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Methoden der Detektion von

human papilloma virus (HPV)

*Hybridisierungstechniken
Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
DNA-Sequenzierungen

Fragment- und Restriktionsanalysen




Aus welchem Material wird HPV-DNA In
Instituten fur Pathologie 1.d.R. bestimmt ?

* Gewebeproben, die vorher lichtmikroskopisch
auf kondylomatdse Lasionen mit oder ohne
Dysplasien
oder Atypien untersucht wurden (ggf. Makro- oder
Mikrodissektion)
* histologische Schnittpréaparate
* Ausstrichpraparate

* Erglsse

» sonstige Flussigkeiten



HPV-Typisierung am Institut fur Pathologie 1994 - 1995:

Consensus -PCR fur die L1-Region + in-situ-Hybridisierung
(Primer MyQ09/11) (HPV6/11, 16/18, 31/35/51)
positiv in der Elektrophorese negativ in dler Elektrophorese
HPV-negativ

nested PCR (E6-Region)

positives Ergebnis negatives Ergebnis v

HPV 16/18 oder 33 16/18/33-negativ, evt. pos. fur 6/11 0. 31/35/51 (in-situ-Hybrid.)
> high risk > low risk 0. high risk pos. 0. HPV undefinierter Typisierg. pos.




DNA- in situ-
Hybridisierung
(DISH)

eines papillaren
Viruskondyloms
der Portio

Detektionssystem:

Peroxidase-Anti -
Peroxidase bzw.
PAP-Methode



HPV 31/35/51

DNA- in situ-
Hybridisierung
(DISH)

eines papillaren
Viruskondyloms
der Portio

Detektionssystem:

Peroxidase-Anti -
Peroxidase bzw.
PAP-Methode



DNA- in situ-
Hybridisierung
(DISH)

eines papillaren
Viruskondyloms
der Portio

Detektionssystem:
Avidin-Biotin-
Methode
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Line 21/22: Elektrophorese nach DNA-Amplifikation von
HPV 18
Line 27/28: Positiv-Kontrolle fur HPV 18




Pos.Ktr. high risk
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Line 1/2 : Elektrophorese nach DNA-Amplifikation von
HPV der high risk-Gruppe (Positivkontrolle)

Line 10/11 + 14 + 17: positive Patientinnen-Proben von
kondylomatosen Lasionen der Portio




Model 310 Signal G:221 AB3T:89C:71 Page 1 of 1.
ABI ﬁ Version 2.1.2b1 DT POPB{BD Set-Any Primer} Don, 25. Jan 2001 14:06 Uhr
gD big dye Rhod Don, 25, Jan 2001 12:28 Uhr

PRISM Lane 2 Points 1360 1o 3840 Base 1; 1360 Spacing: 12.80 ABI-CE2 2.1.2
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Sequenzanalyse des DNA-Amplifikats von Patientinnen-
probe mit Sequenzierer ABI 310 der Firma Perkin-Elmer




Rosufts tor RID 980425915-22391-13812 Seite 1 von 16

NCBI BLAST| Entrez| 2|

BLASTN 2.1.2 [NMov-13-2000)

Datenbank: —

Blast Search Result N
gleicht gefundene DNA-
Sequenz der Probe mit
zahlreichen gespeicherten TR
DNA-Sequenzen in abneh- | A
mender Trefferhaufigkeit b o
ab

.../blast.cgi?RID=980425915-2239 1-138 1 2& DESCRIPTIONS= 1 00& Al IGNMENTS=50& A5 (1] 1



Ausdruck der
zutreffenden
DNA-Sequenzen
und aller damit
verwandter
weiterer Sequenzen
(in der Regel ca. 16
Seiten)

Reaulze for BRI 28012507 5-22
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L1 = major cabsid protein
L2 =minor cabsid protein

LCR =long control region

E1 =replication

E2 =replication + control
of viral transcription

E4 =coding for late cyto-
plasmatic protein

E5 =transformation (HPV6)

E6,7 = transformation

L1+ L2 =so0g. late genes
E6 + E7 = sog. early genes

E1



Schema uber virale und zellulare Veranderungen

nach HPV-Infektion

OE=C

—®—@

Polyclonal

Monoclonal Diverging subclones

Diploid

Anﬂ)loid

Cell cycle regutation

Cell cycle deregulation (High proliferative index)

Progressive allelic loss or gain

Episomal viral DNA

Integrated viral DNA

Regulated episomal E6/E7 expression Constituitive E6/E7 expression

3q amplification




>

Terminally
Differentiated




Differentiated

Terminally
cells

Committed cells
Basal and stem cells

N

30
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Fehlermoqglichkeiten der HPV-Detektion 1n Untersuchungs-

proben

* inadaquates Untersuchungsmaterial bzw. Probenfehler

* Protokoll-Fehler

* Formolfixation
durch Formalin kénnte das zu amplifizierende lange Segment MY09/11 (450 bp)
aus der L1-Region in Bruchstiicke zerlegt und dadurch nicht mehr
nachweisbar werden

« Hemmstoffe in der PCR
z.B. Blutfarbstoffe konnen PCR hemmen

* L1-Integration
das L1-Gene ist als sog. Late-Gene erst in spaterenStadien der
Entdifferenzierung nachweisbar

» Early-Genes
Zeitpunkt des Nachweises von sog. Early-Genes uberschritten oder
zum Zeitpunkt der Untersuchung nicht untersucht

* Immunitat
aufgrund der Immunitatslage der Patientinnen ist zum Zeitpunkt der
Untersuchung das Virus bereits eliminiert

- lokale und systemische Wirtsfaktoren (z.B. Ostrogengehalt)

» Sensitivitat des Nachweises in Abhangigkeit von DNA-Gehalt der Probe




.Consensus-PCR Il.Hybrid Capture Il (HCI) |

negativ positiv positiv negativ
v Consensus-PCR
v
Nested-PCR HC I
M v v v v v
negativ positiv positiv negativ positiv negativ

v
negativ Subtypisierung HPV hr/lr HPV hr/lr negativ




Nachwels von HPV-DNA in viralen
Lasionen der Portio in%

negativ
HPV Ir
HPV hr

CINI CINII CINHI lr+hr
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