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Projektzeitraum: 1.11.2022 – 31.10.2025
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Teil I: Kurzbericht (English follows German)
Das Projekt „PREdicting Cervical Abnormalities and REgression“ (Akronym Precare) entwickelte in Zusammenarbeit mit den internationalen Partnern und den Industriepartnern in vitro Diagnostiktests für den Einsatz im Zervixkarzinomscreening. Es wurden 2 Testsysteme entwickelt und gegeneinander validiert, die auf zwei verschiedenen methodischen Testplattformen vergleichbare Ergebnisse bringen sollten. Hierzu wurde die quantitative Bestimmung von mRNA als Biomarker von Zellen, die durch Humane Papillomviren (HPV) infiziert wurden und potentiell auf dem Entwicklungsweg zu einem Zervixkarzinom sind, herangezogen. Die mRNA Detektion und Quantifizierung erfolgte zum einen mittels ciRNASeq, also einer Sequenzierungstechnik, die im Hochdurchsatzverfahren (ca. 900 Proben parallel) angewendet werden kann und hochgradig multiplexierbar ist, d. H. eine hohe Anzahl an mRNA Biomarkern können gleichzeitig bestimmt werden. Zum anderen wurde eine Plattform verwendet, QuantiGene 2.0, die einen niedrig- bis mittelhohen Durchsatz von Proben parallel erlaubt (ca. 90) und nur eine Anzahl von ca. 80 Biomarkern parallel detektieren kann. Beide in vitro Diagnostikmethoden werden aber als ergänzend betrachtet je nach Probenaufkommens und Anwendungsweise. Die Sequenzierung soll bei zentralisierter biomedizinischer Analyse in spezialisierten Laboren zum Einsatz kommen (high-income countries), während die technisch weniger komplexe Methode QuantiGene im Screening in Ländern mit niedrigem/mittlerem Einkommen Anwendung finden könnte. Aber auch wenn das Probenaufkommen gering oder dezentralisiert gemessen werden soll. Der Einsatz beider Tests ist zunächst als Ergänzung (Triage) der HPV-basierten Screeningtestung gedacht, kann diese aber später auch ersetzen. Beide in vitro Diagnostiksysteme verbessern die Spezifität des Screeningergebnisses, also den Ausschluss falsch-positiver Befunde durch die gleichzeitige Bestimmung von HPV Präsenz, anhand der Onkogenexpression der HPV und der Evaluation von zellulären Biomarkern, die im Laufe der Progression zum invasiven Karzinom differentiell hochreguliert werden. Die Auswahl der informativen Biomarker erlaubt eine molekulare Bestimmung des gerade vorliegenden Schweregrades (Progressionsfortschritts) der durch HPV hervorgerufenen Gewebeveränderung. Dadurch können frühe Infektionen, verschiedene Vorstufen (sog. CIN 1, 2 oder 3) und das bereits invasive Karzinom mit hoher Akkuratheit identifiziert und unterschieden werden. Diese erreicht die Genauigkeit von histomorphologischer Beurteilung durch Pathologen, benötigt aber weit wenigen Aufwand ein Ergebnis zu erzielen. Beim QuantiGene-basierten Verfahren reicht der initiale Screeningabstrich vom Gebärmuttermund aus während die Histopathologie weitere Arztbesuche, Gewebeprobenahme und -aufarbeitung sowie subjektive Interpretation benötigt. Dies schlägt sich in der Belastung der Frauen und den Kosten für das Gesundheitssystem nieder. Im Laufe des Projektes war die Aufgabe die als prinzipiell durchführbar gezeigte Methode weiter zu entwickeln, z. B. Positivkontrollen, Abarbeitungsprotokolle, die Verwendung unterschiedlicher Eingangsmaterialien, Vergleiche zwischen den Plattformen und insbesondere die Vergleichbarkeit der Testergebnisse zu untersuchen. Nach der technischen Validierung und Kreuztestung von gleichem Probenmaterial sollte in einer Studie an klinischem Material (retrospektiv und prospektiv) die Leistungsdaten der Tests (Sensitivität zur Detektion von CIN2 und höher; Spezifität für den Ausschluss falsch-positiver Ergebnisse, d. H. <CIN2 Dysplasien und Infektionen, die beobachtet aber nicht therapiert werden; die Akkuratheit der Messergebnisse; sowie der direkte Vergleich zu Standardscreeningtests (HPV Nachweis und zytologische Testung)) erfolgen. Diese Studien wurden an Probenmaterial aus den laufenden Screeningprogrammen in Deutschland und den Niederlanden durchgeführt, aber auch für den QuantiGene-basierten Test in Studien und an Material aus Sub-Sahara Afrika. Insgesamt wurden alle Ziele des Antrags erreicht, unter Ausnahme eines Teilprojekts, bei dem die Integration des viralen Genoms in das Genom der Zelle nachgewiesen werden sollte. Da diese Integration aber nicht zwangsläufig erfolgt, war der Wert als Biomarker für Progression fraglich und stattdessen wurden weitere Expressions-Biomarker für die Progression und Regression einer Krebsvorstufe identifiziert. Die in vitro Diagnostiktests wurden auf Konferenzen vorgestellt und aus den Diskussionen wurde ersichtlich, dass sie ein wichtiges Problem des Screenings lösen werden. Die Frauen mit wirklich therapie-obligaten Gewebeveränderungen werden schneller identifiziert und jene viel häufigeren (ca. 90%) mit geringer und meist spontan ausheilender Gewebeveränderung wird eine weitergehende Abklärung damit Beunruhigung und Übertherapie erspart. Beide Testsysteme sind in Kommerzialisierung und das Gesamtprojekt kann als erfolgreich abgeschlossen eingestuft werden.
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Part I: Short Report
The “PREdicting Cervical Abnormalities and REgression” project (acronym: Precare) developed in vitro diagnostic tests for use in cervical cancer screening in collaboration with international and industry partners. Two test systems were developed and validated against each other; these were designed to deliver comparable results on two different methodological test platforms. To this end, the quantitative determination of mRNA was used as a biomarker for cells infected with human papillomaviruses (HPV) that may be on the path to cervical cancer. mRNA detection and quantification were performed, on the one hand, using ciRNASeq - a sequencing technique that can be applied in a high-throughput process (approximately 900 samples in parallel) and is highly multiplexable, meaning a large number of mRNA biomarkers can be determined simultaneously. On the other hand, a platform called QuantiGene 2.0 was used, which allows for low- to medium-throughput parallel analysis of samples (approximately 90) and can detect only about 80 biomarkers simultaneously. However, depending on sample volume and application, both in vitro diagnostic methods are considered complementary. Sequencing is intended for use in centralized biomedical analysis in specialized laboratories (high-income countries), while the technically less complex QuantiGene method could be used for screening in low- and middle-income countries. This also applies when the sample volume is low or when testing is to be conducted decentralized. The use of both tests is initially intended as a supplement (triage) to HPV-based screening, but may later replace it. Both in vitro diagnostic systems improve the specificity of the screening result - that is, they help rule out false-positive findings by simultaneously determining the presence of HPV based on HPV oncogene expression and by evaluating cellular biomarkers that are differentially upregulated during the progression to invasive carcinoma. The selection of informative biomarkers allows for a molecular determination of the current severity (stage of progression) of the tissue changes caused by HPV. This makes it possible to identify and distinguish between early infections, various precancerous stages (known as CIN 1, 2, or 3), and invasive carcinoma with a high degree of accuracy. This method achieves the same accuracy as histomorphological assessment by pathologists but requires far less effort to produce a result. With the QuantiGene-based method, an initial screening swab from the cervix is sufficient, whereas histopathology requires additional doctor visits, tissue sampling and processing, as well as subjective interpretation. This translates into a burden on women and costs for the healthcare system. Over the course of the project, the task was to further develop the method - which had been shown to be feasible in principle - by, for example, investigating positive controls, processing protocols, the use of different input materials, comparisons between platforms, and, in particular, the comparability of test results. Following technical validation and cross-testing of identical sample material, a study using clinical material (retrospective and prospective) was to assess the performance data of the tests (sensitivity for detecting CIN2 and higher; specificity for ruling out false-positive results, i.e., <CIN2 dysplasia and infections that are observed but not treated; the accuracy of the measurement results; as well as a direct comparison with standard screening tests (HPV detection and cytological testing)). These studies were conducted using specimen material from ongoing screening programs in Germany and the Netherlands, as well as in studies and on material from sub-Saharan Africa for the QuantiGene-based test. Overall, all objectives of the grant proposal were achieved, with the exception of one subproject that aimed to detect the integration of the viral genome into the cell’s genome. However, since this integration does not necessarily occur, its value as a biomarker for progression was questionable; instead, additional expression biomarkers for the progression and regression of precancerous lesions were identified. The in vitro diagnostic tests were presented at conferences, and the discussions made it clear that they will solve a major problem in screening. Women with tissue changes that truly require treatment are identified more quickly, while the much more common cases (approximately 90%) involving minor tissue changes - which usually resolve spontaneously - are spared further testing, thereby avoiding unnecessary anxiety and overtreatment. Both test systems are in the process of commercialization, and the overall project can be considered successfully completed.
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Teil II: Eingehende Darstellung (English follows German) 
1. Die ursprüngliche Aufgabenstellung sowie der wissenschaftliche und technische Stand, an den angeknüpft wurde
1.1 Ursprüngliche Aufgabenstellung
Ziel des Vorhabens war die Entwicklung und Validierung des molekularen Diagnostikverfahrens CERVICARE-LMT zur verbesserten Detektion und Risikobewertung HPV-assoziierter Zervixläsionen. Im Mittelpunkt standen die Entwicklung eines robusten, standardisierten Assays, die Identifizierung diagnostischer und prognostischer Biomarker, die technische Validierung des Testsystems sowie die Vorbereitung einer späteren IVDR-konformen diagnostischen Anwendung.
Darüber hinaus sollten geeignete Qualitätskontrollverfahren etabliert, umfangreiche Probenkollektive für die analytische und klinische Validierung aufgebaut sowie die Übertragbarkeit des Verfahrens auf diagnostische Laborplattformen nachgewiesen werden. Ein weiteres Ziel war die Vorbereitung prospektiver klinischer Studien sowie die Entwicklung einer Software zur automatisierten Risikobewertung.
1.2 Wissenschaftlicher und technischer Stand
Ausgangspunkt des Vorhabens war der bereits an der Charité entwickelte QuantiGene-Prototyp (QG-MPH), der als Grundlage für die Entwicklung des CERVICARE-LMT-Assays diente. Das zugrunde liegende Messprinzip war bereits etabliert und patentiert und erlaubte die parallele Quantifizierung viraler und zellulärer RNA-Biomarker.
Zum Projektbeginn bestand weiterhin erheblicher Bedarf an spezifischeren molekularen Testverfahren. Konventionelle HPV-Nachweissysteme weisen zwar eine hohe Sensitivität auf, besitzen jedoch nur eine begrenzte Spezifität hinsichtlich der Unterscheidung zwischen transienten HPV-Infektionen und klinisch relevanten präkanzerösen Läsionen. Dadurch entstehen hohe Raten falsch-positiver Befunde und unnötiger Folgeuntersuchungen.
Das Vorhaben knüpfte daher an den aktuellen Stand der molekularen HPV-Diagnostik an und verfolgte das Ziel, durch die Kombination viraler Marker mit zellulären Expressionsmarkern eine verbesserte diagnostische sowie erstmals auch prognostische Aussagekraft zu erreichen. Während der Projektlaufzeit führten neue wissenschaftliche Erkenntnisse – unter anderem vorgestellt auf dem EUROGIN-Kongress 2023 – dazu, dass der ursprünglich geplante Nachweis der HPV-Integration (WP1, Task 1.7) wissenschaftlich an Bedeutung verlor. An seine Stelle trat die Entwicklung von Biomarkern zur Vorhersage einer Regression beziehungsweise Progression zervikaler Dysplasien. Dieser Ansatz verspricht einen deutlich höheren klinischen Nutzen, da er eine individuellere Therapieentscheidung und die Vermeidung unnötiger Behandlungen ermöglicht.
Die technische Entwicklung erfolgte parallel zur Vorbereitung einer IVDR-konformen Diagnostikplattform. Neben der ursprünglichen Luminex-basierten Hochdurchsatzplattform wurde deshalb zusätzlich eine RT-qPCR-basierte Testplattform entwickelt, um die spätere diagnostische Anwendung und den Technologietransfer in Routinelabore zu ermöglichen.
2. Der Ablauf des Vorhabens
Die Arbeiten wurden entsprechend der Projektplanung weitgehend planmäßig durchgeführt. Im Rahmen der Assay-Entwicklung wurden QuantiGene-Plex-Sets und Capture-Beads für diagnostische Anwendungen entwickelt und technisch validiert. Ergänzend wurden Standardarbeitsanweisungen zur Qualitätskontrolle etabliert sowie gemeinsam mit dem Projektpartner AID/GenID ein System synthetischer RNA-Positivkontrollen entwickelt und kontinuierlich optimiert.
Zur klinischen Validierung wurden umfangreiche Probenkollektive identifiziert und zugänglich gemacht. Hierzu gehörten Repositorien deutscher Zentren sowie Langzeitproben des Karolinska Institutet (Stockholm). Zusätzlich wurde eine prospektive Sammlung von Proben invasiver Zervixkarzinome organisiert, sodass inzwischen über 1.200 Proben für Validierungsstudien zur Verfügung stehen.
Die technische Validierung des CERVICARE-LMT-Assays für niedrigen bis mittleren Probendurchsatz wurde erfolgreich abgeschlossen. Die Übertragbarkeit auf unterschiedliche Probenmaterialien konnte für ärztlich entnommene Zervixabstriche sowie FFPE-Gewebe nachgewiesen werden. Untersuchungen an selbst entnommenen Proben zeigten populationsabhängige Unterschiede; insbesondere in einer kamerunischen Studienpopulation erwiesen sich Selbstabstriche als gut geeignet.
Parallel wurden die Softwareentwicklung zur automatisierten Risikobewertung sowie die Vorbereitung prospektiver klinischer Studien fortgeführt. Aufgrund methodischer Anpassungen bei einem Projektpartner musste die Entwicklung des Analysemoduls zeitweise zurückgestellt werden.
Ein wesentlicher Bestandteil des Projekts war der erfolgreiche Technologietransfer zum Industriepartner AID/GenID. Die Methode wurde dort etabliert, Mitarbeitende geschult und erste Ringversuche mit synthetischen Kontrollmaterialien erfolgreich durchgeführt. Die reproduzierbare Durchführung des Assays in einem zweiten Labor bestätigte die technische Übertragbarkeit des Verfahrens.
3. Die wesentlichen Ergebnisse sowie die Zusammenarbeit mit anderen Forschungseinrichtungen
Im Projektverlauf wurden neue Biomarkersätze identifiziert, die eine Unterscheidung zwischen regressiven und progressiven Zervixläsionen ermöglichen. Damit besitzt CERVICARE-LMT das Potenzial, neben der Diagnostik erstmals auch eine prognostische Aussage zur Krankheitsentwicklung zu liefern und dadurch unnötige therapeutische Eingriffe zu vermeiden.
Die technische Plattform wurde erfolgreich weiterentwickelt und neben der Luminex-Technologie auf eine RT-qPCR-basierte Diagnostikplattform übertragen. Damit steht eine für die spätere IVDR-Zulassung geeignete Testplattform zur Verfügung.
Für die klinische Validierung wurden umfangreiche Kooperationen mit nationalen und internationalen Partnern aufgebaut. Das Karolinska Institutet stellte Langzeitproben für die Validierung prognostischer Biomarker bereit. Gemeinsam mit Partnern in Kamerun und Tansania wurde der Assay in Studienzentren etabliert und erfolgreich unter den Bedingungen ressourcenbegrenzter Gesundheitssysteme getestet. Erste Ergebnisse deuten auf eine höhere Spezifität gegenüber etablierten HPV-Tests sowie auf eine Reduktion unnötiger Überweisungen hin.
Die Zusammenarbeit innerhalb des Konsortiums verlief während der gesamten Projektlaufzeit sehr erfolgreich. Insbesondere mit AID/GenID wurden Qualitätskontrollsysteme entwickelt, die Testplattform übertragen und die Grundlage für die spätere Produktentwicklung geschaffen. Auch mit Predica und dem Radboud UMC erfolgte eine enge wissenschaftliche Zusammenarbeit bei der Biomarkerentwicklung und Datenanalyse.
Insgesamt wurden die Projektziele weitgehend erreicht. Die einzige wesentliche inhaltliche Anpassung betraf den Verzicht auf den ursprünglich geplanten HPV-Integrationsnachweis zugunsten der Entwicklung prognostischer Biomarker. Diese wissenschaftlich begründete Neuausrichtung führte zu einer deutlichen Erweiterung des klinischen Nutzens des CERVICARE-LMT-Assays und stellt ein wesentliches Alleinstellungsmerkmal gegenüber bestehenden HPV-Testverfahren dar.

Ergänzende Angaben zum Abschlussbericht
1. Wichtigste Positionen des zahlenmäßigen Nachweises
Die Arbeiten wurden entsprechend der Arbeits- und Zeitplanung weitgehend planmäßig durchgeführt. Die bewilligten Personal- und Sachmittel wurden für die Entwicklung, Validierung und Implementierung des CERVICARE-LMT-Assays eingesetzt. Durch die wissenschaftlich begründete Anpassung einzelner Arbeitspakete verschoben sich Teile der Ausgaben zeitlich, ohne dass sich der Gesamtumfang der Projektarbeiten änderte. Die finanziellen Aufwendungen entsprachen insgesamt der Projektplanung. Sie wurden sparsam und effektiv eingesetzt. Dies erlaubte einen weitergehenden, als im ursprünglichen Antrag vorgesehenen Ergebnisumfang.
Im Projekt wurden umfangreiche Probenkollektive aufgebaut und für die Validierung des Assays genutzt. Insgesamt wurden mehr als 1.200 klinische Proben gesammelt und asserviert. Darüber hinaus wurden internationale Probensammlungen, insbesondere des Karolinska Institutet, für die Validierung prognostischer Biomarker eingebunden.
2. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Projektarbeiten
Die durchgeführten Arbeiten waren notwendig, um den CERVICARE-LMT-Assay von einem experimentellen Prototyp zu einer diagnostisch einsetzbaren Plattform weiterzuentwickeln. Hierzu gehörten die Entwicklung neuer Biomarker, die Etablierung von Qualitätskontrollsystemen, die technische Validierung des Assays, die Kreuzvalidierung zu dem CERVICARE-HAT-Assay sowie der Aufbau umfangreicher klinischer Probenkollektive.
Während der Projektlaufzeit machten neue wissenschaftliche Erkenntnisse eine Anpassung des ursprünglichen Arbeitsprogramms erforderlich. Der ursprünglich vorgesehene Nachweis der HPV-Integration wurde zugunsten der Entwicklung von Biomarkern zur Vorhersage von Regression und Progression zervikaler Dysplasien ersetzt. Diese Neuausrichtung erhöhte den klinischen Nutzen des Testverfahrens erheblich und entsprach dem aktuellen Stand der wissenschaftlichen Erkenntnisse. Die Anpassung erfolgte ohne Erweiterung des Projektumfangs und stellte eine sachgerechte Weiterentwicklung der ursprünglichen Zielsetzung dar.
3. Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse
Mit dem Projekt wurde eine diagnostische Plattform entwickelt, die gegenüber bestehenden HPV-Testverfahren eine deutlich höhere klinische Aussagekraft besitzt. Neben dem sensitiven Nachweis einer HPV-Infektion ermöglicht der Assay die differenzierte Bewertung des Progressionsrisikos zervikaler Dysplasien und kann dadurch unnötige diagnostische und therapeutische Maßnahmen vermeiden.
Für High-Income Countries (HICs) ist der CERVICARE-LMT-Test insbesondere als Triageverfahren nach einem positiven HPV-Screening von Bedeutung. Durch die Kombination viraler und zellulärer Biomarker können Patientinnen mit einem hohen Progressionsrisiko gezielter identifiziert werden, während Frauen mit wahrscheinlich regressiven Läsionen unnötige Kolposkopien oder operative Eingriffe vermeiden können. Dies verbessert die Versorgungsqualität, reduziert Überdiagnostik und Übertherapie und trägt gleichzeitig zur Entlastung des Gesundheitssystems bei. Darüber hinaus eröffnet die prognostische Aussagekraft des Tests neue Möglichkeiten für individualisierte Nachsorgekonzepte, beispielsweise bei jungen Frauen mit Kinderwunsch oder während einer Schwangerschaft.
Für Low- and Middle-Income Countries (LMICs) bietet der Assay zusätzlich den Vorteil, dass er auf einer robusten und dezentral einsetzbaren RT-qPCR-Plattform durchgeführt werden kann. Erste Studien zeigen eine höhere Spezifität gegenüber etablierten HPV-Tests und eine geringere Zahl unnötiger Überweisungen. Dadurch können begrenzte diagnostische und therapeutische Ressourcen gezielter eingesetzt und Patientinnen möglichst wohnortnah untersucht und behandelt werden, wodurch gleichzeitig der Verlust von Patientinnen im weiteren Behandlungsverlauf ("loss to follow-up") reduziert werden kann.
Die im Projekt entwickelte Technologie wurde erfolgreich auf eine RT-qPCR-basierte Plattform übertragen und bildet die Grundlage für eine spätere IVDR-konforme In-vitro-Diagnostik. Parallel erfolgte der Technologietransfer zum Industriepartner AID/GenID, mit dem derzeit Lizenzierung, Produktentwicklung und Markteinführung vorbereitet werden.
Kurzfristig sind die Durchführung der IVDR-Zulassungsstudien sowie weitere klinische Validierungsstudien in Deutschland und internationalen Studienzentren geplant. Parallel werden Implementierungsstudien in afrikanischen Partnerländern fortgeführt. Langfristig besitzt der CERVICARE-LMT-Test das Potenzial, sowohl in etablierten Screeningprogrammen der Industrieländer als auch in ressourcenlimitierten Gesundheitssystemen einen wesentlichen Beitrag zur personalisierten Prävention des Zervixkarzinoms zu leisten.
Die wissenschaftliche Verwertung der Projektergebnisse wird nach Projektabschluss konsequent fortgeführt. Weitere Publikationen in internationalen Fachzeitschriften sowie akademische Abschlussarbeiten auf Grundlage der im Projekt generierten Daten sind bis Mitte 2027 vorgesehen.
Parallel wird die wirtschaftliche Verwertung vorbereitet. Die Vermarktung des CERVICARE-LMT-Tests als Research Use Only (RUO)-Produkt durch den Lizenznehmer soll ab September 2026 erfolgen. Nach erfolgreicher IVDR-Zulassung ist die Einführung als In-vitro-Diagnostikum (IVDR) für Anfang 2028 geplant.
Darüber hinaus bildet die im Projekt entwickelte Technologie die Grundlage für weitere Testentwicklungen und zusätzliche diagnostische Anwendungen. Bereits ab Ende 2026 ist die Nutzung des Biomarkerpanels für weitere HPV-assoziierte Erkrankungen vorgesehen. Erste Untersuchungen zeigen ein vielversprechendes Potenzial für die molekulare Klassifizierung HPV-assoziierter Kopf-Hals-Karzinome sowie für weitere klinische Fragestellungen, bei denen die kombinierte Analyse viraler und zellulärer Biomarker einen zusätzlichen diagnostischen und prognostischen Nutzen erwarten lässt. Eine Studie zur Klassifizierung von HPV-assoziierten Dysplasien in der Schwangerschaft wurde initiiert, weil in der Gestation die bioptische Probennahme vom Muttermund vermieden werden soll, da die Frühgeburtlichkeit auslösen kann und die Blutungsstillung schwierig ist. Es zeichnet sich ab, dass je nach Biomarkerexpression man die Persistenz oder Regression der Dysplasie nach Entbindung abschätzen kann. 
4. Fortschritte auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen
Während der Projektlaufzeit wurden neue wissenschaftliche Erkenntnisse zum Stellenwert der HPV-Integration veröffentlicht und unter anderem auf den EUROGIN-Kongressen 2023 und 2024 vorgestellt. Diese Arbeiten zeigten, dass HPV-Integration keine zwingende Voraussetzung für die Entstehung eines Zervixkarzinoms darstellt. Auf Grundlage dieser Erkenntnisse wurde der ursprünglich geplante Integrationsnachweis durch die Entwicklung prognostischer Biomarker ersetzt.
Darüber hinaus bestätigten erste internationale Studien den Bedarf an spezifischeren molekularen Triageverfahren zur Reduktion unnötiger Überweisungen HPV-positiver Frauen. Die im Projekt erzielten Ergebnisse stehen mit diesen Entwicklungen im Einklang und erweitern den diagnostischen Ansatz um eine prognostische Komponente.
5. Veröffentlichungen und wissenschaftliche Verwertung
Die Projektergebnisse wurden fortlaufend auf nationalen und internationalen wissenschaftlichen Kongressen vorgestellt, insbesondere auf den EUROGIN-Kongressen 2023 (Bilbao) und 2024 (Stockholm).
Die dem Projekt zugrunde liegende QuantiGene-Technologie wurde bereits wissenschaftlich publiziert (Skof et al., 2023). Weitere Ergebnisse aus den Studien in Kamerun und Tansania sowie zur Identifizierung prognostischer Biomarker werden derzeit ausgewertet und zur Publikation vorbereitet. Darüber hinaus wurden Ergebnisse zur Anwendung der entwickelten Biomarker bei HPV-assoziierten Kopf-Hals-Tumoren veröffentlicht (Liang et al., 2025). Diese Arbeit zeigt eine potentielle Erweiterung des Einsatzes des Diagnostiktests. Neben der Anwendung in der Diagnostik und Risikostratifizierung zervikaler Dysplasien eröffnet der CERVICARE-LMT-Test weitere Einsatzmöglichkeiten bei HPV-assoziierten Tumorerkrankungen. Im Rahmen der weiterführenden Studie (Liang et al., 2025) wurde das Biomarkerpanel zur Klassifizierung von Kopf-Hals-Karzinomen untersucht.
Die Ergebnisse zeigen, dass die kombinierte Analyse viraler HPV-Transkripte und zellulärer Biomarker eine verbesserte Differenzierung zwischen biologisch aktiven, HPV-getriebenen Tumoren und Tumoren mit lediglich nachweisbarer HPV-DNA ermöglicht. Damit ergänzt der CERVICARE-LMT-Ansatz etablierte diagnostische Verfahren, die überwiegend auf dem Nachweis von HPV-DNA oder der p16-Immunhistochemie beruhen und die funktionelle Bedeutung einer HPV-Infektion nur eingeschränkt abbilden.
Die präzisere Klassifizierung HPV-assoziierter Kopf-Hals-Karzinome besitzt unmittelbare klinische Relevanz, da HPV-getriebene Tumoren eine günstigere Prognose aufweisen und zunehmend Gegenstand risikoadaptierter Therapie- und Deeskalationskonzepte sind. Die zusätzliche molekulare Charakterisierung durch den CERVICARE-LMT-Test kann dazu beitragen, Patientinnen und Patienten zuverlässiger den biologisch relevanten Tumorgruppen zuzuordnen und dadurch Therapieentscheidungen sowie die prognostische Einschätzung zu unterstützen.
Diese Ergebnisse erweitern das Anwendungsspektrum der entwickelten Technologie über das Zervixkarzinom-Screening hinaus und schaffen die Grundlage für weitere klinische Validierungsstudien in der Diagnostik HPV-assoziierter Tumorerkrankungen.
Weitere Publikationen zur Diagnostik zervikaler Dysplasien sowie zu Implementierungsstudien in Ländern mit niedrigem und mittlerem Einkommen sind geplant.
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Part II: Detailed Report
1. Original Project Objectives and the Scientific and Technical State of the Art
1.1 Original Project Objectives
The objective of the PRECARE project was to develop and validate the molecular diagnostic assay CERVICARE-LMT for the improved detection and risk stratification of HPV-associated cervical lesions. The project focused on the development of a robust and standardized assay, the identification of diagnostic and prognostic biomarkers, the technical validation of the testing platform, and the preparation of an IVDR-compliant diagnostic assay suitable for routine clinical use.
In addition, the project aimed to establish standardized quality control procedures, assemble comprehensive clinical specimen collections for analytical and clinical validation, and demonstrate the transferability of the assay to diagnostic laboratory platforms. Further objectives included the preparation of prospective clinical studies and the development of software for automated risk assessment.
1.2 Scientific and Technical State of the Art
The project was based on the QuantiGene prototype (QG-MPH) previously developed at Charité, which served as the technological foundation for the development of the CERVICARE-LMT assay. The underlying measurement principle had already been established and patented and enabled the simultaneous quantification of viral and cellular RNA biomarkers.
At the start of the project, there remained a substantial need for molecular diagnostic tests with improved specificity. Although conventional HPV detection methods provide excellent sensitivity, they have limited specificity for distinguishing transient HPV infections from clinically relevant precancerous lesions, resulting in high false-positive rates and unnecessary follow-up examinations.
The project therefore built upon the current state of molecular HPV diagnostics by combining viral markers with cellular gene expression biomarkers to improve diagnostic performance while, for the first time, providing prognostic information on lesion progression. During the course of the project, emerging scientific evidence—including findings presented at the EUROGIN Congress 2023—demonstrated that HPV integration is not an essential prerequisite for cervical carcinogenesis. Consequently, the originally planned HPV integration assay (WP1, Task 1.7) was replaced by the development of biomarkers predictive of regression or progression of cervical dysplasia. This revised strategy offers substantially greater clinical utility by enabling more individualized treatment decisions and reducing unnecessary interventions.
Technical development proceeded in parallel with the preparation of an IVDR-compliant diagnostic platform. In addition to the original Luminex-based high-throughput platform, an RT-qPCR-based assay was developed to facilitate routine diagnostic implementation and technology transfer to clinical laboratories.
2. Project Implementation
The project activities were carried out largely according to the original work plan. During assay development, QuantiGene Plex Sets and capture beads for diagnostic applications were successfully developed and technically validated. Standard operating procedures for quality control were established, and, in collaboration with the industrial partner AID/GenID, a system of synthetic RNA positive controls was developed and continuously optimized.
Extensive clinical specimen collections were identified and made available for validation studies. These included repositories from German clinical centers as well as long-term follow-up samples provided by the Karolinska Institutet (Stockholm, Sweden). In addition, a prospective collection of invasive cervical cancer specimens was established, resulting in the availability of more than 1,200 clinical samples for validation studies.
Technical validation of the CERVICARE-LMT assay for low- to medium-throughput applications was successfully completed. The assay proved suitable for different specimen types, including physician-collected cervical samples and FFPE tissue. Evaluation of self-collected specimens revealed population-dependent differences, with particularly encouraging results observed in a Cameroonian study population.
Software development for automated risk assessment and the preparation of prospective clinical studies continued throughout the project. Owing to methodological changes introduced by one project partner, completion of the software analysis module had to be temporarily postponed.
A major milestone of the project was the successful technology transfer to the industrial partner AID/GenID. The assay was successfully implemented at the partner's facilities, laboratory personnel were trained, and initial inter-laboratory evaluations using synthetic RNA control materials were successfully completed. Reproducible assay performance in an independent laboratory confirmed the robustness and transferability of the technology.
3. Main Results and Collaboration with Other Research Institutions
During the course of the project, novel biomarker panels were identified that enable the discrimination between regressive and progressive cervical lesions. Consequently, CERVICARE-LMT has the potential not only to improve diagnostic accuracy but also, for the first time, to provide prognostic information on disease progression, thereby supporting more individualized clinical management and reducing unnecessary therapeutic interventions.
The technical platform was successfully further developed and transferred from the original Luminex-based technology to an RT-qPCR-based diagnostic platform. This provides a technically robust assay suitable for future IVDR-compliant in vitro diagnostic applications.
Extensive national and international collaborations were established to support the clinical validation of the assay. The Karolinska Institutet (Stockholm, Sweden) provided valuable longitudinal clinical specimens for the validation of prognostic biomarkers. In collaboration with partners in Cameroon and Tanzania, the assay was successfully implemented in clinical study centers and evaluated under the conditions of resource-limited healthcare systems. Initial results indicate improved specificity compared with established HPV tests and suggest a reduction in unnecessary referrals for further diagnostic procedures.
Collaboration within the consortium was highly productive throughout the entire project period. In particular, close cooperation with AID/GenID resulted in the development of comprehensive quality control systems, successful technology transfer, and the establishment of the basis for subsequent product development. Close scientific collaboration with Predica BV and Radboud University Medical Center also contributed substantially to biomarker development and data analysis.
Overall, the project objectives were largely achieved. The only major scientific modification concerned the replacement of the originally planned HPV integration assay with the development of prognostic biomarkers for lesion regression and progression. This scientifically justified adjustment substantially increased the clinical value of the CERVICARE-LMT assay and represents a distinctive advantage over currently available HPV testing strategies.
Additional Information for the Final Report
1. Key Elements of the Financial Statement
Project activities were carried out largely according to the planned work schedule and timeline. The approved personnel and material resources were used for the development, validation, and implementation of the CERVICARE-LMT assay. Scientifically justified modifications to individual work packages resulted in minor shifts in expenditure without changing the overall project scope. Overall project expenditures remained consistent with the original financial plan and were managed efficiently and economically. As a result, the project achieved outcomes exceeding those originally anticipated in the grant proposal.
Comprehensive clinical specimen collections were established and utilized for assay validation. More than 1,200 clinical specimens were collected and archived during the project. In addition, international specimen repositories, particularly those of the Karolinska Institutet, were incorporated into the validation of prognostic biomarkers.
2. Necessity and Appropriateness of the Project Work
The activities carried out during the project were essential for advancing CERVICARE-LMT from an experimental prototype to a clinically applicable diagnostic platform. These activities included the identification of novel biomarkers, the establishment of quality control procedures, technical assay validation, cross-validation with the complementary CERVICARE-HAT assay, and the assembly of comprehensive clinical specimen collections.
During the project, emerging scientific evidence necessitated modifications to the original work programme. The initially planned HPV integration assay was replaced by the development of biomarkers predictive of regression and progression of cervical dysplasia. This strategic adjustment significantly enhanced the clinical utility of the assay while reflecting the evolving scientific understanding of HPV-associated carcinogenesis. The revised work programme remained fully consistent with the original project objectives and was implemented without increasing the overall project scope.
3. Expected Benefits and Exploitation Potential
The project resulted in the development of a molecular diagnostic platform offering substantially greater clinical utility than currently available HPV testing strategies. In addition to highly sensitive detection of HPV infection, the assay enables assessment of the biological progression risk of cervical dysplasia, thereby reducing unnecessary diagnostic procedures and overtreatment.
For high-income countries (HICs), CERVICARE-LMT is particularly suitable as a triage test following primary HPV screening. By combining viral and cellular biomarkers, the assay enables improved identification of women at high risk of disease progression while avoiding unnecessary colposcopies and surgical interventions in women with lesions likely to regress spontaneously. This approach improves patient management, reduces overdiagnosis and overtreatment, and contributes to more efficient use of healthcare resources. Furthermore, the prognostic capability of the assay opens new opportunities for individualized follow-up strategies, including the management of young women wishing to preserve fertility and women diagnosed with cervical dysplasia during pregnancy.
For low- and middle-income countries (LMICs), the assay offers the additional advantage of being performed on a robust, decentralized RT-qPCR platform suitable for laboratories with limited infrastructure. Initial clinical studies demonstrate improved specificity compared with conventional HPV testing and a reduction in unnecessary referrals. This enables more efficient allocation of limited healthcare resources while reducing patient loss to follow-up through decentralized testing and treatment.
The technology developed during the project has been successfully transferred to an RT-qPCR-based platform suitable for future IVDR-compliant in vitro diagnostics. In parallel, successful technology transfer to the industrial partner AID/GenID has laid the foundation for licensing, product development, regulatory approval, and commercialization.
Short-term objectives include IVDR clinical validation studies as well as additional multicenter validation studies in Germany and international clinical sites. At the same time, implementation studies in African partner countries will continue. In the longer term, CERVICARE-LMT has the potential to become an important component of personalized cervical cancer prevention programmes in both industrialized countries and resource-limited healthcare systems.
Short-term activities will focus on conducting the IVDR clinical performance studies required for regulatory approval, as well as additional clinical validation studies in Germany and at international study sites. In parallel, implementation studies will continue in collaborating African countries. In the long term, the CERVICARE-LMT assay has the potential to make a significant contribution to personalized cervical cancer prevention, both within established screening programmes in high-income countries and in resource-constrained healthcare settings.
The scientific exploitation of the project results will continue beyond the project period. Additional publications in peer-reviewed international journals and academic theses based on the data generated within the project are planned through mid-2027.
In parallel, commercial exploitation is being prepared. Marketing of the CERVICARE-LMT assay as a Research Use Only (RUO) product by the licensee is scheduled to commence in September 2026. Following successful IVDR certification, commercialization as an IVD medical device is planned for early 2028.
Beyond its primary application in cervical cancer diagnostics, the technology developed within this project provides a platform for further assay development and additional diagnostic applications. From the end of 2026 onwards, the biomarker panel will be further evaluated for other HPV-associated diseases. Initial studies indicate considerable potential for the molecular classification of HPV-associated head and neck cancers, as well as for other clinical applications in which the combined assessment of viral transcripts and host cellular biomarkers may provide additional diagnostic and prognostic information.
Furthermore, a clinical study has been initiated to investigate the use of the CERVICARE-LMT assay for the assessment of HPV-associated cervical dysplasia during pregnancy. Since cervical biopsy should generally be avoided during pregnancy because of the risk of bleeding and the potential to induce preterm labour, a non-invasive molecular test would represent a valuable alternative. Preliminary findings suggest that biomarker expression patterns may allow prediction of lesion persistence or spontaneous regression after delivery, thereby supporting individualized patient management during pregnancy.
4. Scientific Progress in the Field by Other Research Groups
During the project period, important new scientific evidence regarding the role of HPV integration in cervical carcinogenesis was published and presented, among others, at the EUROGIN Congresses in 2023 and 2024. These studies demonstrated that HPV integration is not an essential prerequisite for the development of cervical cancer. Based on these findings, the originally planned HPV integration assay was replaced by the development of prognostic biomarkers capable of predicting lesion regression or progression.
In addition, emerging international studies have confirmed the need for more specific molecular triage strategies to reduce unnecessary referrals of HPV-positive women. The results obtained within the PRECARE project are fully consistent with these developments and extend current molecular diagnostics by incorporating a prognostic component that enables more individualized clinical decision-making.
5. Publications and Scientific Dissemination
Project results were presented continuously at national and international scientific conferences, most notably at the EUROGIN Congresses in Bilbao (2023) and Stockholm (2024).
[bookmark: _GoBack]The QuantiGene technology underlying the CERVICARE-LMT assay has already been described in a peer-reviewed publication (Skof et al., 2023). Additional findings from the clinical studies conducted in Cameroon and Tanzania, as well as results concerning the identification and validation of prognostic biomarkers, are currently being analyzed and prepared for publication.
Furthermore, results demonstrating the application of the developed biomarker panel to HPV-associated head and neck cancer have been published (Liang et al., 2025). This study illustrates the potential expansion of the CERVICARE-LMT platform beyond cervical cancer screening and risk stratification.
In this follow-up study, the biomarker panel was evaluated for the molecular classification of HPV-associated head and neck squamous cell carcinomas. The results demonstrated that the combined analysis of viral HPV transcripts and host cellular biomarkers enables a more accurate distinction between biologically active, HPV-driven tumors and tumors in which HPV DNA is merely present without a functional role in carcinogenesis. Consequently, the CERVICARE-LMT approach complements established diagnostic methods, which are largely based on HPV DNA detection or p16 immunohistochemistry and provide only limited information on the biological activity of HPV infection.
More accurate classification of HPV-associated head and neck cancers is of immediate clinical relevance, as HPV-driven tumors are associated with a more favorable prognosis and are increasingly considered for risk-adapted treatment and therapeutic de-escalation strategies. The additional molecular characterization provided by the CERVICARE-LMT assay may therefore improve patient stratification, support clinical decision-making, and contribute to more accurate prognostic assessment.
These findings broaden the potential applications of the technology beyond cervical cancer screening and establish a basis for future clinical validation studies in additional HPV-associated malignancies.
Further publications addressing the diagnosis and prognosis of cervical dysplasia, as well as implementation studies in low- and middle-income countries, are planned.
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