tabelle 2). -

Tabelle 2. HPV Typenverteilung und Doppelinfektionen

n
Patienten 50
HPV positiv mit Konsensus-Primern 40
HPV positiv mit typenspezifischen Primern 32

HPV 16- 24 (75 %)

"HPV 33 .6 (19 %)

HPV 18 3(9%)

HPV 11 2(6%)

HPV 6 1(3%)
Doppelinfektionen 4

Wir fanden 4 Patientinnen it ciner HPV-Dop-
pelinfektion (1x HPV 16 + HPV 6, 1x HPV 16 +
HPV 11, 1x HPV 16 + PV 18, 1x HPV 16 +
HPY 33) In Tabelle 3 werden die histologischen
Befunde mit den Ergebnissen der PCR verglic hen. Es
wird deutlich, daf} gesicherte Karzinome (Ia und Ib)
in jedem Fall HPV positiv waren, Patientinnen mit
Cervicaler Intracpithelialer Neoplasie (CINL, 11, L11)

raren zu ca. 2/3 mit HPV infiziert, wihrend Patien-
tinnen ohne Atypien nur in ca. 1/3 der Fille cine
HPV-Infektion aufwiesen.

Tabelle 3. HPV-Nachweis und Typisierung in Abhangigkeit von
der Histologie

Histologischer Typ Zahl der HPV-positiv ~ HPV-Typ (n)
Falle
keine Atypien 6 2(33%) 16(1)
18(1)
CINI It 15 10 ( 67 %) 11(1)
16(8)
18(1)
33(2)
CIN it 22 13 ( 59 %) 6(1)
16(10)
18(1)
33(3)
la 3 3 (100 %) 16(3)
lb 3 3 (100 %) 16(2)
33(1)
Keine Histologie 1 1 11(1)
Diskussion

Nach unseren Erfahrungen eignen sich Schnellpri-
parationen, um bei begrenztem Material ausrei-
cheide, sequenzierbare DNA-Mengen zu gewinnen.
Die von uns verwendete Methode zum Schnellauf-
schluf? der DNA aus Cervixabstrichen mit einem
nichtionischen Detergenzienpuffer und Proteinase K
ist gegeniiber der klassischen Methode der Phenol-
Chloroform-Extraktion schneller und methodisch
weniger aufwendig. Wir konnten in den Schnellauf-
schliissen ﬂuorometnsch einen DNA-Gehalt von
durchschnittlich 50 pg/ml bestimmen. Dic fluoro-
metrische Bestunmung sollte sichern, daf? eine Min-
destmenge DNA vorhanden war. Die PCR mit B-Glo-
bm-anern war immer méglich. Wichtig ist die
24stiindige Inkubation der Abstriche, um eine maxi-
male Zellablésung von den” Wattetuplern zu errei-
chen.

Da bei der Schnellisolation ein Umpipettieren der
Phasen nicht erforderlich ist, wird die Gefalr des
Verlustes extrem kleiner DNA-Mengen minimiert.
Der Nachteil der Schnellisolationsmethode besteht
in der kiirzeren Haltbarkeit der DNA im Vergleich zu
Phenol-Chloroform-Extraktionen. Nach einem Jahr
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Lagenmg der Schuellpriiparationen bei 4 °C waren
Papillomviren in nur noch 50 % der HPV-positiven
Proben nachweishar.

Die von uns verwendeten HPV-Konsensus-Primer
MYO09 und MY 11 [4] evgaben in der PCR stiirkere
Amplifikate als die von Van den Brule [5] verwende-
ten Konsenus-Primer GP5 und CP6, was mit den
Ergebuissen anderer Autoren iibereinstimmt [8]. Die
typenspezifischen HPV-Primer  verwendeten  wir
nach Van den Brule [1], mit Ausnalune des Primers
MS18 anstelle des Primers HPV 16- 1, womit wir ver-
hesserte Amplifikate erzielten. Die typenspezifischen
HPV -Primer nach Van den Brule sind so ausgewéhlt,
dafs die Produktiingen unterschicdlich sind und so
alle Primer in ciner PCR cingesetzt werden kénnen
[1]. Die drei verwendeten B-Globin-Primer [3] wur-
den in zwei Kombinationen verwendet, so dafd das
PCR-Produkt sich gut vom HPV-Produkt in der
Elcktrophorese unterschied (PCO3; und PCO,-110
bp: GHay und PCO,-268 bp). Das HPV 16 PCR-Pro-
dukt (biotinylicrter HPV 16-2 und MS18) lief? sich
gut sequenzicren. Als Scquenzierprimer eigneten
sich MS18 und 16-1 gleich gut.

Dic von uns gefundenen Ergebnisse beim Nach-
weis von HPV in 50 Cervix-Abstrichen von Patien-
tinnen mit zytologischem Verdacht auf CIN stimmen
gut mit den Ergebnissen anderer Autoren iiberein
(1, 9].

Mit den HPV-Konsensus-Prinern waren 40
Patientinnen positiv, wogegen bei nur 32 Patientin-
nen mit typenspezifischen Primern eine Infektion
mit HPYV 6, 11. 16, 18 oder 33 nachgewiesen werden
konnte. Nach Schiffmann et al. [10] werden mit den
HPV-Konsensus-Primern MY09 und MY11 die
Typen HPV 5, 6, 8, 11, 10, 18, 26, 27, 30, 31, 33, 35,
39, 40. 41, 42, 43, 45, 47, 48, 51, 52, 53, 54, 55, 57,
58 und 59 erfafdt. In einem Fall erhielten wir mit den
HPV-Konsensus-Primern ~ kein  PCR-Produkt,
obwohl wiederholt der Nachweis von HPV 16 mit
typenspezifischen Primern gelang. Von Tucker et al.
wird beschrieben, daf} groffe Mengen an genomi-
scher DNA zu einer erschwerten Anlagerung beson-
ders von Konsensus-Primern an die Ziel-DNA fiih-
ren [11]. Aufferdern kommt es zur Verfilschung der
Ergebnisse bei Infektionen mit mehreren HPV-
Typen.

Zahlreiche Autoren haben bei hohen Nachweisra-
ten von HPV Probleme durch Kontaminationen. In
unserem Labor fithrten wir eine strikte riumliche
Trennung zwischen Probenvorbereitung und Ampli-
fikation/Detektion durch. Wir verwendeten keine
Plasmide, alle HPV-16 positiven Proben wurden mit
Restriktionsendonukleasen geschnitten und sequen-
ziert. Die direkte Sequenzierung PCR-amplifizierter
DNA liefert den endgiiltigen Beweis fiir den nachge-
wiesenen HPV-Typ. Die Gruppen CIN I, Il und CIN
Il zeigten einen vergleichbaren Prozentsatz an
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HPV-Positiven in der PCR (67% bzw. 59 %).
Patientinnen mit gesicherten Karzinomen waren in
jedem Full HPV positiv. Mit zunehmender Malignis-
jierung war ein héherer Prozentsatz von HPV-Infek-
tionen nachweisbar.

Die Korrelation der Malignitéit eines Karzinoms
mit der HPV-Infektionsrate ist umstritten. Von
Bedcutung hierfiir scheinen Infektionen mit solchen
Papillosviren zu sein, welche Briiche in bestimmmnten
Regionen aufweisen, z.B. in der E2-Region [12, 13].
wodurch eine Integrierung in das Genom erméglicht
wird. Zwei der sechs Patientinnen ohne histologische
Atypien zeigten in der PCR cinen positiven HPV-
Befund. Hierbei konnte es sich um frische Infektio-
nen handeln, die noch keine histologischen Veréinde-
rungen hervorgerufen hzben. Vicle Autoren ver-
zeichneten eine hohe Nachweisrate inshesondere von
HPV 16 bei zytologisch unauffilligen Frauen [9].
Der alleinige Nachweis von HPV 16-DNA ist als
Malignititsmarker nur eingeschriankt verwendbar.
Therapeutische Konsequenzen werden nach wie vor
nach zytologischen, histologischen und kolposkopi-
schen Befunden gezogen.
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