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Nachweis und Differenzierung von Humanen Papillomviren
der Typen 6,11,16,18 und 33 in Cervix-Abstrichen
mittels PCR
PCK (IdccHon human papillomavirus lypes 6,11, 16,18 and 33 in cytological samples

Marina S/cinkc. Ursula Gei.wfer1. S. GW/racY/, W. Jaroas

Zusammenfassung

Es \vird eine Methode ziun Nachweis und zur Diffe-
renzierung von HP V für Ccrvixabs triebe dargestellt.

Der DNA-Srhnellaufschluß erfolgte mittels eines
nichtionischen Dclergenzienpufiers und Proteinase
K. Für die PCR wurden HPV-Konsensuspriiner und
typenspezifische HP V-Primer für die Typen HPV 6,
1l, 16. 18 und 33 eingesetzt.

Der neu eingeführte HPV 16 5'-Priiner MS 18
5*-TGTGCGCATTAGTGGCCATCC führte zu ver-
besserten Amplifikaten (in Kombination mit dem 3'-
Primcr 16-2 nach Van den Brule [1]). Zur Qualitäts-
sicherung wurden in der PCR Positivkontrollen und
Negativkon trollen, sowie -Globin-Primer als inter-
ner Standard mitgefühlt. Alle HPV 16 positiven Pro-
ben wurden zusätzlich mit den Restriktionsendonu-
kleasen Mun I und Mse I geschnitten und sequen-
ziert (Einzels t rang — Festphasen — Sequenzierung
mit \I-280-Strcptavidin Dynabeads und dem T7-
Terminator-Kir auf dem automatischen Sequenzer
373A).

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

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

Schlüsselwörter

HPV-PCR

Summary

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

DNA was extracted by heating the samples in PCR
buffer \vitli nonionic detergents and proteinase K.
Consensus primers and type-specific primers were
used fbr diagnostic analysis of HPV 6. 11,16, 18 and
33. A newly designed upper HPV 16 primer was
used for iinproved detection of HPV 16:
5'-TGTGGGCATTAGTGGCCATCC (in combina-
tipn witli the lower primer 16-2 äs described by Van
den Brille et al.) [1]. We used ß-globin primers äs 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 witli restriction endonucleases Mun l
and Mse I. Samples witli questionable PCR products
were sequenced with a solid-phase sequencing pro-
cednre using T7 dye-terminators and magnetic
beads on the Sequencer 373A.
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50 patients with GIN were examincd for HPV 6,
1t 16, 18 and 33 with PGR beforc conization. HPV
positive rcsuks with type-specific primers were
obtaincd in 32 patients. 75 % of thein were HPV 16
positive. Positive results with HPV consensus pri-
mers were found in 40 patients.

In patients with normal cqrvical histology, die
HPV detection rate with PCR was 2 out of 6 (33 %).
hi patients with· CIN a higlier prevalence of HPV rate'
was found (67 % in CIN I, H and 59 % in CIN III).
All patients with earcinomas were HPV positive.

Key words
HPV - PCR

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

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

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine
potentiell geeignete Methode für den Nachweis und
die Typisierung von HPV. Ziel dieser Arbeit war es,
eine praktikable Methode zum Nachweis und zur
Differenzierung von HPV zu erarbeiten und diese an
50 Cervixabstrichen von Patientinnen mit zytologi-
schern Verdacht auf eine CIN zu validieren. Außer-
dem sollte geprüft werden, ob Zusammenhänge zwi-
schen den histologischen Befunden ujid dem Nach-
weis von HPV bestehen.

Material und Methoden
50 CervLxabstriche von 50 stationären Patientinnen
der Klinik und Poliklinik für Frauenheilkunde und
Geburtshilfe des Universitätsklinikums Carl Gustav

Abkürzungen:
HPV = Humane Papillomviren
CIN = Cervicale Intraepitheliale Neoplasie

Cnms der TU Dresden mit zytologischein Vm.lw.ht
auf CIN wurden vor Konisutioii in der PCR auf HP V
6, 11, 16, 18 und 33 untersucht.

Die Abstriche wurden mit einem Wattetupfer ent-
nommen, welcher 24 h bei +4 °C in 2 ml physiologi-
scher Kochsalzlösung inkubierl wurde. Nach kräfti-
gem Vbrtexon und Entfernung des Tupfers folgte eine
zehn min ütige Zerrt rifugation bei 4000 U/min. Nach
Dekantierung des Überstandes stand die verblei-
bende Zellsnspension für einen Schnelluufschhiß
der DNA zur Verfügung:

50 Suspension, 500 nichtioiiischer Detergcn-
zienpuffer (enthält Triton XIOO und Tween 20) und
5 Proteinase K (10 mg/ml) wurden 2 h bei 56 °C
inkubiert, 10 min gekocht, um die Proteinase K zn
inaktivieren und schnell abgekühlt.

10 dieses Scluiellaufschlusses kamen in der
PCR zum Einsatz. Die Messung des DNA-Gehalts
des Schnell auf Schlusses erfolgte fluoro metrisch mit
dem Hocchst-Fluoreszenz-Farbstoff H 33258 auf
dem Mini^Fluorometer TKO 100 (Hoefer Scientific
Instruments, San Francisco). Es schloß sich eine
PCR (25 -Ansätze) in dem Thcrrnal Cycler 9600
(Bodenseewerk Perkin Ehner GmbH, Uberlingen)
an. Die Endkonzeiitrationen im Ansatz betrugen 100
inM Tris/HCl (pH 8,3); 50 mM KC1; 1.5 inM MgCl·,;
je 0,2 nM dATP, dCTR dCTP, dTTP; 0,25 % (v/v)
Dimelhylsulfoxid; je 0,4 Primer; 0,5 # DNA; 2
Einheiten Taq-Polymerase (Bcckman Instruments
GmbH, München).

Wir verwendeten folgende PCR-Profile:
für die Ll-HPV-Konseiisus-Priincr:
94eC,30s;
53 °C, 45s;
72 °C, l min; 40 Zyklen
für'die typenspezifischen HPV-Primer:
94°C,3bs;
55 °C, 45 s;
72 °C, l min; 40 Zyklen

Für die PCR verwendeten wir die HPV L l Kon-
sensus-Primer MY09 und MY11 nach Manos [·*]
und die typenspezifischen HPV-Primer 6-1 und 6-2
für HPV 6, 11-1 und 11-2 für HPV 11,16-1 und 16-2
für HPV 16, 18-1 und 18-2 für HPV 18, und 33-1
und 33-2 für HPV 33 nach Vaii den Brule [5]
(Tabelle 1). Für die Synthese der Priiner kam der
Gene Assembler Plus (Pharmacia LKB GmbH, Frei-
burg) Einsatz.

Bei jeder PCR führten wir Positivkon trollen und
Negativkontrollen (Mastermix + Wasser und gcno-
mische DNA) mit. Als Positivkontrollc für HPV 16
verwendeten wir CaSki-Zellen (American Type Cul-
ture Collection, Rockville, MD). Diese Zcllinie cait-
hält mehr als 500 Kopien HPV 16 pro Zelle [6]. Als
Positivkontrolle für HPV 18 verwendeten wir HeLa-
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Zollen (American Type Culturc Collectior). Rock-
villo. MD). HeLn-ZOJlen enthalten 10-50 Kopien
I I P V 18pmZ«'.hV[6].

Als inirr iHMi Standard verwendeten wir -Glohin-
Primrr nach Saiki [7] in 2 verschiedenen Kombina-
lionrn in Abh ngigkeit von der L nge des I1PV-
PCIMVodukirs: die Printer PCO., und PCO4 mit
einem Produkt von HO hp und die Priiner PCO* und
GHjn nii t einem Produkt von 2o8 bp. Die -Glohiri-
Priiner wurden gemeinsam mit den entsprechenden
HPV-PrimtTii in einem Ansatz eingesetzt.

Die PGH-Produkte wurden eleklrophoretisch. in
einem 2 %igen /Vgarosegel mit Ethidiiunbroinid
gepr ft und unter UV-Licht mit einer Polaroid-
Kamera fotografiert.

Alle HP V 16-positiven Proben wurden mit den
Resiriktionsendouukleasen Mun I (Fcrmcntas, Vil-
nius) und Mse I (New England BioLabs GmbH,
Beverly, MA) geschnitten (Elektrophorese in 3 %
NuSieve-Gcl) und au erdem sequenziert (Festpha-
seu-Einzelstrang-DNA-Sequenzierung unter Ver-
wendung des T7-Terminator-Kits (Applied Biosy-
stems GmbH) und M-280 Streptavidin-Dynabeads
(DynaL Hamburg) auf dem automatischen Sequen-
zer 373 A (Applied Biosystems GmbH).

F r die Sequenzierung wurde eine 50 ìÉ-PCR
unter Verwendung eines biotinylierten HPV 16-2-
Priniers und eines un modifizierten MS18-Primers
durchgef lirt.

Die Einzelstrangpr paration erfolgte entspre-
chend der Arbeitsvorsclirift der Firma Dynal. 20 ìÀ
M-280 Streptavidin-Dyiiabeads (10 ìg/ml) wurden
einmal mit 20 ìÀ B&W-Puffer (Bindujigs & Wasch-
puffer) gewaschen und in 40 ìÀ B&AV-Puffer resu-
speucliert. Zur Einzelstrangpr paration wurden 40
ìÀ PCR-Produkt und 40 ìÀ Dynabeads unter st ndi-
gem Sch tteln 30 min bei Raumtemperatur inku-
biert. Nach Entfernung des berstandes und einma-
ligem Waschen mit B&W-Puffer wurden die Dyna-
beads in 10 ìÀ Ï,ÉÌ NaOH resuspendiert und 15 min
bei Raumtemperatur inkubiert, einmal mit 0,15M
NaOH, einmal mit B&W-Puffer und einmal mit TE-
Puffer (Tris-EDTA-Puffer) gewaschen und in 14 ìÀ
des t. 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 ìÀ Wasser resuspendierte
Einzelstrang wurde zusammen mit 5ì1 5x ss MOPS-
Puffer und l ìÀ Sequenzierprimer 2 min bei 80 °C
inkubiert und langsam auf Raumtemperatur abge-
k hlt. Der Zugabe von 4 ìÀ Ô7 Terminator-Mix und
zweimin tiger Inkubation bei 37 °C folgten das
Zupipetticren von l ìÀ Ô7 DNA-Polymerase (1,5 U/
ìÀ) und eine zelmmin tige Inkubation bei 37 °C,
danach wurden die Proben auf Eis gestellt. Die
Abtrennung der bersch ssigen Farbstoffe erfolgte

anstelle der aufwendigen Phenol-Chioroform-
Extraktion durch viermaliges Waschen der Dyna-
beads mit dest. Wasser. Nach Resuspeiidierung der
Bcmb in 8 ìÀ Formatnid/50 mM EDTA (pH 8,0)
(5:1 v/v) und 2 min Denaturierung bei 90 °C wur-
den 4 ì! der Probe auf dem automatischen Sequen-
zer 373A sequenziert.

Ergebnisse
Nach Schnellisolation der DNA aus Cervixabstricben
konnten durch Einsatz von Koasensusprirriern bzw.
tvpenspezifisdieri HPV-Primern gut auswertbare
PCR-Produkte erhalten werden. Mit dem neu kon-
struierten HPV 16-Primer MS18 konnten st rkere
PCR-Produkte im Vergleich zu den von Van den
Brule et al. [5] beschriebenen HPV 16-Primern
amplifiziert werden. Tabelle l enth lt die von uns
verwendeten Prinier und die L nge der amplifizier-
ten Produkte.

Tabelle 1.

Primer

6-1
6-2

11-1
11-2
16-1
16-2
MS18
18-1
18-2
33-1
33-2
PC03
PC04
GH20
MY11
MY09

Primer

Sequenz

+5TAGTGGGCCTATGGCTCGTC3'
-5TCCATTAGCCTCCACGGGTG3'
+5'GGAATACATGCGCCATGTGG3'
-5'CGAGCAGACGTCCGTCCTCG3'
+5TGCTAGTGCTTATGCAGCAA3'
-S'ATTTACTGCAACATTGGTACS'
+5TGTGGGCATTAGTGGCCATCC3'
+5'AAGGATGCTGCACCGGCTGA3'
-5OACGCACACGCTTGGCAGGT3'
+5'ATGATAGATGATGTAACGCC3'
-5'GCACACTCCATGCGTATCAG3'
+5'ACACAACTGTGTTCACTAGC3'
-S'CAACTTCATCCACGTTCACCS'
+5OAAGAGCCAAGGACAGGTAC3'
+5'GCMCAGGGWCATAAYAATGG3'
-5'CGTCCMARRGGAWACTGATC3'
M=A+C, R=A+G,W = A+T,Y=C+T
HPV 6, 11,33
HPV 16
HPV 18

Produkt-
l nge (bp)

280

360

152
202

216

455
110

268

448
451
454

Der fluorometrisch bestimmte DNA-Gehalt der
Schnellisolationen betrug 8 bis 105 ìg/Inl. DNA
konnte aus allen Abstrichen isoliert werden. Alle
HPV 16 positiven PCR-Produkte lie en sich mit den
Restriktionsendonukleasen Mse I und Mun I schnei-
den und zeigten in der Sequenzierung volle berein-
stimmung mit der in der HPV-Datenbank vorgege-
benen DNA-Sequenz (Abb. 1,2).

Von 50 Patientinnen mit zytologischem Verdacht
auf GIN wurde bei 40 Patientinnen in der PCR mit
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222-
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bp
Abb. 1. PCR-Produkte von HPV16 im 3 % NuSieve-Gel
mit Ethidiumbromid. Spuren 5, 7, 9,11: ungeschnitten -
202 bp; Spuren 4, 6, 8, 10, 12: mit Mse l geschnitten -
131 bp + 71 bp; Spur 3: CaSki-Zellen; Spur 2: Master-
mix + H2O; Spur 1: pGEM-Marker G1741 (Promega)

AATTGTGTTTAATTGGTTGCAAACCACCTATAGGQGAAGACTGGGGCAAAGi

"lumn T

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-T^pen ergab folgendes Bild: 24 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, l 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%)
HPV33 .6(19%)
HPV 18 3( 9%)
HPV 11 2 ( 6 % )
HPV 6 1 ( 3%)

Doppelinfektionen 4

Wir fanden 4 Patientinnen mit einer HPV-Dop-
peliufektion (Ix HPV 16 H- HPV 6, Ix HPV 16 +
HPV 11, ix HPV 16 + HPV 18, 1x HPV 16 +
HPV 33). In Tabelle 3 werden die histologischeii
Befunde mit den Ergebnissen der PCR verglichen. Es
wird deutlich, daß gesicherte Karzinome (la und Ib)
in jedem Fall HPV positiv waren, Patientinnen mit
Cervicaler Intraepithelialer Neoplasie (GIN I, II, III)
waren zu ca. 2/3 mit HPV infiziert, während Patien-
tinnen ohne Atypien nur in ca. 1/3 der Fälle eine
HPV-Infektion auf wiesen.

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

HistologischerTyp Zahl der HPV-positiv
Falle

HPV-Typ (n)

keine Atypien

CIN 1, II

GIN II I

la
Ib

Keine Histologie

6

15

22

3
3

1

2 ( 33 %)

10 ( 67%)

13 ( 59%)

3(100%)
3(100%)

1

16(1)
18(1)
11(1)
16(8)
18(1)
33(2)

6(1)
16(10)
18(1)
33(3)
16(3)
16(2)
33(1)
11(1)

Diskussion

Nach unseren Erfahrungen eignen sich Schnellprä-
parationen, um bei begrenztem Material ausrei-
chende, sequenzierbare DNA-Mengen zu gewinnen.
Die von uns verwendete Methode zum Schnellauf-
schluß der DNA aus Cervixabstrichen imt einem
nichtionischeii Detergeiizienpuffer und Protein äse K
ist gegenüber der klassischen Methode der Phenol-
Chloroform-Extraktion schneller und methodisch
weniger aufwendig. Wir konnten in den SchnelJauf-
schlüssen fluorometrisch einen DNA-Gehalt von
durchschnittlich 50 g/ml bestimmen. Die fluoro-
metrische Bestimmung sollte sichern, daß eine Min-
destmenge DNA vorhanden war. Die PCR mit ß-Glo-
bin-Primern war immer möglich. Wichtig ist die
24stündige Inkubation der Abstriche, um eine maxi-
male Zellablösung von den Wattetupfern zu errei-
chen.

Da bei der Schnellisolation ein Umpipettieren der
Phasen nicht erforderlich ist, wird die Gcfalu- des
Verlustes extrem kleiner DNA-Mengen minimiert.
Der Nachteil der Sclmellisolationsinethode besteht
in der kürzeren Haltbarkeit der DNA im Vergleich zu
Pheiiol-Chloroform-Extraktionen. Nach einem Jahr
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«In* Sojmpllpraparntioiieii bei 4 °C waren
Pnpillomvircn in nur noch 50% der IfPV-posifivcn
Proben luirhwcisbnr.

Die von uns verwendeten l IPV-Konscnsus-Primcr
MY09 und [4] ergaben in der PCR stärkere
Amplifikatr als die von Van drn Bnile [5] verwende-
ten Koiisciius-Prinn;r CP5 und CP6, was mit (Jen
Ergebnissen anderer Autoren übereinstimmt [8]. Die
lypenspe'/ifisehen 11P V-Primer verwendeten wir
nach Van den Brule [1], mit Ausnahme des Primers
MS 18 anstelle des Primers HPV 16-1, womit wir ver-
besserte Amplifikate erzielten. Die typenspezifischen
l IPY-Primer naeh Van den Brule sind so ausgewählt,
daß die Produktlätigcn unterschiedlich sind und so
alle Primcr in einer PCH eingesetzt werden können
[1]. Die drei verwendeten ß-Globin-Primer [3] wur-
den in xwei Kombinationen verwendet, so daß das
PCR-Produkl sich gut vom HPV-Produkt in der
Elektrophorese unterschied (PC03 und PCO*-110
bp: CHoo und PC04-263 bp). Das HPV 16 PCR-Pro-
dukt (biotinylierter HPV 16-2 und MS18) ließ sich
gut sequenzieren. Als Sequcnzicrprimer eigneten
sieh MS 18 und 16-1 gleich gut.

Die von uns gefundenen Ergebnisse beim Nach-
weis von HPV in 50 Cervix-Abstrichen von Patien-
tinnen mit zytologischem Verdacht auf GIN stimmen
gut mit. den Ergebnissen anderer Autoren überein
[1,9].

Mit den HPV-Konsensus-Primern waren 40
Patientinnen positiv, wogegen bei nur 32 Patientin-
nen mit typenspezifischeu Primern eine Infektion
mit HPV 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, 8,11,16,18,26, 27,30,31,33,35,
39,40, 41, 42,43, 45,47,48,51, 52,53,54, 55, 57,
58 und 59 erfaßt. In einem Fall erhielten wir mit den
HPV-Konsensus-Priniern kein PCR-Produkt,
obwohl wiederholt der Nachweis von HPV 16 mit
typenspezifischen Primern gelang. Von Tucker et al.
wird beschrieben, daß große Mengen an genomi-
scher DNA zu einer erschwerten Anlagerung beson-
ders von Konsensus-Priinem an die Ziel-DNA füh-
ren [11]. Außerdem kommt es zur Verfälsclrung der
Ergebnisse bei Infektionen mit mehreren HPV-
Typen.

Zahlreiche Autoren haben bei hohen Nach weisra-
ten von HPV Probleme durch Kontaminationen. In
unserem Labor führten wir eine strikte räumliche
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 endgültigen Beweis für den nachge-
wiesenen HPV-Typ. Die Gruppen GIN I, II und GIN
111 zeigten einen vergleiclibareii Prozentsatz an

HPy-Positivcn in der PCR (67% bzw. 59%).
Patientinnen mit gesicherte« Karzinomen waren in
jedem Rill HPV positiv. Mit zunehmender Maligriis-
ierung war ein höherer Prozentsatz von f IPV-lfifek-
ticrncn nachweisbar.

Die Korrelation der Malignität eines Karzinoms
mit der HPV-Infektionsrate ist umstritten. Von
Bedeutung hierfür scheinen Infektionen mit solchen
Papillomviren zu sein, welche Brüche in bestimmten
Hegionen auf weisen, z.B. in der E2-Region [12, 13].
wodurch eine Intcgrierung in das Genom ermöglicht
wird. Zwei der sechs Patientinnen ohne histologische
Atypien zeigten in der PCR einen positiven HPV-
ßefund. Hierbei könnte es sich um frische Infektio-
nen handeln, die noch keine histologischen Verände-
rungen hervorgerufen haben. Viele Autoren ver-
zeichneten eine hohe Nachweisrate insbesondere von
HPV 16 bei zytologisch unauffälligen Frauen [9].
Der alleinige Nachweis von HPV 16-DNA ist als
Malignitätsmarker nur eingeschränkt verwendbar.
Therapeutische Konsequenzen werden nach wie vor
nach zytologischen, histologischen und kolposkopi-
schen Befunden gezogen.
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