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Die wichtigste Voraussetzung fur eine spezifische zytologische Diagnostik ist der optimale Erhaltungs-
zustand des Zellmaterials, der entscheidend von der Art der Vorbehandlung bzw. der Fixation abhangt.

Fixation der Ausstriche

Fixation in 96%igem oder absolutem Alkohol: Fixation mit Cytostatspray:

Nach dem Ausstreichen Objekttrager sofort in Objekttrager mindestens 10 x bespriihen bis ein
den Alkohol stellen. Das Zellmaterial muss ganz Film auf dem Zellmaterial sichtbar wird. Trocknen
von Flussigkeit bedeckt sein. lassen.

Gefass gut verschliessen und einsenden.
Lufttrocknung des Materials muss bei beiden

Fixationen vermieden werden. Die Alkoholfi-
xation ist der Sprayfixation wenn mdglich
vorzuziehen.
Patientenname Die entsprechenden Behalter und Cytostatspray
mit Bleistift sowie Auftragsformulare und Versandmaterial
konnen bei uns direkt bezogen werden

= \ (www.zytologie.usz.ch).
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Alkohol absolut
oder 96%

Name

Dunnschichtmethode

Fir die molekularbiologische Testung auf Humane Papillomaviren (HPV) bietet die sogenannte Dunn-
schicht- bzw. Flissigmethode die Mdglichkeit morphologisch aufféllige Falle selektiv, d.h. nach zytolo-
gisch gestellter Diagnose zusétzlich zu untersuchen; ein entsprechend diagnostizierter konventioneller
Ausstrich bietet diese Untersuchungsmadglichkeit am gleichen Material nicht. Am Institut fir Klinische
Pathologie (Labor fur Diagnostische Molekularpathologie) des UniversitatsSpitals Zirich wird die typen-
spezifische HPV-Diagnostik sowohl an konventionellen Ausstrichen, am Material der Dunnschicht-
/Flissigmethode als auch an bioptischem Untersuchungsmaterial (Frisch- oder formalinfixiertes Gewe-
be) vorgenommen.

HPV-Typisierung: Gynakozytologie kombiniert mit molekularbiologischer HPV-Diagnostik

Abstrichuntersuchungen der Portio- bzw. Cervix uteri - in Kombination mit der Kolposkopie - ermdgli-
chen Vor- oder Fruhstadien des Zervixkarzinoms (cervikale intraepitheliale Neoplasien [CIN] = squamo-
se intraepitheliale L&sionen [SIL]) frihzeitig zu erfassen und haben in den letzten 40 Jahren zu einer
deutlichen Reduktion der Haufigkeit dieser Krebsart gefuhrt. Neue molekularbiologische Anséatze erlau-
ben heute die Sensitivitat dieser zytologischen Krebsvorsorge-Untersuchung noch deutlich zu steigern
(). Epidemiologische Studien der letzten Jahre haben gezeigt, dass eine dauerhafte Infektion mit so-
genannten Hoch-Risiko HPV-Typen (HPV = Humane Papilloma Viren) massgeblich an der Entstehung
des Zervixkarzinoms beteiligt ist (2, 3), wahrend Niedrig-Risiko Varianten nur zu reversiblen epithelialen
Lasionen fuhren (Abb. A). Die im Rahmen gynékologischer Untersuchungen gestellte Diagnose HPV-
assoziierter Epithelveranderungen des subklinischen bzw. klinisch-manifesten Stadiums der Infektion
stutzt sich auf den zytologischen Befund.
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Die Bestimmung des HPV-Typs mit molekularbiologischen Mitteln ermdglicht jedoch eine Uber den
morphologischen Befund hinausgehende Beurteilung des onkogenen Potentials dieser Viren (bekannte
Hoch-Risiko HPV-Typen: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 68, 73 und 82; Niedrig-Risiko
HPV-Typen: 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 und cand89). Daher empfehlen wir bei entspre-
chender Fragestellung zum zytologischen Nachweis HPV-assoziierter Epithelverdnderungen eine mole-
kularbiologisch-virologische Untersuchung vorzunehmen (kombinierter Zytologie / HPV-Test).

Modell der Tumorentstehung bei Cervix-Karzinomen

Unauffalliger Epithel-Abstrich
HPV Infektion
l ] HPV Typ HPV Typ
Virale Persistenz

Niedriggradige Lasion Beeinflussung der Genexpression

l I Induktion genetischer Instabilitat
Hochgradige Lasion Virusintegration
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Zytologische und molekularpathologische Untersuchungen
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Abb. A: Nach neueren moleku-
laren Studien stellt eine persis-
tierende Infektion mit Hoch-
Risiko HPV-Typen den Hauptri-
sikofaktor fir die Entstehung
des Zervixkarzinoms dar, wah-
rend Niedrig-Risiko Varianten
lediglich zu reversiblen epitheli-
alen Lasionen fuhren.

Abb. B: Bei der gynékologi-
schen  Vorsorgeuntersuchung
werden Zellproben entnommen,
ein Teil auf einem Objekttrager
ausgestrichen und gefarbt (zy-
tologischer Abstrich). Im Mikro-
skop wird das Préaparat sorgfal-
tig nach verdéchtigen Zellen
(sog. Koilozyten) abgesucht.
Falls solche gefunden werden,
wird mit molekularbiologischen
Techniken (Polymerase Ketten-
reaktion, Sequenzierung) ab-
geklart, ob in der Probe huma-
ne Papillomaviren (HPV) vor-
handen sind und um welchen
HPV-Typen es sich handelt. Im
vorliegenden Beispiel wurde
HPV-Typ 59 nachgewiesen.
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Am Institut fir Klinische Pathologie wird der Nachweis und die Typisierung von HPV mittels zweier un-
abhangiger Polymerase Kettenreaktionen (PCR), gefolgt von Sequenzanalyse und Datenbankverglei-
chen via Internet vorgenommen (Abb. B). Diese Analysen erfassen alle bisher bekannten und auch
neue HPV Typen. Sie erlauben daher den Nachweis von Virus-Varianten, die von kommerziellen Tests
auf Grund der begrenzten Anzahl verfigbarer typenspezifischer HPV-Sonden nicht oder nur beschrankt
nachweisbar sind. Die HPV-Typisierung kann fir eine weitere Differenzierung des therapeutischen Vor-
gehens bei Dysplasie (1), als Kontrolluntersuchung nach erfolgter chirurgischer Therapie (7) und fur
unklare zytologische Befunde (ASC-US/AGC = atypische squamése/glandulére cervikale Lasion unbe-
stimmter Signifikanz) (8, 9) eingesetzt werden. Zudem zeigen neuere Arbeiten, dass bei Patientinnen
ohne Hoch-Risiko HPV-Infektion keine Entwicklung einer prakanzerdésen CIN3-Lasion zu erwarten ist
(3, 4, 5). Bislang durchgefiihrte kontrollierte Untersuchungen (3, 6, 9) empfehlen die Einfiihrung soge-
nannter ,wait-and-see-Perioden“ (vgl. Beispiel in Abb. C): Inshesondere bei Patienten Gber 30 Jahre
sollte bei zytologisch positiven Befunden (CIN 2 — 3 und ASC-US/AGC-Lasionen) eine HPV-Diagnostik
durchgefiihrt werden; Patientinnen mit initial positiver und Uber 6 — 12 Monate persistierender Hoch-
Risiko HPV-Infektion sollte eine Kolposkopie und gegebenenfalls eine entsprechende Therapie empfoh-
len werden. Dagegen sollten HPV-negative Patientinnen oder initial HPV-positive und nach 6 — 12 Mo-
naten negativ getestete Patientinnen ohne weitere Therapie wieder in das Screening-Schema mit lan-
gen Untersuchungs-Intervallen aufgenommen werden.

Beispiel fur das praktische Vorgehen Abb C: Kontrollierte Studien
empfehlen sogenannte ,wait-

Untersuchungsintervall and-see-Perioden“ mit auf das

lang mittel kurz zytologische und molekularbio-

Zytologie unauffllig . logische Ergebnis zeitlich ab-

gestimmten  Untersuchungsin-
tervallen: Bei allen Patientinnen
mit zytologisch positiven Be-
: " funden sollte eine HPV-
Zytologie positiv : . )
e "wai Diagnostik durchgefihrt wer-
HPV-PCR positiv, Niedrig-Risiko Typ l W:':d deng.] Therapiebe%urftig sind
Zytologie unauffallig see"| insbesondere die tber mehr als
PCR negativ 6 — 12 Monate persistierenden,
mit Hoch-Risiko HPV-Typen
assoziierten Lasionen.

Zytologie positiv
HPV-PCR positiv, Hoch-Risiko Typ 1

Zytologie positiv ‘,
identischer Hoch-Risiko HPV-Typ = Therapie
(mind. & Monate Persistenz)
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Angaben zur Einsendung von Proben

Die HPV-Untersuchung kann sowohl an zytologischen als auch an bioptischen Préparaten (Frisch- oder
formalinfixiertes Gewebe) vorgenommen werden. Der Test wird einmal pro Woche durchgefuhrt. Die
Ergebnisse der Untersuchung liegen nach etwa 7 Tagen bis spéatestens zwei Wochen vor.

Achtung: Wegen der hohen Sensitivitdt der Methode besteht ein nicht zu vernachléssigendes Konta-
minationsrisiko. Es ist deshalb unbedingt darauf zu achten, dass zytologische Abstriche verschiedener
Patientinnen getrennt verarbeitet und eingesandt werden.

UniversitatsSpital Zirich

Institut fur Pathologie und Molekularpathologie
Abteilung fiir Zytologie

Zytologie Labor PATHE 3
Schmelzbergstrasse 12

8091 Zirich / Schweiz

Annahmezeiten
Montag bis Freitag 07.00 — 17.30h, Histologie Labor PATH F 1
Samstag: 08.00 — 12.00h, Histologie Labor PATH F 1

Labor Tel: +41 44 255 39 41

Sekretariat Tel: +41 44 255 25 11
Fax: +41 44 255 45 52
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