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Sammendrag

Livmorhalskreft er en av de mest forekommende krefttypene hos kvinner. Flere enn
500.000 tilfeller blir diagnostisert hvert ar og pa verdensbasis dgr omtrent 275.000
kvinner arlig av denne kreftformen. Det er na vist at persisterende infeksjon med

bestemte hgy risiko typer av HPV, er en ngdvendig arsak til utvikling av livmorhalskreft.

HPV assosierte celleforandringer kan ga i regress. 90 % av alle HPV infeksjoner vil
klareres innen 2-4 ar. Mindre enn 50 % av tilfellene med hgygradig celleforandring
progredierer til  bli invasivt karsinom og utvikles via forstadier til kreft som regel over
10-20 ar. I dag benyttes screeningprogrammer med cytologi i primerscreening og HPV
DNA testing i enkelt tilfeller, for & oppdage tilfeller med celleforandring og
livmorhalskreft. A finne molekylaere markgrer som kan skille ut pasienter med en hgy
risiko for progresjon, vil veere sveert verdifullt. For eksempel er mRNA testing for HPV
E6 og E7 sannsynligvis en bedre progresjonsmarkgr enn pavisning av viralt DNA for a

finne de tilfeller som vil kunne utvikles til livmorhalskreft.

Hensikten med oppgaven har vaert & avdekke mulige forskjeller i genuttrykk av bade
virale onkogener og cellulaere gener med biomarkgr potensiale pa lesjoner med

samme alvorlighetsgrad, som skyldes ulike HPV typer.

Masteroppgaven er basert pa analyse av Konisert vev fra livmorhalsen som er samlet inn
i forbindelse med et tverrfaglig HPV prosjekt ved Akershus Universitetssykehus i
tidsrommet 2005-2009. Pasienter hvor cytologisk prgve er positiv for kun en HPV type,
enten 16, 18 eller 58, og histologiprgven er diagnostisert med CIN3 ble valgt ut. For &
studere det spesifikke genuttrykket for omrader med lesjon, ble det benyttet
lasermikrodisseksjon (LCM). De virale onkogenene HPV E6 og E7, samt de humane

genene p16/CDKN2A, Serpin B5, TMEM 45A og hTERT ble undersgkt i studien.

Resultatene viser at det relative uttrykket av de to onkogener skiller seg markant ut
mellom HPV 16 positive prgver, og de to andre HPV typene. Det var til gjengjeld ingen
signifikante forskjeller for uttrykkene mellom prgver positive for HPV 18 og 58. For de
celluleere genene p16/CDKN2A og TMEM45 ble det avdekket et signifikant hgyere
uttrykk i HPV 58 positive prgver sammenlignet mot HPV 16. De andre celluleere genene,

Serpin B5, viste ingen signifikante forskjeller mellom de ulike HR HPV typene mens



hTERT ikke ble konsekvent uttrykt i de ulike HR HPV positive prgver. Vare funn viser at
studier for identifisering av progresjonsmarkgrer utfgrt pa HPV 16 positive prgver bgr

verifiseres for andre HR-HPV.



Abstract

Cervical cancer is one of the most commonly occurring cancer types in women. More
than 530,000 cases are diagnosed each year worldwide and close to 275,000 women die
of this cancer each year. It is now known that persistent infection with certain high-risk

types of HPV is a necessary cause of cervical cancer.

HPV-associated cervical dysplasia, can go to regress. 90 % of all HPV infections will be
cleared within 2-4 years. Less than 50 % of cases with high-grade cervical dysplasia
progress to become invasive carcinoma and that develop normally over 10-20 years.
Today in Norway, currently used screening programs with cytology in primary
screening and HPV DNA testing in individual cases, are used to detect precancerous
lesions and cervical cancer. To find molecular markers that can distinguish patients with
a high risk of progression, will be very valuable. For example will mRNA testing for HPV
E6 and E7 probably be a better marker for progression than the detection of viral DNA

in order to detect cases who will be at more risk to develop cervical cancer.

The purpose of the study was to study gene expression of viral oncogenes and candidate
biomarker cellular genes in lesions with the same histological diagnosis, but caused by

different HPV types, with different association to progression.

The thesis is performed on analysis of cervical tissue after conisation that is collected in
connection with an interdisciplinary HPV project at Akershus University Hospital in the
period 2005-2009. Patients in whom cervical smear is positive for only one HPV type,
either 16, 18 or 58, and histology is diagnosed with CIN3 were selected. To study the
gene expression of specific areas of the lesion, there were used
lasercapturemicrodissection (LCM). The viral oncogenes E6 and E7 HPV and the human

genes p16/CDKN2A, Serpin B5, TMEM 45A and hTERT were examined in the study.

The results indicate that the relative expression of the two oncogenes differs markedly
from HPV 16 positive samples and the other two HPV types. There were no significant
differences in return for expressions between HPV 18 and 58. The cellular genes
p16/CDKNZ2A and TMEM45 revealed a significant higher expression in HPV 58 positive
samples compared to HPV 16. The other human genes, Serpin B5, showed no significant

difference between the different HR HPV types while hTERT were not consistently



expressed in samples of different HR HPV type. Our findings indicate that studies for
identification of progression markers for HPV 16 positive samples should be verified for

other HR HPV types.



Ordliste

AHUS Akershus Universitetssykehus

ASC-H Atypical Squamous Cells-cannot rule out a High grade lesion
ASC-US Atypical Squamous Cells of Undetermined lesion
CDK4/6 Cyclin Dependent Kinase 4/6

CDKNZ2A Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A

cDNA Complementary Deoxyribonucleinacid

CIN Cervical Intraepithelial Neoplasia

CIS Cancer In Situ

DNA Deoxsyribonucleic acid

dNTP Deoxyribonucleotide

FFPE Formalin Fixed Paraffin Embedded

GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate-dehydrogenase
HE Hematoxylin-Eosin

HIV Human Immunodeficiency Virus

HPS Hematoxylin-Phloxine-Safran

HR HPV High Risk Human Papilloma Virus

HSIL High Grade Squamous Intraepithelial Lesion
hTERT Human telomerase reverse transcriptase
LCM Lasercapturemicrodissection

LR HPV Low Risk Human Papilloma Virus

LSIL Low-Grade Squamous Intraepithelial Lesion
MDM?2 Mouse Double Minute 2 homolog (E3 ubiquitin-protein ligase)
MgCl2 Magnesium chloride

NCR Non Coding Region

ORF Open Reading Frame

PCR Polymerase Chain Reaction

Rb Retinoblastoma

REK Regional Etisk Komite

RNA Ribonucleic acid

SCJ Squamo Columnar Junctions

TMEM 45A Transmembrane Protein 45A

WHO World Health Organisation
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Innledning

Innledning

1.1 Livmorhalskreft

Kreft er en fellesbetegnelse for ondartet og ukontrollert vekst av celler og vev. Det dannes
tumorer som kan invadere omkringliggende og mer distale deler av kroppen. Disse
gdelegger normalt vev og opptar neaering og oksygen. Metastaser forekommer nar sma
grupper av celler blir frakoblet den originale tumoren og blir fraktet til andre steder ved
blod og lymfesystemet. Her gir de utgangspunkt for nye tumorer som er lik opphavstumor

(Wolpert 2007).

Livmorhalskreft er en av de mest forekommende krefttypene hos kvinner. Flere enn
500.000 tilfeller blir diagnostisert hvert ar og pa verdensbasis dgr omtrent 275.000 kvinner
arlig av denne kreftformen. 85 % av tilfellene forekommer i utviklingsland hvor det ikke
finnes tiltak som screeningsprogrammer, tilbud om vaksine og behandling. Livmorhalskreft
rammer spesielt unge kvinner og nye preventive strategier for a hindre utbredelsen av

denne kreftformen i global sammenheng bgr igangsettes (Arbyn et al. 2011).

I Norge diagnostiseres omtrent 300 nye tilfeller av livmorhalskreft arlig. I 2010 dgde 78
kvinner av denne kreftformen (Kreftregisteret 2010). Fgr 1995, var det i Norge ingen
organisert screening, noe som fgrte til at noen kvinner pa eget initiativ fulgte opp med ny
celleprgve hvert ar mens andre aldri tok celleprgve. I 1995 ble det etablert et omfattende
organisert screeningsprogram i regi av Kreftregisteret ved masseundersgkelsen mot
livmorhalskreft. Screeningen bestar av a ta jevnlige cytologiske celleprgver fra livmorhalsen
med 3 ars intervall for alle kvinner mellom 25 til 69 ar. Kvinnene far invitasjon fra
Kreftregisteret til programmet nar de fyller 25 ar, og senere paminnelse om a delta om de
ikke fglger de anbefalte intervallene. At denne screeningen nytter er bekreftet ved Nygard,
Skare et al. (2002), hvor det ble vist en 22 % nedgang av invasive krefttilfeller ved a
sammenligne to ar fgr og to ar etter oppstart av screeningsprogrammet. Det vises i tillegg at
kvinner som ikke jevnlig tar celleprgve, har 3 ganger sa stor risiko for a utvikle hgygradig
celleforandring, og 20 ganger sa stor risiko for kreft i forhold til de som er inkludert i

screeningprogrammet (Nygard et al. 2002).



Innledning

1.1.1 Livmorhalsens anatomi og transformasjonssonen

Livmorhalsen (cervix) er den nedre delen av kvinners forplantningsorgan, livmoren
(uterus). Dette er en muskuleer kanal hvor nederste del omtales som ectocervix (portio) og

den gverste delen som ikke er i kontakt med skjeden (vagina) kalles endocervix.

Ectocervix bestar av plateepitel lik det som finnes i skjeden, mens endocervix bestar av
slimproduserende sylinderepitel. Forbindelsen mellom disse to epitellag kalles for
squamocolumnar junction (SCJ). Dette er en overgangssone som ikke er fiksert men som
endrer seg gjennom livet. Under pubertet vil den alltid veere posisjonert mot ectocervix og
med gkt alder beveger denne sonen seg mot endocervix. Denne migreringen forekommer
ved en prosess som kalles plateepitelmetaplasi, noe som medfgrer at sylinderepitel av
endocervical type, blir erstattet av lagdelt plateepitel. Denne sonen kalles

transformasjonssonen (IARC Press 2005), figur 1.1.
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Figur 1.1 a) Livmorhalsens anatomi med transformasjonssonen og SC]
(Figur hentet fra: www.womenshealthsection.com)
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1.1.2 Humant papillomavirus og livmorhalskreft

Den fgrste sammenhengen mellom infeksjon med det seksuelt overfgrbare humant

papillomavirus (HPV) og livmorhalskreft, ble publisert pa slutten av 1970 tallet (zur Hausen
1994). Det er na Kkjent at persisterende infeksjon med bestemte hgyrisko (HR) typer av HPV,
spesielt i transformasjonssonen, er en ngdvendig arsak til utvikling av livmorhalskreft (IARC

Press 2005; Munoz et al. 2006; Walboomers et al. 1999; zur Hausen 2002).

Gjennom pubertet og graviditet, og ved bruk av orale prevensjonsmidler er
transformasjonssonen i ectocervix forstgrret. | faser med en forstgrret transformasjonssone
kan eksponering for HPV viruset fgre til en persisterende HPV- infeksjon som kan bidra til
utvikling av livmorhalskreft. At HPV er seksuelt overfgrbar forklarer sammenhengen mellom
tidlig seksuell debut, antall seksualpartnere, multiple svangerskap, lang tids bruk av orale
prevensjonsmidler (et fatall) med forekomst av livmorhalskreft. I tillegg til infeksjon med
HPV virus er infeksjon med andre seksuelt overfgrbare sykdommer som chlamydia
trachomatis (CT), herpes simplex virus type 2 (HSV2) vist a ha innvirkning ved
kreftutviklingspotensialet. Kvinner som er human immunodeficiency virus (HIV) -positive
har ogsa stgrre risiko for HPV-infeksjon, som igjen gir gkt risiko for kreft (Bosch & de
Sanjose 2007).

90 % av all livmorhalskreft er plateepitel karsinom som oppstar i det metaplastiske plate
epitelet i transformasjonssonen. De andre 10 % er cervikale adenokarsinomer som oppstar i

sylinderepitelet i endocervix (WHO 2006).

1.1.3 HPV infeksjon, celleforandringer og progresjon til kreft

HPV assosierte celleforandringer, kan ga i regress. 90 % av alle HPV infeksjoner vil klareres
innen 2-4 ar. Kun 10 % av tilfellene vil persistere og kunne fgre til utvikling av hgygradig
celleforandring. Mindre enn 50 % av tilfellene med hgygradig celleforandring progredierer
til & bli invasivt karsinom og spesielt blant unge kvinner er denne prosentandelen lav. Det
tar som regel 10-20 ar for en lesjon a progrediere fra lavgradig celleforandring til invasivt
karsinom, noe som gjgr dette til en sykdom det er mulig a forebygge ved screening

(Schiffman et al. 2007; Schiffman et al. 2011; WHO 2006), figur 1.2.
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Figur 1.2 Oversikt over persistens versus klarering, venstre graf viser prosentandel som klareres,
persisterer og progredierer til hgygradig celleforandring innen 3 ar etter fgrste HPV infeksjon. Hgyre
graf viser andel av hgygradig celleforandring som progredierer til kreft hvis ingen behandling utfgres
(Schiffman et al. 2011).

Celleforandringene som kan oppsta som fglge av persisterende HPV infeksjon, er
tradisjonelt blitt diagnostisert og klassifisert pa ulike mater i ulike land. For a fa en
internasjonal standard for diagnostisering av celleforandringer og kreft ble Bethesda
systemet utviklet. Dette ble tatt i bruk for fgrste gang i 1988 og har fgrt til enklere
samarbeid mellom forskningsgrupper i ulike land (Davey 2003), figur 1.3.
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CIN |
nomendlature
Dysplasia ) CA
nomenclature
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| 1} n \" \
Increasing cancer risk

Figur 1.3 Oversikt over de ulike klassifiseringer av celleforandringer med Bethesda systemet gverst.
CIN: cervical intraepithelial neoplasia LSIL: Low-grade squamous intraepithelial lesion HSIL: High-
grade squamous intraepithelial lesion ASC-US: Atypical squamous cells of undetermined significance
ASC-H: Atypical squamous cell-cannot rule out a high grade lesion CIS; Cancer in situ (Schiffman et al.
2007).

CIN klassifisering er normalt sett blitt benyttet for histologipreparater mens SIL-
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terminologien benyttes for cytologiprgver. Et eksempel pa histologisk diagnostisert CIN 3
med HPV infeksjon, farget med HE, sees i figur 1.4. Ved CIN 3 sees store kjerner av
uregelmessig stgrrelse, HPV infeksjon sees ofte som koilocytose; skarpt avgrenset,

uregelmessig oppklaring av varierende stgrrelse rundt kjernene (Solomon 2004)
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Figur 1.4 Histologisk vevsnitt diagnostisert med CIN 3 og HPV infeksjon. Pil viser en celle med forstgrret
kjerne og koilocytose, CIN 3 vises i hele bildet.

1.1.4 Pavisning, oppfalging og behandling av celleforandring

[ Norge blir kvinner med normale celleprgver henvist til ny rutine screening om 3 ar, mens
kvinner med celleprgver med hgygradige forandringer blir henvist til kolposkopi og biopsi.
Masseundersgkelsen mot livmorhalskreft har utarbeidet et flytdiagram for hvilke tester som
skal gjgres og hvilken oppfelging kvinner med usikre eller lavgradige forandringer i
celleprgven skal ha. Det er kun ved et slikt handlingsforlgp at HPV testing ved DNA
genotyping benyttes i screeningprogrammet per i dag, (Kreftregisteret 2012)a figur 1.5.

Ved diagnostisering av CIN 2+ i biopsiprgven er behandling pakrevet i Norge. Generelt
benyttes konisering som behandling. To ulike teknikker benyttes; kryoterapi eller loop

electrosurgical excision prosedure’ (LEEP).

Behandling ved videreutviklet celleforandring og kreft krever en individuell vurdering og

innebeerer i tillegg til konisering annen kirurgi samt stralebehandling og cellegift (Sellors

2003).
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Figur 1.5 Flytdiagram ved cytologisk/histologisk diagnostisert celleforandring av usikker betydning
eller lavgradig celleforandring (Kreftregisteret 2012).

1.1.5 HPV vaksinering

[ dag finnes to ulike profylaktiske vaksiner mot HPV som har markedsfgringstillatelser. De
bestar begge av viruslignende partikler (VLP) spontant dannet fra det rekombinante
kapsid proteinet L1. Den ene, Gardasil® (Merck og Co, Inc., West Point, Pennsylvania, USA),
inneholder VLP fra HPV type 6, 11, 16 og 18. HPV type16 og 18 fordi disse fordrsaker 70 %
av livmorhalskreft pa verdensbasis (Wheeler 2008) mens HPV type 6 og 11 forarsaker
kjgnnsvorter (Howley & Lowy 2007). Den andre vaksinen, Cervarix®, (GlaxoSmithKline
Biologicals, Rixensart, Belgium), beskytter mot HPV type 16 og 18.

Oppfelgingsrapporter viser at disse vaksinene er neermere 100 % effektive mot utvikling av
CIN2 og CIN3 som fglge av infeksjon med HPV 16 og/eller 18 for de som ikke tidligere har
veert eksponert for viruset (FUTURE-II-Study-Group 2007; McKeage & Romanowski
2011). Begge vaksinene har ogsa vist seg til a gi en viss grad av kryss-beskyttelse mot andre
hgyrisiko HPV typer som 31, 33, 45, 52 og 58, noe som gir en ytterligere potensiell gevinst

med vaksinen (Herrero 2009).

I Norge startet vaksinering av jenter som er fgdti 1997 og fylte 13 ar i skolearet 2009/2010.
69 % valgte a la seg vaksinere og 67 % har fatt alle tre dosene som inngar i vaksinen.
Vaksinedekninger har gkt, og for jenter fgdti 1999 har 81 % fatt fgrste dose og 71 % fatt alle
tre doser (Folkehelseinstituttet 2013).
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Uavhengig av vaksinens omfang og kryss-beskyttelse, er det viktig med fortsatt
screeningprogram for vaksinerte kvinner. 30 % av dagens livmorhalskreft tilfeller skyldes
andre typer enn HPV 16 eller 18. Det er viktig a overvake om andre HR-HPV typer vil kunne
erstatte HPV 16-18 («type-replacement»), og ytterligere forskning ma til i fremtiden
(FUTURE-II-Study-Group 2007). Pa grunn av den store andelen av multippel infeksjoner
med HPV, med og uten HPV 16 og 18 involvert (Sjoeborg et al. 2010), virker det som om
infeksjon med HPV 16 og 18 ikke beskytter mot infeksjon med andre HPV typer, slik at en
ikke ngdvendigvis forventer at fraveeret av disse to onkogenene vil ha betydning for

forekomst og utvikling av de andre HPV typene.

1.2 Humant papillomavirus (HPV)

1.2.1 Viral struktur og DNA

Humant papillomavirus er en gruppe virus som infiserer hudens plateepitellag og
forarsaker virusmediert celledeling hos vertsorganismen. I tillegg til at de er vevsspesifikke

er de ogsa artsspesifikke og HPV er kun funnet a infisere humant vev.

HPV er et lite virus, 55nm i diameter og langt mindre enn andre virus som infiserer huden,
blant annet herpes simplex virus og poxvirus. Viruspartikkelen bestar av en proteinkappe
med 72 kapsomerer som omslutter sirkulaert dobbeltradet DNA, figur 1.6. De ligner pa
polyomavirus og er derfor klassifisert i familie med disse som papova

(papillomaviruspolyomavirus-vacuolating) virus.

Ved karakterisering av papillomavirus genom, er det avdekket stor sekvensvariasjon hos
disse virus. De omtrent 8000 nukleotidene som utgjgr genomet koder for 8-10 ulike gener
i tillegg til et omrade med ikke-kodende DNA (NCR). Alle papillomavirus viser dette

mgnsteret for organisering av genomet (Howley & Lowy 2007).
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Figur 1.6 Humant papilloma virus med proteinkappe
(Figur hentet fra: http://hpvvirusinwomen.com)

Genene deles inn i tidlige (E-early) og sene (L-late) gener. L-genene, L1 og L2, koder for
dannelse av proteinkappen mens E-genene koder for en rekke proteiner som inngar i ulike
deler av virusets livssyklus som virusreplikasjon og transformasjon. NCR regionen har ingen
protein-kodende funksjon, men deltar i regulering av replikasjonen via bindingsseter for
transkripsjonsfaktorer som inngar i regulering av RNA polymerase II-initiert transkripsjon

av L- og E-promotorer (Zheng & Baker 2006). Figur 1.7 viser oversikt over HPV virus

genomet.
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cell growth cycle
. ps3 /
Regulation of Telomerase
virus gene expression
& virus replication I PRb
L1
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proteins
DNA
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Gene
expression

Membrane
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Figur 1.7 Oversikt over et humant papillomavirus genom med de ulike gener og deres rolle i
livssyklusen (Figur hentet fra: http://www.microbiologybytes.com)
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1.2.2 Klassifisering

De ulike papilloma typene blir klassifisert i genera, arter og typer etter homologi i deres DNA
sekvens, figur 1.8. Innen samme genera er sekvensene minst 40 % like. Virus arter som
tilhgrer samme genus deler minst 60 % sekvenslikhet. En viral type, for eksempel HPV 16
som tilhgrer virusart 9 og genera alphapapillomavirus, har minst 70 % sekvenslikhet med
en annen type i samme art, som for eksempel HPV 58. Innen en bestemt HPV type kan
nukleinsyresekvensen ha opp til 10 % varisjon (Howley & Lowy 2007). Stadig flere HPV
typer blir klonet og sekvensert, 120 typer er na karakterisert (de Villiers et al. 2004), i tillegg
til at deler av sekvenser for andre typer er kjent. Papillomavirus som infiserer mennesker er
funnet i fglgende genera; alpha, beta, gamma, mu og nu. Alle livmorhalskreft assosierte HPV
typer hgrer til alphapapillomavirus genus, som er en gruppe papillomavirus som smitter via
vertens slimhinner. Virus i dette genus er funnet hovedsakelig hos mennesker, samt hos
enkelte apearter. Genus alphapapillomavirus er delti 15 virusarter, og de fleste HPV typer
som er assosiert med livmorhalskreft tilhgrer art 7 og 9, som inneholder HPV type 18 og 16,
henholdsvis. Viruset inndeles ogsa i spesifikke undergrupper avhengig av kliniske

manifestasjoner og onkogent potensial.

Kategorisering i lavrisiko (LR) og hgyrisiko (HR) HPV type gjgres ut fra om de er assosiert
med kreftutvikling. HPV type 6 og 11 klassifiseres som LR HPV type og pavises ofte i
kondylomer. De pavises ogsa i lavgradig intraepitelial neoplasi (LSIL) og er sjelden assosiert

med malign transformasjon.

HPV 16 og 18 ble i 1995 Kklassifisert som humane karsinogener og er blant de hyppigst
paviste HPV-typer i karsinomer (de Villiers & Gunst 2009; Howley & Lowy 2007; IARC Press
2007). Andre typer som er hyppig assosiert med kreft varierer med geografiske omrader, og
HPV 58 har vist seg a forekomme med hgy frekvens i Asia og Mellom-/Sgr-Amerika (Wu et
al. 2009). Skjematisk oversikt over hvilke typer som er assosiert med livmorhalskreft

presenteres i figur 1.9.
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Figur 1.8 Fylogenetisk tre med oversikt over de ulike papilloma virus typer. Fordelingen er basert pa
sekvensering av L1 genet som er det mest konserverte genet i papilloma virus genomet (de Villiers et
al. 2004).
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Figur 1.9 Prosent og antall tilfeller av livmorhalskreft relatert til den mest forekommende HPV genotype
i alle verdens regioner. (For kvinner fra 15 ar og oppover) (Munoz et al. 2004)
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1.2.3 Virus replikasjon og de ulike virale geners funksjon

Papillomavirus replikerer og formerer seg i cellekjernen. HPV replikasjonssyklus er tett
knyttet opp mot differensieringsprosessen til de infiserte cellene. Virusene finner veien via
smasar og rifter inn til celler i de basale lagene av flerlaget plateepitel som finnes i
transformasjonssonen i cervix. Disse cellene deler seg usymmetrisk; en dattercelle forblir
udifferensiert, mens den andre utvikler seg videre til a bli en ferdig differensiert celle. Huden
er vart stgrste organ og fornyer seg hele tiden. En slik celledeling sgrger for mekanisk
stabilitet og beskyttelse mot direkte eksponering for mutagener i luften. For & kunne
etablere en persisterende infeksjon, ma papillomavirusene infisere basalceller hvor viralt
genom blir opprettholdt ved et lavt antall kopier. Nar cellene deler seg og differensierer, vil
ulike virale proteiner komme til uttrykk, helt ut mot det ytterste laget der store mengder av
kapsidprotein syntetiseres, og mange virale genomer lages, for a danne ferdige virus
partikler. De virale genene og replikasjonen av disse skjer i et bestemt mgnster i samsvar
med celledifferensieringen. Med unntak av E1/E2 -komplekset, mangler papillomavirus
essensielle enzymer som er ngdvendige for replikasjon. Viruset er derfor avhengig av
vertscellens DNA syntese-maskineri for a replikere. Selve mekanismen er i dag ikke fullt
oppklart, men et utrykk av bestemte virale gener fgrer til at seks ulike regulatoriske
proteiner (E1, E2, E4, E5, E6 og E7) og to kapsid proteiner (L1 og L2) blir dannet og fglger
cellene gjennom en full differensiering. Produksjonen av de ulike virale proteiner under

virusets replikasjonssyklus i forhold til differensieringsstadiet i epitelet er vist i figur 1.10.

E4
E4/L1

Viral DNA
L2, L1

E7/E4

p670

m
Esy

Figur 1.10 Skjematisk oversikt over uttrykk av de ulike HPV gener i celler etterhvert som disse migrerer
mot overflaten. Grgnne celler viser forekomst av E4, E1, E2 og E5 proteiner. Bla kjerner viser hvor viralt
genom amplifiseres, gule kjerner viser kapsidproteinene L1 og L2. Rgde kjerner viser uttrykk av E6 og
E7 i de tidlige basale celler (Doorbar 2005).
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Produksjonen av infeksigse etterkommervirus forekommer kun i ferdig differensiert
epitellag, og viruset skilles ut nar cellene i det ytterste laget har nadd sitt endepunkt.
(McLaughlin-Drubin & Munger 2009). Nar viruset forarsaker hgygradige lesjoner, forblir
cellene udifferensierte i en stgrre del av epitellaget, og virusreplikasjonen fullfgres ikke,
Virus infeksjonen hos kvinner med CIN3 og kreft er dermed ikke lenger produktive
infeksjoner, og kvinnene skiller ikke ut selvstendige viruspartikler, figur 1.11 (Woodman et

al. 2007).
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Figur.1.11 Oversikt over virusreplikasjon i samsvar med differensiering av cellene. HPV virus infiserer
basalceller via sma sar og rifter, i en pafglgende infeksjon blir E-genene, E1, E2, E3, E4, E5, E6 og E7
uttrykt og viralt DNA replikeres fra episomalt DNA (lilla farge). I de gvre lag av epitel, ‘midzone’ og
‘superficial zone’, blir virusets genom replikert videre og de sene, ‘late’ genene, L1 og L2, samt E4 blir
uttrykt. L1 og L2, danner kapsid rundt virusets genom og gjgr at selvstendige viruspartikler kan skilles
ut. Disse virus kan igjen danne en ny infeksjon i andre celler. Lavgradige lesjoner stgtter en produktiv
viral replikasjon, mens progresjon til en hgygradig lesjon er assosiert med integrasjon, (rgde kjerner) og
det sees tap/gdeleggelse av E2 med en pafglgende oppregulering av E6 og E7 genuttrykk. (Woodman et
al. 2007).

E1 og E2 koder for proteiner som regulerer virusreplikasjon og transkripsjon. I normale
celler forekommer disse proteiner bundet til den ikke-kodende region, og regulerer dermed
utrykk av E6 og E7 ved 4 hemme transkripsjon av disse gener (Thierry & Howley 1991).
Disse uttrykkes tidlig i virusets livssyklus men nar HPV DNA integreres i vertscellens DNA,
tapes som regel sekvenser som koder for E1 og E2 i prosessen og suppresjonen av E6 og

E7 opphgrer (Romanczuk & Howley 1992).

20



Innledning

E4 proteinet produseres i rikelige mengder ved infeksjon forarsaket av ulike typer HPV og
fortsetter a utrykkes i de ferdig differensierte cellene sent i virusets livssyklus. Dette
proteinet danner amyloid lignende fibre og akkumulerer i de ulike lesjoner i varierende
grad. Disse endringer i cellens indre matrix gjgr at viruset lettere frigjgres fra cellen og har
gjort E4 interessant som en markgr for aktiv HPV infeksjon. I tillegg er E4 forbundet med
koilocytose som er et morfologisk kjennetegn pa HPV infeksjon. (Doorbar et al. 1991;

Roberts et al. 1993) (Howley & Lowy 2007) (Griffin et al. 2012).

De gvrige ’early’-genene E5, E6 og E7 fungerer som onkogener og koder for
vekststimulerende proteiner. E5-genet forekommer ikke i alle HPV-typer og proteinet den
gir opphav til, varierer i lengde blant de ulike typer papillomavirus. En del arbeid gjenstar
for & forsta den onkogene rollen til E5 men generelt er det funnet at den kan pavirke
celluleere prosesser ved a innga i ulike signalveier (Map-kinase og EGFR), danne kompleks
med E7 og stimulere proliferasjon. E5 finnes lite uttrykt i HPV positive krefttilfeller, og det
antas at den forekommer mest i benigne papillomas. (Howley & Lowy 2007; IARC Press

2007).

Genene E6 og E7 spiller en ngkkelrolle ved persisterende HPV- infeksjon og utvikling av
kreft. Kun E6 og E7 fra HR HPV type forekommer oppregulert i karsinomer og i HPV
forskningen har det vaert fokus pa a finne ulikheter mellom hgyrisiko og lavrisiko E6 og E7
for a forsta hvilke cellulaere faktorer disse binder og hvilke cellulzere forskjeller de induserer
(Bodily & Laimins 2011). Studier har vist at bAde HR HPV E6 og E7 interagerer med mange
ulike celluleere komponenter, og det er funnet at de kontinuerlig ma produseres for a
opprettholde en ondartet fenotype. Ved a hovedsakelig interagere med ulike
tumorsupressorproteiner sgrger de for at cellen mister sin celledelingskontroll (Syrjanen &

Syrjanen 1999).

1.2.4 Syntese av viralt mRNA

Transkripsjonsmekanismene for HPV er gjennomgatt grundig av Howley & Lowy i Fields
Virology, kapittel 62, 5 Edition (2007). Flere ulike promotorer inngar og det pavises
forskjellige spleisede varianter av genene som fgrer til produksjon av ulike messenger RNA
(mRNA) transkripter i ulike celler. Kartleggingsstudier er blitt ufgrt for flere ulike HPV typer.

En presentasjon av de ulike mRNA transkripter fra HPV genomet, samt promotorer, er vist
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for HPV 31 i figur 1.12. En linearisert versjon av den genomiske organiseringen viser hvor
«tidligrpromotor, for de tidlige (Early, E) genene, (p97) og «sen» promotor, for de sene
(Late, L) genene (p742) befinner seg, samt hvor polyadenylerings-setene forekommer. P97
(position 105 for HPV 18), promotoren som er mest aktiv i ikke differensierte celler, er
assosiert med uttrykk av E6 og E7 og de andre tidlige genene. I HR HPV infiserte
keratinocytter som er under en differensieringsprosess, aktiveres den sene promotoren,

p742 (p670 for HPV 16), og gir transkripsjon av de sene genene samt E4.

[ motsetning til lav risiko HPV, der E6 og E7 genene uttrykkes fra hver sin promotor,
uttrykkes E6 og E7 hos hgyrisiko typer fra samme promotor. De dpne leserammer for E6 og
E7 (open reading frame’ (ORF)) overlapper eller er adskilt med kun noen fa nukleotider. Nar
transkriptet er felles med full lengde E6 og pa grunn av den lille avstanden mellom
terminering av E6, og re initiering for E7 translasjon, fgrer dette til en mindre effektiv
nedstrgms translasjon av E7. Hos HR HPV typer, finnes det imidlertid andre spleisede
varianter, der E6 er trunkert (E*) og har et tidligere stoppkodon. Disse varianter av E6* (I, II,
[1I) fgrer til syntese av kortere peptider, og bedre avstand for mulig re initiering av
maskineriet for E7 translasjon. Det er derfor foreslatt at transkriptene med E6*
representerer E7 mRNA. Det er til gjengjeld vist i nyere in vitro studier at translasjon av E7
proteinet kan forekomme ved en ineffektiv ribosom skanningsmekanisme som ofte overser
oppstrgms E6 ORF (Chow & Broker 2007). De ulike spleisede varianter av E6 hemmer
uttrykk av full lengde E6 protein og resulterer i E6* peptider som kan hemme E6 aktivitet
(Chow & Broker 2007; Stubenrauch & Laimins 1999; Tang et al. 2006). En nyere studie viser
imidlertid at E6* transkript ikke kunne detekteres for HR HPV typene 45, 52, 53, 58, 59, 73
og 97 og at mRNA spleising dermed ikke regulerer uttrykk av alle HR HPV E6 proteiner
(Mesplede et al. 2012).
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Figur 1.12 Transkripsjonskart for HPV 31, som viser de ulike transkripter som lages i lgpet av virusets
replikasjon. Transkriptene som initieres av tidlig promotor (p97) uttrykkes mest i de ulike terminale
udifferensierte epitelceller (Stubenrauch & Laimins 1999).

1.2.5 Tumorsupressorgener TP53 og Retinoblastomaprotein (RB1)

Nar celler deler seg, gjennomgar de bestemte faser i en cellesyklus. Denne cellesyklusen
reguleres blant annet av viktige kontrollmekanismer som involverer tumorsupressorgenene
TP53 og RB1 (Massague 2004). HPV proteinene E6 og E7 har en onkogen funksjon
hovedsakelig ved at de binder til henholdsvis tumorsupressorproteinet p53, og

retinoblastoma assosiert protein (pRb).

Tumorsupressorproteinet p53, ogsa kalt "Guardian of the genome”, aktiveres ved DNA
skader i cellen, eller ved ulike cellestress faktorer, og hindrer skadede celler i a dele seg samt
fremmer apoptoseprosessen. Mutert inaktivert p53 er den mest kjente genetiske
forandringen i humane krefttyper (Levine et al. 1991). Ved livmorhalskreft forekommer p53

inaktivert ved HR HPV E6 og selve interaksjonen mellom E6 og p53 skjer via ubiquitin-
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signalveien. For LR HPV E6 er en slik funksjonell in vivo interaksjon ikke funnet (Howley &
Lowy 2007). I intakte celler er p53 under kontroll av E3 ubiquitin ligase, ogsa kalt 'Mouse
Double Minute 2 homolog’ (MDM2). MDM?2 gir i uskadede celler en konstant ubiquitinering
av p53 slik at konsentrasjonen av denne holdes nede. Denne mekanismen foregar ved
formasjonsdannelse av MDM?2 og p53 og reguleres tett av ulike mekanismer i cellen. Ved
skade pa DNA vil MDM?2 frigjgres fra p53 og p53 kan utgve sin oppgave ved a indusere stopp
i cellesyklus og gi apoptose. P53 aktiveres ogsa ved fosforylering. Onkogenet HPV E6 binder
til det celluleere E6-assosierte proteinet (E6-AP) som ogsa er en ubiquitin/protein ligase.
Dette komplekset binder p53, gir en ubiquitinering av p53 som fgrer til degradering av p53
ved 26S proteasom-kompleks (Mani & Gelmann 2005; Thomas et al. 1999). Dette vises
skjematisk i figur 1.13, og lenger ned i figur 1.14.

Figur 1.13 Ubiquitin-signalvei for p53. Skade
pa DNA induserer aktivering av p53 ved at

tMDM2 MDM?2 lgsrives fra p53 og opphgrer sin
;}p14AR% kontinuerlige ubiqutinering av p53 som
- forekommer i intakte celler. Mindre
‘[ - degradering av p53 gir gkt kontroll og fgrer
/ MDM2 Ubiquitin enten til cellesyklusarrest eller apoptose. Ved

P uttrykk av onkogenet HPV E6 cellen skjer en
— @ kompleksdannelse av E6 og E6-AP som

P sammen binder p53. Dette gir en annen
/ ubiquitinering og rask degradering av p53.
p14ARF er en negativ regulator av MDM2
Other targets E6-AP i (Mani & Gelmann 2005).
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Studier viser at HR HPV E6 interagerer med mange andre cellulzere signalveier for a sgrge
for DNA replikasjon. I tillegg til inaktivering av p53, blokkerer denne apoptose, aktiverer
telomerase, gdelegger celle adhesjon, polaritet og differensiering av epitel. Den kan forandre
transkripsjon og G-protein signalisering, og redusere immunologisk gjenkjennelse av HPV

infiserte celler (Howie et al. 2009; Thomas et al. 1999).

Tumorsupressorproteinet Retinoblastom (pRb) inngar i cellesyklusens kontrollprogram
under G1 fasen. Ufosforylert pRb binder til ulike transkripsjonsfaktorer (blant annet E2F),

og blokkerer dermed cellens overgang fra G1- til S (syntese)-fase. I normalt replikerende
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celler skjer det en fosforylering av pRb de siste timene av G1 fasen, ved at sykliner pavirker
syklin-avhengige kinaser (cdk2/4/6). Nar pRb sa blir fosforylert, frigjgres de bundne
transkripsjonsfaktorer og cellen gar da over i S-fasen hvor DNA syntese igangsettes
(Weinberg 1995). HR HPV E7 pavirker dette kontrollsystemet ved a binde seg til pRb- og
danner et kompleks med en ubiquitin/protein ligase, cullin 2. Dette komplekset blir sa
degraderti et av cellens proteasomer, noe som fgrer til at E2F forblir ubundet, og HPV
smittede celler kan fortsette til S fase. (Dyson et al. 1989; Huh et al. 2007; McLaughlin-
Drubin & Munger 2009). Skjematisk interaksjon sees i figur 1.14.

HR HPV E7 deler funksjonelle egenskaper med andre kjente onkoproteiner som adenovirus
E1A og ’'SV40 large tumor antigen’. Disse har som fellestrekk at de interagerer med pRb og

spiller en stor rolle bade ved den karsinogene transformasjonen og i viral livssyklus.

p53 —a ):
o Ubiquitn Proteosome
= ( ligase . /
y | E6AP
E7 / E6— > > aﬂpoo

/ N Integrated
Nuclear @ x E6 and E7 HPV
membrane N E2 transcription / DNA

Cell y ,"9 " - = Chromosomal
nucleus j e G A DNA

Figur 1.14 Skjematisk oversikt over E6 og E7 innvirkning pa tumorsupressorproteinene p53 og pRb.
Ved fraveer av E2 gker uttrykk av E6 og E7 (Figur hentet fra: http://immunopaedia.org).

1.3 Potensielle biomarkgrer for progresjon

[ dag benyttes screeningprogrammer med cytologi i primarscreening og HPV DNA testing i
enkelte tilfeller, for @ oppdage prgver med celleforandring og livmorhalskreft. Bade selve
screeningsprogrammet og behandlingen av kvinner med CIN2+ er samfunnsmessig
ressurskrevende. I tillegg kan konisering ha bivirkninger. Blant annet kan konisering fgre til
senaborter eller preterm fgdsel (Sjoborg et al. 2007). Siden mer enn 50 % av CIN2 og CIN3
tilfellene antageligvis hadde gatt i regress uten behandling, ville disse kunne ga ubehandlet

om det fantes sikre prognostiske markgrer for a skille mellom de lesjoner som vil
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progrediere og de som vil regrediere. Kvinner med lavgradige og usikre cytologisvar, som er
HPV positive, ma i dag ha gjentatte oppfalginger fgr de kan igjen innga i rutinescreening. A
finne molekyleere markgrer for tidlig progresjon som kan skille ut pasienter med en hgy
risiko for progresjon, vil dermed vere svaert verdifullt. Markgrer bade for tidlig progresjon,
som for eksempel normal til CIN1/ASC-H og sen progresjon som fra CIN3 til invasiv kreft, er
aktuelle. I tillegg vil de ogsa kunne veaere nyttige som terapeutiske mal (Kailash et al. 2006;
Wentzensen & von Knebel Doeberitz 2007). For eksempel er mRNA testing for HPV E6 og E7
sannsynligvis en bedre markgr enn pavisning av viralt DNA for a finne de tilfeller som vil
veere i fare for a utvikle livmorhalskreft (Kotaniemi-Talonen et al. 2008). Det er vist at E6 og
E7 uttrykkes i gkende grad ved de ulike stadier av celleforandring, og at pavisning av disse
mRNA fra de 5 mest onkogene HPV typer er assosiert med lesjonenes alvorlighetsgrad
(Trope et al. 2009). Siden 10% av krefttilfellene vil veere assosiert med andre HPV typer, er
dette ingen universal testmulighet. Studier har ellers vist at E6/E7 mRNA kan pavises i
100% av livmorhalskrefttilfellene (Kraus et al. 2004; Molden et al. 2006; Trope et al. 2009).
Studier basert pa bade DNA og mRNA, viser at faerre tilfeller tester positivt for mRNA E6 og
E7 enn DNA (Castle et al. 2007).

Det er antatt at HPV DNA integrasjon i verts-DNA er kritisk ved livmorhalskreft gjennom
brudd i E1/E2 leseramme og pafglgende tap av E2 kontrollregulering av E6 og E7. Studier av
integrasjonsstatus og betydning for utvikling og persistens av HPV infeksjon har vist at det
er varierende pavirkning hos de ulike typer HPV og ved ulike grader av celleforandring. Det
er funnet bade at integrasjon har en stor betydning for den onkogene progresjon, mens
andre studier viser at integrasjonsstatus er av mindre betydning for progresjon (Vinokurova
et al. 2008). Ved a se pa integrasjonsstatus i form av E2 /E6 ratio, ble det funnet at for HPV
16 har denne ratioen betydning for infeksjonens persistens mens det ikke var noen forskjell
for de ulike kohort med ulik grad av celleforandring (Manawapat et al. 2012). Det er ogsa
vist at ikke alle typer HPV har lik integrasjonsrate, og andre mekanismer enn integrasjon for
disse typer er knyttet til overuttrykk av E6 og E7. Disse tvetydige resultater ved
integrasjonsstatus gker ogsa fokuset pa andre molekylaere markgrer for vurdering av

progresjon.

En utfordring ved identifisering av egnede sene progresjonsmarkgrer, er at det ikke er etisk
forsvarlig a la veere a behandle kvinner med CIN2+ for a fglge med hvilke kvinner som hadde
hatt lesjon som hadde gatt naturlig i regress og hvilke som hadde progrediert. I tillegg er

mye av forskningen utfgrt pa kvinner som er infisert med HPV16, slik at studier pa
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eventuelle markgrer hos kvinner med lesjoner som skyldes andre HPV typer, er viktig.

1.3.1 Valg av biomarkgrer

Ved proteomikk analyse er det funnet ulike potensielle markgrer for premaligne lesjoner og
livmorhalskreft. Studier der livmorhals plateepitelkarsinom er sammenlignet med normalt
vev fra livmorhalsen, har vist store forskjeller for en del proteiner (Arnouk et al. 2009). Det
er ogsa gjort genuttrykksstudier der en har studert transkriptomet fra histologiske og
cytologiske preparater fra kvinner med ulike grad av celleforandringer. Var studie tar
utgangspunkt i en presentasjon av T. Iftner ved konferansen; Eurogin 2011, "HPV associated
diseases and cancer from reality now to the future”, Lisboa-Portugal, 8-11 Mai 2011 (Iftner
etal. 2011), der flere mRNA markgrer for persistens og progresjon ved HPV 16 infeksjon

ble presentert.

1.3.2 P16 /CDKNA-2A

Produktet til genet CDKN2a, proteinet p16 (p16™«44), er funnet & hemme cellenes gang
gjennom cellesyklus ved a binde til cyklin-avhengig kinase 4 og 6 (CDK4/6). Disse kinaser er
et ledd i fosforyleringen av pRb og dermed viktige for cellens gang fra G1 fase til S-fase
(Kalof & Cooper 2006). Studier har vist at p16 uttrykk er tydelig pavirket av pRb
utrykkstatus og gkt niva av p16 er funnet ved tilfeller av forstadier til livmorhalskreft og
livmorhalskreft pa grunn av funksjonell inaktivering av pRb som fglge av binding til HPV E7
proteinet, figur 1.15, (Lesnikova et al. 2009; Sano et al. 1998). Ved oppregulert transkripsjon
av de virale onkogenene E6 og E7 knyttet til progresjon, vil dermed inaktivering av pRb fgre

til gkt uttrykk av p16 (Kalof & Cooper 2006).

Det er funnet at immunhistokjemisk pavisning av p16 kan benyttes som en spesifikk markgr
for alle grader av dysplasi og kreft i livmorhalsen, og det kan antagelig ogsa
erstatte/supplere pavisning av HPV-infeksjon med tanke pa sammenhengen mellom p16 og

HPV E7 inaktivert Rb protein (Lesnikova et al. 2009).

Spesielt ved cytologisk diagnose, LSIL, kan deteksjon av p16 vare nyttig. Mens lesjoner med
HR HPV vil ha stgrre sannsynlighet for a progrediere til HSIL og/eller kreft og ogsa utvise
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et hgyere niva av p16, vil lesjoner som skyldes LR HPV vise et lavere niva av p16 (Sano et al.
1998). Bruk av p16 kan dermed gi indikasjon pa den mest adekvate oppfglging for denne
gruppen kvinner, men mer forskning gjenstar fgr p16 kan brukes som en sikker triage

markgr.

Mechanism of p16™*“? Over-Expression
in Pre-Cancerous and Cancerous Cells

Promoter  P16'NK43gene
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Oncogenic
# Transformation by
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6INK4a
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p1 6|NK42 p‘l 6INK4a

Figur 1.15 Skjematisk oversikt over hvordan HPV E7 er assosiert med transkripsjon av p16 genet
(Figur hentet fra: www.mtmlabs.com)

1.3.3 SERPIN B5

Serpin B5, ogsa kalt maspin, ble opprinnelig identifisert i normale bryst epitelceller. Denne
er en serin protease inhibitor som er pavist i normalt bryst- og prostatavev, mens den i
bryst- og prostata-tumorer er funnet nedregulert eller totalt fraveerende. Det er vist at p53
spiller en rolle i reguleringen av serpin B5. p53 aktiverer serpin B5 promotor ved a binde til
p53 konsensus bindingsetet i promotoromradet og fungerer som en transkripsjonsfaktor for
genet (Zou et al. 2000). Studier har imidlertid vist at serpin B5 ogsa kan forekomme
oppregulert i enkelte tumorer, som ved eggstokk-, bukspyttkjertel- og magekreft. (Maass et
al. 2002; Son et al. 2002; Sood et al. 2002). Dette paradoksale utrykket av serpin B5,

reflekterer sannsynligvis variasjonen i ulike tumorers patogenese i ulike organer i kroppen.
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Utvikling av tumorer bestar av mange ngkkeltrinn. En kritisk egenskap er evnen til a
etablere en blodforsyning fra eksisterende blodkar, en prosess som kalles angiogenese.
Denne prosessen gir tumor mulighet til & skaffe naering og oksygen for a utvikle seg videre,
bade invasivt og metastatisk. Serpin B5 er funnet 8 hemme angiogenese (Bailey et al.
2006). En studie hvor en har sett pa sammenhengen mellom HPV 16 E6 og E7 og
angiogenesiske faktorer, ble det funnet at uttrykk av HPV 16 E6 og E7 i humane
keratinocytter har, i tillegg til & gdelegge cellesyklusregulering, evne til a forandre uttrykket
av angiogenesiske faktorer. Blant annet ved nedregulering av serpin B5, slik at disse skaper

et mikromiljg som gir gode vekstvilkar for tumorer (Toussaint-Smith et al. 2004).

En studie utfgrt av Xu et al (2005), viser at nedregulering av serpin B5 antagelig ikke er en
tidlig hendelse i tumordannelses prosessen, men spiller en rolle i onkogen progresjon. Det er
gjort sammenligninger av prgver hvor CIN3 ble utviklet fgrst, og senere enten mikroinvasivt
plateepitel karsinom eller invasivt plateepitel karsinom i livmorhalsen. Det ble funnet
tilsvarende niva av serpin B5 i pasientens normale celler og CIN3. Konklusjonen er at serpin
B5 kan veere et viktig verktgy for d identifisere potensialet for videre progresjon ved alvorlig
grad av dysplasi. I tillegg ble det funnet et redusert serpin B5 genuttrykk i tumor emboli
ved plateepitel karsinom, noe som igjen kan bety at serpin B5 har betydning for

metastaseprosessen (Xu et al. 2005).

1.3.4 TMEM45A

Funksjonen til transmembran protein 45A (TMEM45A) er enna ukjent. Studier har vist at
TMEMA45A utrykkes i normale differensierte keratinocytter, og har en sammenheng med
anti-apoptotiske funksjoner (Flamant et al. 2012). Brystkreftforskning viser en
sammenheng mellom hgyt uttrykk av TMEM45A og darlig prognose ved behandling, dermed
vurderes TMEM45A som en interessant biomarkgr for potensiell resistens overfor kreft

terapi (Flamant et al. 2012).

1.3.5 hTERT

[ alle kromosomer finnes endestykker, telomerer. Disse er viktige for genomisk

opprettholdelse og stabilitet ved & hemme gjenkjennelse av kromosomale ender som brudd i
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dobbeltradet DNA . Telomerene bestar av repeterte sekvenser (TTAGGG)n, syntetisert ved
telomerase. Det er funnet at aktivering av telomerase er et kritisk punkt i celluleer
udgdelighet og kreft. Telomerase bestar av en intern RNA komponent human telomerase
(hTR)(templat), en katalytisk subenhet, kalt human telomerase reverse transcriptase
(hTERT) og andre assosierte proteiner. De fleste voksne somatiske celler har en lav eller
ingen telomerase aktivitet. Derimot har kjgnnsceller, differensieringsceller og tumorceller et

paviselig niva av telomerase og lange, stabile telomerer (Kailash et al. 2006).

Studier har vist at HR HPV E6 proteinet kan aktivere telomerase ved a indusere
transkripsjon av hTERT genet. E6 er avhengig av Myc aktivering og E6/E6-AP interaksjoner
er ogsa viktige. Det er ogsa funnet at uttrykk av hTERT gker med gkende CIN grad (Branca
et al. 2006).

1.3.6 Husholdningsgenet GAPDH

[ kvantitative genuttrykksanalyser blir Glyceraldehyde-3-phosphate-dehydrogenase
(GAPDH) mye benyttet som et normaliseringsgen fordi dette genet er et 'husholdningsgen’
(som inngar i basale cellefunksjoner i alle celler, og ikke knyttet til ulike
differensieringsstadier) og uttrykkes konstant i de fleste humane celler (Barber et al. 2005).
Undersgkelser hvor stabiliteten til dette genet i HPV positive og negative cervikale celler og
ved bruk av FFPE innstgpt materiale (benmarg) viser at denne er blant de mest stabilt
uttrykte ved sammenligning av ulike husholdningsgener (Daud & Scott 2008; Scicchitano et
al. 2006) Egne uttestinger av egnethet er ogsa utfgrt ved medstudent i samme faggruppe

ved Ahus (Hansen M, muntlig meddelelse), hvor GAPDH ble funnet a vaere mest ideell.
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2 Formal med studien

Hovedmalet med studien var a studere genutrykk av potensielle biomarkgrer, E6, E7,
p16/CDKN2A, Serpin B5, TMEM 45A og hTERT, hos kvinner med verifisert CIN 3 diagnose
forarsaket av ulike HPV typer, for a avdekke eventuelle HPV 16 assosierte forskjeller i CIN3

prgver ved sammenligning mot CIN3 forarsaket av mindre onkogene typer.

Celler ble plukket med lasermikrodisseksjon for & male uttrykk spesifikt i lesjonen og ble

utfgrt pa HVP 18 og 58 positivt materiale i tillegg til HPV 16.
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3 Materialer og metoder

3.1 Studiepopulasjonen

Masteroppgaven er utfgrt pa materiale som er samlet inn i forbindelse med et tverrfaglig
HPV (Humant Papilloma Virus) prosjekt ved Akershus Universitetssykehus (Ahus) i
tidsrommet 2005-2009. Prosjektet er godkjent ved REK (Regional Etisk Komite), og 15.
November 2010 ble godkjennelsen utvidet slik at disse prgvene kan benyttes utover
prosjektets opprinnelige sluttdato. Alle kvinner som deltar har levert samtykkeerklaering
og det er gitt varsel om utvidet bruk av materialet. Ahus har derfor i dag en stor
forskningsbiobank med prgvemateriale fra kvinner som har fatt pavist celleforandringer
og samtidig har testet positivt for HPV. Ahus har i dag mikrobiologisk referansefunksjon

for HPV og deltar i oppfglgingsprogrammet for HPV vaksinering i Norge.

Pasientene som ble valgt ut til 4 innga i prosjektet ble funnet ved a gjgre sgk i
prosjektdatabase, og deretter i elektroniske arkiv, Miclis (mikrobiologisk HPV svar) og
Doculive (patologisk histologi svar), ved Ahus. Alle pasientprgvene er tidligere genotypet
ved Linear Array (Roche, Basel, Switzerland) pa cytologiprgve, lgst i og oppbevart i
PreservCyt ThinPrep Medium (Hologic, Bedford, Massachusetts). Pasienter hvor
cytologisk prgve er positiv for kun en HPV type, enten 16, 18 eller 58, og histologiprgven
er diagnostisert med en grad 3 av cervical intraepitheliar neoplasia (CIN3) ble valgt ut.
Disse utgjorde seks kasus hvor cytologisk celleprgve viste HPV 16, syv kasus hvor det ble
pavist HPV 18 og seks hvor HPV 58 ble pavist. For HPV 18 er to fra samme pasient hvor
den ene i tillegg til CIN3 viser adenocarsinoma in situ. Ahus fglger Bethesda internasjonal
standard for klassifisering av celleforandring (Solomon et al. 2002). Histologisk
prgvemateriale som inngar i studien er vev fra livmorhalsen som ble tatt under
koniseringsbehandling, fiksert i formalin og innstgpt i parafin (FFPE -formalinfixed
paraffinembedded). Koniseringspreparater deles inn i 10-12 biter som stgpes i hver sin
blokk. Re-diagnostisering av CIN3 i konuspreparatet ble utfgrt av patolog G. Cecilie Alfsen
ved Avdeling for patologi, Ahus. Hun gikk igjennom alle snitt fra alle objekter og
handplukket de aktuelle snitt med tydelig celleforandring av CIN 3 grad.

Alt arbeid med prgvene pa laboratoriet er selvstendig utfgrt av masterstudenten med

unntak av lasermikrodisseksjon hvor et samarbeid med patolog var ngdvendig. Ved DNA

32



Materialer og metoder

verifisering med 'luminex-teknologi’ ble masterstudenten fulgt av bioingenigr ansatt ved

genteknologisk seksjon.

3.2 Snitting av parafinblokker

Leica rotasjonsmikrotom (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) forbeholdt prgver til
DNA/RNA testing ved Avdeling for patologi, Ahus, ble benyttet. Aktuelt histologisk FFPE
materiale ble trimmet og overflaten skaret bort fgr tre 10 um tykke snitt ble hgstet til
DNA ekstraksjon og fem 10 um tykke snitt ble skaret og lagt pa poly-L-lysin behandlede
objektglass til lasermikrodisseksjon og videre RNA isolering. Poly-L-lysin objektglass er
behandlet ved a sta 5 min i 1:10 fortynning av Poly-L-lysin, og terket 1 t ved 60°C i
varmeskap. Tynne snitt vil gi en bedre og mer optimal tilgang for bufferne som inngar i
isoleringsprosessen for DNA og ved bruk av laserdisseksjon kreves det at en har mulighet
til a se de ulike celler nar en skal velge hvilke som skal plukkes opp. Alle vevsblokkene ble
behandlet likt. Avslutningsvis ble det skaret et 5 pm tykt snitt til HPS-farging og re-
diagnostisering for a veere sikker pa at snittene som skulle analyseres i studien ikke er
tatt fra omradet utenfor celleforandringene. For & unnga kontaminering ble det under
snitteprosessen arbeidet sa rent som mulig. Alle overflater og redskaper i umiddelbar
neerhet til parafinblokken ble ngye vasket med en 10 x fortynnet klorin lgsning og
deretter ‘RNAse away and DNA away’ (Molecular Bioproducts, San Diego, California).
Rotasjonskniv ble skiftet for hvert nye kasus. Under hele snitteprosessen ble det fgrt logg,
der det ble notert ned prgvenummer, antall snitt som ble skaret og eventuelle
kommentarer til arbeidet under snittingen som kunne ha betydning for kvaliteten til

vevet.

3.3 Hematoxylin/Phloxine/Safran (HPS) farging av vevsnitt

Hematoxylin/Phloxine/Safran (HPS) farging er en standard innfargingsmetode for
vevssnitt som benyttes i rutinen ved Avdeling for patologi, Ahus. Denne metoden ble
benyttet for a farge vevssnittene skaret pa rotasjonsmikrotom. Hematoxylin er et naturlig
fargestoff med negativt ladede molekyler som, via positivt ladede aluminiumioner, binder
seg til de negativt ladede molekylene i vevsstrukturen. Alle negativt ladede molekyler,
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som for eksempel DNA heliksen i cellekjernen vil derfor farges bla. Det samme gjelder
bruskvev. Ploxine (derivat av eosin) er et fluoriserende negativt ladet rgdt fargestoff som
i surt miljg (pH 4.0) vil binde seg til positivt ladede molekyler i vevsstrukturen og farge
den rosa. Cytoplasmaproteiner og bindevev er eksempel pa strukturer som vil farges rosa
(Kiernan 2008). Safran benyttes som en kontrastfarge og brukes for a farge bindevev
ytterligere (Luna 1993) Fargingen ble utfgrt i Leica ST 5020 Multistainer Bath Array
(Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) med opplegg av coverglass i Leica CV 5030
(Leica Microsystems). Fglgende trinn inngar; xylene i 1 minutt x 2, absolutt alkohol i 13
sekunder x 2, 96 % alkohol i 13 sekunder, 80 % alkohol i 13 sekunder, vann i 1 minutt,
hematoxylin i 4 minutter, vann i 2 minutter, phloxine i 4 minutter, 80 % alkohol i 13
sekunder, 96 % alkohol i 13 sekunder, absolutt alkohol i 13 sekunder, safran i 2 minutter,

absolutt alkohol i 13 sekunder og tilslutt xylene i 13 sekunder.

Hematoxylin/Eosin (HE) farging er en standard innfargingsmetode som benyttes for
snittene til lasermikrodisseksjon. Denne fargemetoden benytter ikke safran siden HE
farging gir tilstrekkelig informasjon for a vurdere hvilke celler som bgr velges. Disse trinn
inngdr; xylene i 2 minutter x 2, absolutt alkohol i 30 sekunder x 2, 96 % alkohol i 1 minutt,
80 % alkohol i 1 minutt, vann i 40 sekunder, hematoxylin i 3 minutter, vann i 3 minutter,
eosin i 2 minutter, 80 % alkohol i 13 sekunder, 96 % alkohol i 13 sekunder og tilslutt
absolutt alkohol i 30 sekunder.

3.4 TaqMan teknologi

TaqMan teknologi brukes i real-time PCR for a gke sensitiviteten og spesifisiteten til
reaksjoner, samt gi kvantitative resultater. TagMan probe bestdr av en "reporter dye” (R),
for eksempel FAM som er en fluoriserende reporter farge som er festet til 5’ enden av
proben, og en ofte ikke-fluoriserende "quencher” (NQF) pa 3’ enden, som tar opp
fluorescens fra reporter dye nar disse er begge bundet til proben. I Igpet av real-time PCR
vil TagMan proben binde seg spesifikt til komplementeere sekvenser mellom
bindingssetene til forward og reverse primer. Under PCRen er det viktig at proben har et
hgyere smeltepunkt enn primerne, slik at flest mulige prober er bundet til mal DNA fgr
syntetiseringen starter ved binding av primerne. Taqg DNA-polymerasen, som katalyserer
DNA-syntese ut i fra de to primerne i 5’-3’ retning, har en 5’-3’ nukleaseaktivitet, som

farer til klgyving av proben nar polymerasen kommer til det omradet der proben allerede
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er hybridisert under syntesen. Denne klgyving fgrer til at reporter dye skilles fra

quencheren, og dets fluorescens er dermed ikke lenger maskert. Intensiteten i

fluoressensen som avgis, er proporsjonal med mengden PCR produkt. Prosessen skjer i

hver enkelt syklus i PCR og interfererer ikke med den eksponentielle amplifikasjonen av

produktet i PCR reaksjonen (TagMan® Gene Expression Master Mix Protocol 2010), figur

3.1.
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Figur 3.1 NFQ-Nonfluorescent quencher, R-Reporter, P-AmpliTaq Gold DNA polymerase. a) Forward
primer, reverse primer og TagMan proben binder seg til templatet. b) DNA polymerase starter
polymerisering, nar proben er intakt vil nzerheten mellom reporter og quencher resultere i hemming
av reporter fluoressens. c) DNA Polymerasens 5’ nukleaseaktivitet klgyver TagMan proben og skiller
reporter fra quencher og reporter vil avgi fluoressens d) Polymerisering av templatet fortsetter men

fordi proben er blokkert i 3’ enden vil ikke denne forlenges (TagMan® Gene Expression Master Mix

Protocol 2010).(NB-Illustrasjonen viser MGB-probe, studien benytter ikke en slik modifisert probe)
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3.5 Deteksjon av DNA

DNA ble isolert fra et tverrsnitt for hvert kasus for a verifisere tilstedevaerelse av

genomet fra den aktuelle HPV typen i selve histologimaterialet.

3.5.1 Isolering av DNA

DNA isolering ble utfgrt manuelt med QiaAmp DNA FFPE Tissue Kit, cat.#56404 (Qiagen,
Venlo, Nederland), i henhold til anbefalt prosedyre. Snittene ble behandlet med xylen for
a fjerne parafinen. 20 ul av enzymet proteinase K sammen med 180 pl buffer ble tilsatt
prgvene som deretter ble inkubert ved 56 °Ci 1 time. Dette bidrar til & lysere
cellemembranen og bryter effektivt ned proteiner. For & unnga forstyrrelser fra
proteinase K i etterfglgende PCR reaksjon, og for a gjgre tilgjengelig eventuelle
formaldehyd modifiserte nukleinsyrer, inkuberes prgvene ved 90°Ci 1 time. Prgvene ble
tilsatt lyseringsbuffer med kaotropiske salter, som tillater isolering av DNA via binding til
silikapartikler i membranen i en spinnkolonne, mens resten av lysatet sentrifugeres
igiennom. DNA ble vasket mens det er bundet til silikamembranen, og deretter eluerti 50

ul buffer ATE (QIAamp® DNA FFPE Tissue Handbook 2007).

3.5.2 Kvantifisering av DNA

Utbyttet av ekstraksjonen ble vurdert ved a kjgre den polymerase kjede reaksjons (PCR)
baserte Quantifiler® Human DNA Quantification Kit, PN#4343895 (Applied Biosystems,
Foster City, California). PCR reaksjonen utfgres i Applied Biosystems 7500 Real Time PCR
(Applied Biosystems). Genet for hTERT finnes i alle celler og er malgeneti det
kommersielle assayet. Ved a sette opp en fortynningsserie med kjent standard, kan
konsentrasjon pa prgvene bestemmes ved hjelp av en standardkurve. Leverandgrens
anbefalte volum (12,5 pl reaksjonsmiks,10,5 pl primermiks, 2 ul templat) og
temperaturbetingelser; (95°C i 15 minutter, sa 40 sykler med denaturering 95°Ci 15
sekunder, og hybridisering ved 60 °Ci 1 minutt), ble benyttet (Quantifiler Kits User
Manual 2012). Konsentrasjonsmalinger ble utfgrt pa alle isolerte DNA prgver.
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3.5.3 DNA verifisering av HPV diagnose

En verifisering av HPV diagnose var viktig fordi utvalg av prgver ble basert pa et HPV
resultat fra cytologisk prgve. Ofte gar det en tid fgr pasienten far tatt histologisk prgve
med bekreftelse av hgygradig celleforandring og pafslgende behandling ved konisering.
HPV status hos pasienten kan endre seg i lgpet av denne tiden. Det ble gjennomfgrt en
genotyping av isolert DNA fra pasientenes FFPE prgve for a verifisere at aktuelle kasus er
infisert med HPV type lik det tidligere funnet fra cytologisk celleprgve fra alle valgte

pasienter.

HPV-DNA genotyping med 'Luminex- teknologi’ benyttes ved Ahus i forbindelse med
vaksineoppfglgingsprogrammet. Denne er utarbeidet ved WHO referanse laboratorium i
Malmg (Soderlund-Strand et al. 2009) og anbefales for HPV genotyping ved bruk av
modifiserte primere for virusets L1-region som dekker et bredt spekter av LR og HR HPV
typer. Fglgende reagenser inngar per prgve i PCR; 0,38 pul 20 uM av forward og revers
primer, 4 pl 1,25 pM dNTP, 2,5 pl 10x PCR buffer II, 2,5 pl 25 mM MgCl2, 10,14 ul dH20,
0,1 ul AmpliTaq Gold, PN#4311814 (Applied Biosystems). 5 ul templat tilsettes. PCR
utfgres i GeneAmp 9700 (Applied Biosystems) med fglgende temperaturbetingelser; fgrst
et trinn ved 95°C i 10 minutter, deretter 5 sykluser med 95°C i 30 sekunder, 42°Ci 30
sekunder og 72°C i 45 sekunder. Sa 45 sykluser med 95°C i 30 sekunder, 64°Ci 30
sekunder og 72°C i 45 sekunder.

PCR produktene som dannes analyseres med 'Luminex-teknologi’, der HPV genotype
spesifikke prober er koblet til mikroskopiske polystyrenkuler og hybridiserer til PCR
produktet, om dette er tilstede. Polystyrenkulene blir i Luminex maskinen identifisert ved
hjelp av en laser (rgd) og skilles fra hverandre ved at de er internt farget med ulike
konsentrasjoner av to ulike fluoroforer som sammen lager en unik farge. Ved hjelp av en
annen laser (grgnn) avleses det om den aktuelle kulens HPV-type spesifikke probe merket
med biotin-streptavidin-phycoerythrin, er bundet til PCR produkt. Fluorescens
intensiteten fra eventuelt bundet PCR produkt danner resultat for om HPV DNA fra den
aktuelle typen er tilstede (Schmitt et al. 2006).
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3.6 Relativ kvantitering av mRNA

3.6.1 Lasermikrodisseksjon

Prgvematerialet som inngikk i oppgaven er konisert vev fra livmorhalsen. Dette bestod av
bade normale celler og celler med lesjon. Det totale genuttrykket fra et tverrsnitt av dette
vevet vil gjenspeile uttrykk fra bade de normale celler og celler med lesjon. For a studere
det spesifikke genuttrykket for omrader med lesjon, ble lasermikrodisseksjon (LCM)
benyttet for a plukke aktuelle celler i lesjonen. LCM ble utfgrt med Carl Zeiss PALM
MicroBeam (Carl Zeiss Microscopy, Jena, Germany), figur 3.2. Ferdig skaret og farget
vevssnitt pa objektglass ble lagt bestemt posisjon pa instrumentet, dette ble orientert i
mikroskop og visualisert pa en PC skjerm. Videre ble skjermen benyttet for a kunne
merke aktuelt omrade som gnskes kuttet. Ved start av laserkutting ble aktuelle celler
skjeert ut og en laserpuls sgrget for & hente den avskarne biten opp i lokket til et 200 pl
rgr, figur 3.3 (Lasermicrodissection CombiSystem Carl Zeiss 2008).

Figur 3.2 Carl Zeiss PALM Micobeam Lasermicrodissection (Lasermicrodissection CombiSystem Carl
Zeiss 2008).

Selve lasermikrodisseksjonen ble utfgrt i samarbeid med patolog fra Avdeling for
patologi, Ahus. Mikroskopet ble stilt inn, aktuelt omrade i vevssnittet med celleforandring
tilsvarende CIN 3 ble lokalisert og markert pa skjerm. En slik fremgangsmate gav ogsa en

ekstra kontroll av at en jobber med materiale som er vurdert til CIN 3.
Prgvene ble oppbevart pa tgrris frem til lasermikrodisseksjonen og all behandling av snitt
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ble loggfgrt og kommentert.

a) b)

Figur 3.3 Bilder fra LCM, 5x forstgrrelse hvor a) markert grgnn linje viser celler som skal skjeeres
ut, b) cellene er plukket opp.

3.6.2 Isolering av RNA

Absolutely RNA FFPE Kit, cat.#400809 (Agilent Technologies Inc, Santa Clara, California)
ble benyttet for & isolere RNA fra cellene som ble skaret ut fra vevssnittene med
lasermikrodisseksjon. Denne spinn-kolonne baserte isoleringsmetode starter normalt
med et deparafineringstrinn. Siden det her ble jobbet med celler kuttet fra snitt med
lasermikrodisseksjon, antas mengden parafin a veere sa liten at deparafinering ble vurdert
til & ikke veere ngdvendig. Isoleringen ble ellers fulgt som anbefalt i instruksjonsmanualen
til kit'et, med unntak av inkubasjonstemperatur under proteinase K behandling, som er
beskrevet nedenfor. Prgvene ble proteinase K behandlet ved a tilsette lgsning bestaende av
10 pl proteinase K tilsatt 100ul proteinase K digestion buffer for hver prgve. Siden bitene
med prgvemateriale en jobber med er mikroskopiske og er samlet i lokket pa et 200l rgr,
ble noen draper av proteinase K lgsningen fgrst tilsatt i lokket og latt sta 1 minutt, fgr
rgret ble snudd opp ned og resten av Igsningen ble tilsatt. Rgret ble vortexet, sentrifugert
og inkubert ved 55°C i 3 timer etterfulgt av et trinn ved 70°C i 20 minutter etter en
modifisert protokoll ved Li et al. (Li et al. 2008). Proteinase K lgser opp det fikserte vevet
og frigjgr nukleinsyrene. Selve isoleringen starter nar det tilsettes en buffer med det
kaotropiske saltet guanidine thiocyanate som denaturerer proteiner og fgrer til at
nukleinsyre, deriblant RNA binder til silika, og 3-Mercaptoethanol som hindrer
ribonukleaser (RNaser) i & degradere RNA. Prgvene ble filtrert og sentrifugert, og

behandlet med DNAse I i et trinn der 30pl DNase treatment lgsning tilsettes membranen
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med de bundne nukleinsyrene og inkuberes ved 37°Ci 15 minutter. DNase behandling
sikrer at DNA som er tilstede gdelegges, slik at kun RNA elueres. Total RNA ble sa eluert i
30 pl buffer (Absolutely RNA FFPE Kit Instruction manual 2008).

3.6.3 cDNA syntese ved revers transkripsjons PCR

Fordi RNA ikke kan brukes som templat av Taq polymerasen i en PCR, er det ngdvendig a
produsere komplementaert DNA (cDNA) for kvantifisering med Real time PCR. I tillegg,
siden RNA lett blir degradert av allestedsnaervaerende RNaser, er det gnskelig at
prosessen skjer raskt etter ekstraksjonen. En cDNA syntese med QScript™ cDNA
Supermiks, cat.#95048-025 (Quanta Bioscience Gaithersburg, Maryland, USA), ble utfgrt
umiddelbart etter isolering av RNA. Qscript Supermiks inneholder en blanding av oligo dT
primer og random primere for optimal dannelse av cDNA. Miksen inneholder en RNase H
(+) avledning fra MMLV (Moloney Murine Leukemia Virus) reverse transcriptase, hvilket
gjgr at RNA templatet bundet til cDNA (RNA/cDNA kompleks) gdelegges underveis mens
revers transkripsjonsreaksjonen pagar. Reaksjonsmiksen bestod av 4 ul qScript cDNA
Supermiks (5x), 6 pl RNase/DNase fritt vann og 10 pl templat. RT PCR ble satt opp ved
folgende betingelser, 25°C i 5 minutter for annealing av primere, ogsa de korte random
hexamer, 42°C i 30 minutter for selve revers transkripsjonsreaksjon og 85°C i 5 minutter
for inaktivering av reverse transcriptase enzymet, som ville kunne interferere med
pafglgende real-time PCR. Deretter et avkjglingstrinn ved 4°C fgr prgvene umiddelbart ble
fryst ned ved -20°C (gScript™ cDNA Supermiks protocol 2009).

3.6.4 Primerdesign

Til analyse av celluleere gener ble det benyttet kommersielle primer/probe assay.

Til analyse av E6 og E7 genene ble det for HPV 16 benyttet primere og prober som er
tidligere publisert (Lanham et al. 2001). HPV 16 E7 revers primer er noe modifisert etter
tidligere sjekk i database (Hansen et al. 2007), presenterti tabell 3.1 .

Ved sgk i litteratur etter tidligere publiserte primer og probe for E6 og E7 for HPV typene
18 og 58, fantes det ingen som gav korte nok PCR produkter. Det ble derfor ngdvendig a

designe egne primere og prober for disse HPV typer. Fordi RNA som skal kvantiteres er
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isolert fra formalinfiksert materiale, er det spesielt viktig at amplikon stgrrelsen ikke i
seerlig grad overstiger 100bp. Blokkene som er benyttet er oppbevart i lengre tid ved
romtemperatur og utsatt for RNaser, i tillegg til at formalinfiksering fgrer til en
modifisering av RNA ved at metylol grupper danner kryss bindinger til protein og
nukleinsyrer. Dette resulterer i generelt lite utbytte og RNA som er spaltet i sma

fragmenter (Li et al. 2008).

Ved designing av primere og prober ma en fgrst velge et godt konservert omrade mellom
ulike varianter av samme genotype. Primere og probe skal passe til alle varianter av de
genotyper en gnsker d jobbe med og samtidig ikke amplifisere eller pavise andre
genotyper. Det ble utfgrt standard sgk i database for a finne hele genomet til HPV 18 og
58. Fem ulike accession av hvert gen ble alignet ved hjelp av Clustal og det mest
konserverte omrddet ble kopiert og limt inn i Primer3. Standard verdier pa parameterne
(primerlengde, Tm, antall GC’er etc) i Primer3 ble benyttet og primer/probe som ble
foreslatt fra programmet ble sjekket mot fullt genom og andre HPV typer. Primer og probe
sekvenser for henholdsvis HPV 18 og 58 er presenterti tabell 3.2, og 3.3. De ulike primere
og probe kombinasjoner som ble valgt oppfyller ikke alle ideelle kriterier, blant annet ikke
ideell forskjell i smeltepunkttemperatur. Dette kan gi utslag for PCR effektivitet, men det
viktigste hensyn ved design var a pavise et konservert omrade i det aktuelle genet for a
sikre at metoden ikke er variant-spesifikk. Assayene for HPV 16 E6 og HPV 18 E6 er
designet slik at primer eller probe er lokalisert i det spleisede omradet. For HPV 58 er E6
assay lokalisert i 3’enden av E6 genet, men vil ogsa veaere typespesifikk for full-lengde E6,
da E6* ikke kunne detekteres in vitro for denne HPV typen (Mesplede et al. 2012), og
fordi spesifikke akseptorsekvenser (AGG) for spleising kun forekommer nedstrgms for

forward primer i assayet.

Tabell 3.1 Primer og probesekvenser for HPV 16

Primer og probe Nukleotidsekvens Amplikonstgrrelse
HPV 16 E6 For 5’-CAA-ACC-GTT-GTG-TGA-TTT-GTT-AAT-TA-3’
HPV 16 E6 Rev 5-GCT-TTT-TGT-CCA-GAT-GTC-TTT-GC-3’ 89bp
HPV 16 E6 probe 5’-Fam-TGT-ATT-AAC-TGT-CAA-AAG-CCA-CTG-TGT-
CCT-GAA-GAA-Tamra-3’
HPV 16 E7 For 5’-ACC-GGA-CAG-AGC-CCA-TTA-CA-3’
HPV 16 E7 Rev 5’-GTG-CCC-ATT-AAC-AGG-TCT-TCC-A-3’ 120bp
HPV 16 E7 probe 5’-Fam-ATT-GTA-ACC-TTT-TGT-TGC-AAG-TGT-GAC-
TCT-ACG-CTT-Tamra-3’
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Tabell 3.2 Primer og probe sekvenser for HPV 18

Primer og probe Nukleotidsekvens Amplikonstgrrelse
HPV 18 E6 For 5’-CAT-TAT-TCA-GAC-TCT-GTG-TAT-GGA-G-3’
HPV 18 E6 Rev 5’-TGC-TGG-ATT-CAA-CGG-TTT-CT-3’ 108bp
HPV 18 E6 probe 5’-Fam TTA-ATA-AGG-TGC-CTG-CGG-TG-Eclipse-3’
HPV 18 E7 For 5’-CGA-GCA-ATT-AAG-CGA-CTC-AG-3’
HPV 18 E7 Rev 5’-CAT-TGT-GTG-ACG-TTG-TGG-TTC-3’ 99bp
HPV 18 E7 probe 5’-Fam ATC-AAC-ATT-TAC-CAG-CCC-GA-Eclipse-3’
Tabell 3.3 Primer og probe sekvenser for HPV 58
Primer og probe Nukleotidsekvens Amplikonstgrrelse
HPV 58 E6 For 5’-TGT-CAA-AGA-CCA-TTG-TGT-CCA-3’
HPV 58 E6 Rev 5’-TCT-CCA-ACA-CAC-TGC-ACA-GC-3’ 108bp
HPV 58 E6 probe 5’-Fam ATA-TTT-CGG-GTC-GTT-GGA-CA-Eclipse-3’
HPV 58 E7 For 5’-CAC-CAC-GGT-TCG-TTT-GTG-TA-3’
HPV 58 E7 Rev 5’-GTG-CAC-AGC-TAG-GGC-ACA-C-3’ 101bp

HPV 58 E7 probe

5’-Fam GCT-GCT-TAT-GGG-CAC-ATG-TA-Eclipse-3’

3.6.5 Kvantitering av de to HPV gener for de valgte genotyper

For kvantitativ pavisning av HPV genene E6 og E7 for henholdsvis genotype 16, 18 og 58,

ble det laget en positiv standard for hver av disse ved a benytte TOPO TA Cloning®,

cat.#K4650-01(Invitrogen, Carlsbad, California). Utgangspunktet for kloning var et PCR

produkt fra reaksjonsoppsett med egendesignede primere/prober pa tidligere positive

genotypede prgver fra forskningsbiobanken. PCR med Platinum Taq Polymerase,

cat.#10966-018 (Invitrogen), ble utfgrt i Thermal Cycler VWR Duocycler. PCR med

totalvolum 25 pl hvor 2,5 pl templat, 1 pl av 10 uM F og R-primer, 2,5 pl 10 x PCR buffer,
0,5 ul 10 mM dNTP miks, 0,75 ul MgCl2, 0,1 pl Platinum Taq polymerase og 16,65 pl

RNAse fritt vann ble utfgrt. Templatet ble amplifisert ved fglgende

temperaturbetingelser; 45 sykluser med denaturering ved 94°C i 30 sekunder, annealing

ved 48°C i 30 sekunder og elongering ved 72°Ci 1 minutt. PCR produktet ble visualisert

ved agarose gel elektroforese, renset og sekvensert.

For de andre genene som inngar i studien ble det benyttet kommersielle ‘gene expression
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assays’ (Applied Biosystems). Disse var ferdig optimalisert for de betingelser som
benyttes mens det for egendesignede assay var ngdvendig a male effektivitet for

kvantitering av genene.

3.6.6 Tillaging av standardmateriale ved kloning

Kloning er en teknikk hvor levende bakterier benyttes for a lage mange kopier av en
vektor som inneholder insert med valgt PCR produkt. Kloneprosessen bestar av to
hovedtrinn. I fgrste trinn blir et bestemt DNA fragment med kjent stgrrelse ligert inn i en
vektor. [ neste trinn blir vektoren transformertinn i levende bakterier. Nar bakteriene

replikerer, vil plasmidene (vektor med insert) kopieres tilsvarende.

PCR produkt fra Platinum Taq PCR ble klonet inn i vektor pCR®II-TOPO® (Invitrogen),
figur 3.4.

Kloningsreaksjonen ble utfgrt i henhold til instruksjonen i manualen som fglger kitet. 1 pl
salt lgsning og 1 ul TOPO® vektor ble blandet med 4 ul ferskt PCR produkt. Dette ble
mikset forsiktig og inkubert 5 minutter i romtemperatur, sa over pa is. I neste trinn ble 2
ul fra TOPO® klonereaksjon tilsatt TOP10F’ One Shot® Chemically Competent E.coli Cells.
Denne Igsningen ble inkubert 5 minutter pa is fgr den ble varmebehandleti 30 sekunder
ved 42°C uten a riste, for a gke opptak av fremmed DNA, sa satt pa is igjen. 250 pl S.0.C
Medium ble tilsatt cellene og satt pa risting 300rpm ved 37°C1i en time (TOPO TA
Cloning® 2006).

Vektoren pCR®II-TOPO® inneholder sekvenser som gir ampicillin- og kanamycin-
resistens. Dette gjgr det mulig & dyrke E.coli med denne vektoren pa agar tilsatt ampicillin
eller kanamycin og dermed unnga vekst av andre bakterier. I denne kloningen ble det

benyttet LB-skaler tilsatt ampicillin.

Alle prgver ble spredd ut i to ulike volum; 20 ul (+20 ul S.0.C) og 50 ul, pa skaler tilsatt 40
ul 40 mg/ml X-gal og 40 pl av 100 mM IPTG. Skalene ble inkubert overnatt ved 37°C.

For a kunne identifisere E.coli kolonier med ligert PCR produkt, blir enzymet 3-
galaktosidase, kodet ved genet lacZ, benyttet. Enzymet har evne til a spalte X-gal slik at
kolonien som vokser i mediet blir farget bla. Ligeringsstedet for PCR produktet ligger slik
at det klgyver genet lacZ. Ved opptak av PCR produkt vil ikke bakterien produsere (3-
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galaktosidase og kolonien far ingen bla farge. Fem hvite kolonier fra hver prgve ble
slammet opp i hvert sitt rgr med LB-buljong tilsatt ampicillin og inkubert ved 37°C over

natt.

Det ble lagd plasmidkultur og frysekultur av rgr med bakterievekst. Plasmidkultur ble
lagd ved a tilsette 50ul TE buffer til 50 ul kultur, koke ved 100°C i 15 minutter, avkjgle og
sentrifugere ved 13000 rpm i 15 minutter. Frysekultur ble lagd ved a sentrifugere 1 ml
kultur ved 8000 rpm i 15 minutter, fjerne supernatanten og tilsette 1 ml HIB- (Heart
Infusion Broth-) buljong. Kulturene ble oppbevarti-20°C fryser.

3.6.7 Verifisering av insert

For a verifisere at rett insert var i plasmid, ble det utfgrt PCR med M13 primere for &
amplifisere genomradet med insert, se figur 3.4. PCR produkt ble visualisert pa gel og
sekvensert. PCR med fglgende reagenser og volum ble utfgrt for alle plasmidkulturer: 2,5
ul 10x PCR buffer, 1,75 ul 50 mM MgClz, 0,75 ul 10 mM dNTP, 1 ul 10 mM F-primer M13, 1
ul 10 mM R-primer M13, 0,1 pl Platinum Taq polymerase (Invitrogen),16,25 pl dH20 og 2
ul templat. Amplifisering ble gjort i Duocycler (Applied Biosystems) med fglgende
temperaturbetingelser; totalvolum 25 pl, 95°Ci 10 minutter, sa 25 sykler med 94°Ci 1
minutter, 55°Ci 1 minutt og 72°Ci 1 minutt.

W13 Reverse primer | $96 Promoter v Figur 3.4 Kart over plasmidvektor (TOPO
205 CAG AR BCL ATG ACQC ATG ATT ACG CCA Au(; }A‘l‘ TTA GGl GAC ACT ATA GARA

ST CGA TAC TGG TAC TAA TGC GGT TCG ATA AAT CCA CTG TGA TAT {TT TA Cloning@ 2006)

Nsil Hln‘dl\l Kp‘nl Sac‘\ BTmHI S;‘:e\
TAC TCA AGC TAT GCA TCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA GTA ACG GCC
ATG AGT TCG ATA CGT AGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT CAT TGC CGG

BS‘YX I EC?R I E(X‘JR I ECO‘R v

GCC AGT GTG CTG GAA TTC GCC CTT BLG GGC GAAR TTC TGC AGA TAT
GG TCA CAC GAC COTT 2AG CoC oENNMAMMB TTC CCG CTT AAG ACG TCT ATA

BstX | Not | Xh‘ol Nsr‘l )‘(bal Al‘JE|
CG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG [CCC TAT
© GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA

T7 Promoter M13 (-20) Forward Primer M13(-40) Forward Primer
AGT GAG TCG TAT TA‘C AAT TCA ‘CTG GCC GTC GIT TTA jAA CG[I CGT GAC TGG GAA AAC| 468
Ton o i b

A CTC AGC ATA ATG TTA AGT |GAC CGG CAG CAA AAT GI'T GC GCA CTG ACC CTT TTG

Comments for pPCR®II-TOPO®
3950 nucleotides

LacZa gene: bases 1-588
M13 Reverse priming site: bases 205-221
Sp6 promoter: bases 239-256
Multiple Cloning Site: bases 269-399
T7 promoter: bases 406-425

M13 (-20) Forward priming site: bases 433-448
M13 (-40) Forward priming site: bases 453-468
f1 origin: bases 590-1004

Kanamycin resistance ORF: bases 1338-2132
Ampicillin resistance ORF: bases 2150-3010
pUC origin: bases 3155-3828
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3.6.8 Agarose gel elektroforese

PCR produktene ble visualisert ved agarose gel elektroforese. 4 pl PCR produkt blandet
med 1 pl BlueJuice™ Gel Loading Buffer (Invitrogen) ble tilsatt brgnnene i gelen ved siden
av en DNA standard med kjent stgrrelse, DNA Low Mass Ladder (Invitrogen). Gelen ble
kjgrt i PowerPac™ Basic (BioRad, Hercules, California) pa 70V i 45 minutter og
visualiseres med GelDoc2000, figur 3.5 Sorte "band” viser at vi har amplikon av riktig

stgrrelse, ca 100bp. Tilsvarende ble utfgrt for HPV 16 og 18 (BioRad).

Figur 3.5

Agarosegel etter PCR
med spesifikke HPV58
E6 og E7 primere..

2000 .
1200 -
soo
400 -
200
L00 P—
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DNA~ 58 58 neg 58 58 neg

mass
Ladder

E6 E7

3.6.9 DNA sekvensering

PCR produkt ble renset for uinnkorporerte overskuddsprimere fra PCR reaksjonen med
[llustra™ ExoStar, cat.#US78220 (GE Healthcare, Little Chalfont, United Kingdom). Videre
ble de sekvensert med BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit, cat.#4337450
(Applied Biosystems) pa instrument ABI 3130xL Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
For sekvenserings PCR ble 1 pl BigDye® Terminator v1.1 mikset med 3 pl 2,5x
sekvenseringsbuffer, 1 pl forward eller revers primer med konsentrasjon 3,2 pM, 3 pl

dH20 og 2 ul DNA plasmid. PCR ble kjgrt i Duocycler (Applied Biosystems), med fglgende
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temperatur betingelser; 25 sykluser med denaturering ved 96°C i 10 sekunder, annealing
ved 50°Ci 5 sekunder og polymerisering ved 60°C i 4 minutter. Til slutt var det
programmert et avkjglingstrinn ned til 4°C. Produktene ble renset med AB XTerminator
purification kit, cat.#4376486 (Applied Biosystems), 45ul SAM™ lgsning ble blandet med
10 ul XTerminator™ lgsning og tilsatt til hver prgve, dette ble risteti 15 min ved 2000
rpm og sentrifugert fgr de ble sekvensert i ABI 3130x] Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). Etter endt kjgring ble prgvene tilsatt 20 pl HiDi formamide og kjgrt om i

3130xl Genetic Analyzer for bedre oppklaring av sekvensene.

3.6.10 Isolering av plasmid med Purelink™ Quick Plasmid
Miniprep Kit

Det ble valgt ut et plasmid for hver HPV type og utfgrt ny tillaging av plasmidkultur for a
ga videre med kvantifiserings PCR. Et knappenalshode stor bit av fryst kultur ble slemmet
i 2 ml LB-buljong med ampicillin, inkubert ved 37°C med risting over natt. Ny
plasmidkultur ble isolert med Purelink™ Quick Plasmid Miniprep Kit, cat.#K2100-10
(Invitrogen, Carlsbad, California). Dette kitet benytter en alkaline/SDS (sodium dodecyl
sulfate) prosedyre for a lysere cellene og denaturere bade plasmid DNA og kromosomalt

DNA. Kolonnebasert rensing avsluttes ved a eluere i 75 pl TE buffer.

3.6.11 Maling med Nanodrop™ 1000 Spektrofotometer

Renset plasmid ble konsentrasjonsbestemt ved maling med Nanodrop™1000
Spektrofotometer (Saveen & Werner, Limhamn, Sverige). Systemet bruker fiberoptisk
teknologi, og ved hjelp av overflatespenningen til vaesken holdes 1 pl prgvemateriale pa
plass mellom to optiske plater og danner en vaeskesgyle mens malingen pagar.
Konsentrasjonsmalingen foregar ved @ male prgvens absorbans ved 230, 260 og 280 nm.

(NanoDrop 1000 Spectrophotometer v 3.7 User's Manual 2009).
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3.6.12 Tillaging av standardkurve

For & kunne lage en standardkurve, ble Avogadros konstant benyttet til & estimere antall
kopier av plasmid med HPV insert per mikroliter. Denne beregningen ble gjort pa fglgende

mate for HPV 16 E6:
Beregner molekylvekt i Daltons (Da) (g/mol) for plasmid med insert:

Plasmid: 4062 bp
Insert: 108 bp

4170 x 660 g/mol = 2752200 g/mol

Beregning av antall kopier per pl i plasmidstocklgsning med Avogadros tall
(6,02214199x 1023 mol1):
139 ng/ul x 6,02 x 1023 kopier/mol
10° ng/g x 2752200 g/mol

=31x10° kopier/ul

For a lage en fortynningsserie av plasmidet ble det regnet ut hvor mange pl plasmidstock

som behgves for a lage en lgsning med 10 millioner kopier/ pl:

107 x 1000 pl

31 x 10° kopier/ul

=3,2ul

996,8 pl TE-buffer ble tilsatt 3,2 pl plasmid. Fortynningsserie fra 10 mill kopier/ul -0,1
kopier/pl ble lagd og analysert med respektivt HPV primersetti real-time PCR. Ved a
generere en linezer standardkurve som viser sammenheng mellom utgangsmengde templat

og antall PCR sykler kan PCR’s effektivitet vurderes.

Plasmid for E6 og E7 ble derfor bekreftet ved sekvensering og benyttet til standard kurve.
Fire ulike fortynninger av standard ble kjgrt sammen med prgvene i de respektive PCR’ er
for E6 og E7 for HPV 16, 18 og 58. I figur 3.6 vises standardkurve for HPV 18 E6. Det sees en

lineeer, jevn stigning for fortynninger ned mot 100 kopier/pl.
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Standard Curve
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Figur 3.6 Eksempel pa standard kurve resultat for plasmid med HPV 18 E6 (rgde firkanter) og prgver
(bla firkanter).

3.7 Preamplifikasjon av cDNA

TagMan®PreAmp Master Miks Kit, PN#4384266 (Applied Biosystems), brukes for a gke den
kvantitative mengden av cDNA. Denne kan benyttes i forkant av genuttrykks analyser fgr
den kvantitative analysen og flere hundre ulike malgener kan kombineres i en pre
amplifikasjonsprosess. Denne prosessen gjgr det mulig a detektere selv veldig lave cDNA

mengder i lgsning, og er dermed spesielt egnet for celler isolert med LCM fra FFPE prgver.

En masterstudent i samme faggruppe ved Ahus har sjekket at alle amplikoner blir amplifisert
uniformt uten forskyvinger for pre amplifisert materiale i en fortynningsrekke forut for pre

amplifikasjonsreaksjon (M. Hansen personlig kommunikasjon).

En slik uttesting anbefales fra leverandgr ved bruk av preamplifisering. Det anbefales i
tillegg a vurdere antall pre amplifiserings sykluser som skal innga i analysen. For dette
formal ble cellelinjer infisert med HPV 16, CaSKi celler, benyttet. RNA ble eluert, cDNA ble
dannet og det ble utfgrt pre amplifisering ved ulike betingelser. 14 sykluser og 10 pl templat
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inn i reaksjonen ble funnet a veare ideell. Denne pre amplifiseringsmetode er benyttet for

resultater presentert ved kongress i Canada 2011 (Hansen et al. 2007).

Bestilte frysetgrkede primere og prober ble lgst opp til en 100 uM konsentrasjon. For bruk i
pre amplifikasjon og amplifikasjon ble det tatt utgangspunkt i generell anbefaling av
konsentrasjon for primer og probe i reaksjoner for real time PCR; 0,9uM for primer og 0,2uM
for probe. Fordi de kommersielle ‘gene expression assays’ er fortynnet 20x, ble en 20x pool
for hver av HPV genene ogsa med forward primer, reverse primer og probe, tabell 3.4. For
preamplifiseringsreaksjonen ble det lagd 3 ulike pool’er med de aktuelle gener for hver av
HPV typene. Det ble tatt hensyn til mengde templat som var ngdvendig for pafglgende PCR
amplifisering (hvor 5ul templat per assay var ngdvendig for syv ulike gener). Tilstrekkelig
totalvolum for pre amplifiseringsreaksjonen ble vurdert til & veere 40 pl (35 pl + 5 pl
dgdvolum). Det ble lagd tre ulike miks for preamplifiseringsreaksjonen, en per HPV type. 20
ul TagMan PreAmp Mastermiks 2x ble blandet med 10 pl pooled assay miks 0,2x. Dette ble
fordelt i respektive brgnner pa PCR plate fgr 10 pl cDNA ble tilsatt. PCR ble kjgrt ved
folgende temperatur betingelser; 95°C i 10 minutter, sa 14 sykler med 95°C i 15 sekunder og
60°C i 4 minutter (TagMan® PreAmp Master Mix Kit Protokoll 2010).

Tabell 3.4 Oversikt over de ulike gener som inngar i studien

Gener av interesse Katalognummer | Kommentar
HPV 16 E6 ( For HPV 16 pos prgver) For disse gener finnes det
HPV 16 E7 ( For HPV 16 pos prgver) ingen ferdige a.ssay., (primere
HPV 18 E6 og probe kombinasjon). Det er

(For HPV 18 pos prgver) derfor gjort sgk, bestilling og
HPV 18 E7 ( For HPV 18 pos prgver) optimalisering av real time PCR
HPV 58 E6 ( For HPV 58 pos prgver) for disse primere og prober
HPV 58 E6 ( For HPV 58 pos prgver) som en del av oppgaven.
P16/CDKN 2A Hs00923894_m1 |For disse gener er det kjgptinn

8P
SERPIN B5 Hs00985285 m1 | Kommersielle assay med ferdig
TMEMA45 A HsOlO46616_m1 standardiserte reagenser og
= volum.

hTERT Hs00972656_m1
GAPDH Hs02758991_g1

3.8 Real Time PCR amplifisering av preamplifisert cDNA

For & kvantitere mengde preamplifisert cDNA i de ulike prgver, ble det utfgrt syv parallelle
Real Time PCR, for de syv genene, per prgve. De ulike PCR’er ble satt pa Applied Biosystems
7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, California). Det ble laget tre
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like templater og satt opp tre ulike kjgringer for henholdsvis HPV 16, HPV 18 og HPV 58
positive prgver, se figur 3.7. Det ble lagd miks for hvert gen med fglgende volum; 10 pl
TagMan Gene Expression Mastermiks, 1 pl Primer/probe miks 20x, 4 pul RNase fritt vann og
5 ul templat. PCR programmet bestar av et trinn hvor prgvene inkuberes ved 50°C i 2
minutter for a aktivere AmpErase UNG, et enzym som hindrer eventuell "carry-over” av
tidligere amplifiserte produkter. Neste trinn er et aktiveringstrinn for enzymet AmpliTaq
Gold DNA polymerase hvor prgven inkuberes i 95°C i 10 minutter. Videre kjgres 40 sykler
med denaturering ved 95°C i 15 sekunder og annealing ved 60°C i 1 minutt. For a kunne fa
en kvantifisering av metoden ved hjelp av standardkurve for E6 og E7 for henholdsvis HPV
16, 18 og 58, ble det satt opp en fortynningsrekke av tilsvarende plasmid fra 104til 10!
kopier/ul i samme PCR. TagMan Gene Expression Assays Protocol anbefaler flere replikater
av samme prgve men fordi det kliniske materialet er begrenset ble alle prgvene satt opp
enkeltvis. Standardene ble satt opp i duplikat. Analysering av data ble utfgrt ved hjelp av ABI
7500 software.

a)

1 2 3 4 5 6 7 89|10 11| 12 b)

a | Prgvel | Prgvel | Prgvel | Prgvel | Prgve 1 | Prgve 1 | Prgve 1

b | Prgve2 | Prgve2 | Prgve 2 | Prgve 2 | Prgve 2 | Prgve 2 | Prgve 2 HPV 16 E6

c | Prgve3 | Prgve3 | Prgve3 | Prgve3 | Prgve3 | Prgve 3 | Prgve3 HPV 16 E7
P16/CDKN2

d | Prgve4 | Prgve4 | Prove4 | Prgve4 | Prgve4 | Progve 4 | Prgve 4 SERPIN B5

e | Prgve5 | Prgve5 | Prgve5 | Prgve5 | Prgve5 | Prgve 5 | Prgve 5 TMEM 45A
hTERT

f | Prgve 6 | Prgve 6 | Prgve 6 | Prgve 6 | Prgve 6 | Prgve 6 | Prgve 6 GAPDH

g | Prove7 | Prgve7 | Prgve7 | Progve7 | Prove 7 | Prgve 7 | Prgve 7

Figur 3.7 a) Oppsett pd 96 brgnners plate for hver av HPV typene. b) Fargekoder for miks

3.9 Relativ kvantitering med ACt mot referansegenet GAPDH

Ved studier av mRNA kan det ikke gjgres noen reell absolutt kvantitering med den benyttede
teknikken fordi reverse transkripsjon som inngar ikke gir 100 % utbytte. Det ble benyttet relativ
kvantitering med komparativ Ct metode (ACt ) for a sammenligne mRNA uttrykk fra de ulike
gener i aktuelt prgvemateriale (Real-Time PCR Systems Chemistry Guide 2005).

Pa grunn av manglende standardisering for Real time PCR med egendesignede primere, som
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fglge av at primere og prober ble valgt med utgangspunkt i virussekvenser med lite
variasjon, heller enn optimale temperaturer, og G/C innhold med mer, ble Ct verdiene, for E6

og E7 fra de ulike typene, Korrigert for a ta hensyn til den aktuelle PCR’s effektivitet.

3.9.1 Korrigert Ct

For de ulike E6 og E7 PCR ’er ble standard kurve laget for hver PCR og cDNA mengde for

hver prgve ble absolutt kvantitert. Korrigert Ct verdi ble da regnet ut for hver av prgvene.

Fglgende formel ble benyttet:

y = slope *log(x) +b

Hvor: y= cycle threshold (Ct), slope= stigningstall for standard kurve, x = 'faktor’ for Ct verdi, b = (y-
intercept) hvor grafen treffer y-aksen i standard kurve

Utregningseksempel for HPV 16 Eé6:

1) Utfgrt PCR med plasmidstandard viser en beregnet PCR effektivitet lik 94,814 %. Ut fra
denne prosentverdien beregnes stigningstall: (Stigningstallet oppgis ogsa som resultat fra

Real time PCR, beregnet verdi og maskinverdi er identiske)
=-1/LOG(94,814 %/100+1)

=-3,453

3) Deretter beregnes antall kopier i prgven ut fra oppgitt Ct (ved treshold 25,5 for 10000
kopier, se figur 3.8), stigningstall og y-intercept:

=10"((20,3334-39,2040)/-3,453)

= 291835

4) Beregnet verdi for antall kopier i prgven benyttes for a estimere en korrigert Ct verdi

sammen med et ideelt stigningstall som tilsvarer 100% effektivitet:

=38,78-3,32*L0G(291835)
51



Materialer og metoder

= 20,64

3,32 er ideelt stigningstall for en PCR syklus (eksponentiell stigning) 38,78 er beregnet for
ideell y- intercept (i) ved 100 % effektivitet og Ct 25,5 ved 10000 kopier/pl.

25,5 = -3,32*(log10000)+i
i =255+ 3,32*4

i=38.78

Disse utregninger for a korrigere Ct ble utfgrt i alle prgver for alle E6 og E7 resultat fra de tre
HPV typene, 16, 18 og 58. Det er ikke ngdvendig a korrigere Ct for de humane genene. Disse
er utfgrt pa kommersielle assay som fra leverandgr er optimalisert slik at effektivitet for
disse PCR antas a vaere sa naer 100 % som mulig. I tillegg, siden disse genene er felles for alle
prgver, kan disse sammenlignes direkte med hverandre i motsetning til HPV genene, E6 og

E7, der det er designet 3 ulike PCR’er med hver sin effektivitet.

Amplification Plot
225

2.00 ——<
1.75
1.50
1.25

1.00 /

075

ARN

0.50

025
0.1
0.001 s - —

0 2 4 6 &8 10 12 14 168 18 20 22 24 26 28 30 X 34 3B 33 40 &£ 44 4
Cycle

Figur 3.8 Linezert amplifikasjonsplot for HPV 16 E6 positive prgver. Treshold er satt til 0,1 for a tilpasse at
10000 kopier/ul gir Ct 25,5.

3.9.2 Statistisk analyse ved relativ komparativ metode

For hver prgve, ble Ct verdiene for de ulike analyserte HPV genene normalisert mot

korresponderende Ct verdi fra husholdningsgenet GAPDH. (ACt = Ct for gen av interesse - Ct
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for GAPDH). GAPDH ble valgt pa bakgrunn av tilgjengelig litteratur med tidligere
genuttrykksstudier (Daud & Scott 2008; Lanham et al. 2001). For hvert gen ble det regnet ut
gjennomsnitt og standard avvik for ACt verdiene, for de 3 ulike typer HPV. Statistisk analyse
av genekspresjonsdataene for alle gener ble utfgrt ved hjelp av T-test (to-sidig, ulik varians)
for a avdekke eventuelle signifikante forskjeller i genuttrykket mellom de ulike HPV typer. P-
verdier er oppgitt i tabellform, hvor signifikante funn er markert med en, to eller tre stjerner,
avhengig av signifikansgrad (P <.1*, P <.05** og P <.01***). I tillegg ble AACt verdier, med
standard avvik, beregnet for hvert gen for HPV 18 og 58, med HPV 16 som referanse, for a
illustrere fold-change i genuttrykk mellom HPV 18 og 58 i forhold til HPV 16. Dataene ble

plottet inn i histogrammer.
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4 Resultater

4.1 Verifisering av HPV type og CIN3 diagnose

Alle kasus som inngar i studien ble valgt ut med bakgrunn i CIN 3 diagnose og HPV type fra
cytologisk cellemateriale. Fordi prgvematerialet som benyttes i studien blir hentet fra
histologisk prgve i form av parafininnstgpte konuspreparat eller biopsi fra portio fra samme
pasient, er det viktig a verifisere disse funn i materialet vi jobber med fgr disse inkluderes
videre i studien. Alle CIN 3 diagnoser ble sjekket av patolog i mikroskop. Tilfeller hvor CIN 3
ikke ble funnet ble utelatt fra studien. DNA mengde ble malt ved Quantifiler, og mengde
varierte fra 0,7 - 8,2 ng/ul. HPV type ble verifisert med genotyping, tabell 4.1. I et tilfelle
kunne ikke genotypingsanalysen bekrefte opprinnelig cytologisk pavist HPV type. Prgven ble
derfor utelatt fra studien. I tillegg ble to prgver hvor tidligere cytologisk celleprgve resultat

ikke kunne verifiseres, utelatt fra studien.

Tabell 4.1 Oversikt over kasus som inngar i studien, med celleforandringsstatus, genotype og mengde DNA.

Nummerering Celleforandr?ng Luminex | Gjennomsnitt Kommentar
(HE kontrollsnitt) resultat ng/ul
Prgve 1 CIN 3 HPV 16 7,3 HPV 52 ligger i grisonen
Prgve 2 CIN 3 HPV 16 3,7
Prgve 3 CIN3 HPV 16 4,3
Prgve 4 CIN3 HPV 16 3,5
Prgve 5 CIN 2 HPV 39 Utelates
Prgve 6 Ingen dysplasi HPV 16 Utelates
Prgve 7 CIN 2+3 HPV 18 0,7
Prgve 8 CIN3 HPV 18 8,2
Prgve 9 CIN3 HPV 18 1,6
Prgve 10 Ingen dysplasi HPV 18 Utelates
Prgve 11 CIN 3 HPV 18 1,8
Prgve 12 CIN 3 HPV 18 1,4
Prgve 13 CIN 3 + adenokarsinom HPV 18 4,9 Prgve 13 og 14 er
Prgve 14 CIN 3 HPV 18 1,6 samme pasient
Prgve 15 CIN3 HPV 58 2,0
Prgve 16 CIN3 HPV 58 4,5
Prgve 17 CIN3 HPV 58 2,9
Prgve 18 CIN2+3 HPV 58 2,0
Prgve 19 CIN3 HPV 58 3,6
Prgve 20 CIN2+3 HPV 58 1,1
Prgve 21 CIN 3 HPV 16 1,2
Prgve 22 CIN 3 HPV 16 1,0
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For et HPV 18 positivt tilfelle ble det tatt med to ulike prgver fra samme pasient,

siden det ble pavist to diagnoser.

Etter real time PCR og avlesning av Ct verdier for husholdningsgenet GAPDH, sees
en gjennomsnittlig Ct for GAPDH pa 23. Prgver der Ct verdier for GAPDH var over
27 ble ikke inkludert i studiens utregninger (prgve 1, 4 og 17). @kt Ct verdi med 6,5
sykluser tilsvarer ca 100 x mindre RNA for disse prgver. I disse prgvene var heller

ikke E6 og E7 uttrykk konsekvent malbart.

4.2 Resultat for HPV E6 og E7

Tre ulike PCR oppsett for HPV genene E6 og E7 ble utfgrt. Tabell 4.2 viser oppgitt
PCR effektivitet i prosent og y-intercept for disse PCR’er med egendesignede
primere og prober. Ved hjelp av effektivitet malt i prosent er stigningstallet
beregnet for henholdsvis HPV 16 E6 og E7, 18 E6 og E7 0g 58 E6 og E7 PCR. Y-
intercept ble oppgitt fra ABI 7500 ved beregning nar treshold ble satt til Ct 25,5 for
10000 kopier/pl.

Tabell 4.2 Oversikt over PCR effektivitet, stigningstall og intercept for de ulike PCR kjgringer
for E6 og E7 for HPV 16, 18 og 58.

gen effektivitet % | stigningstall | y-intercept
HPV 16 E6 94,81 -3,453 39,20
HPV 16 E7 90,25 -3,580 39,88
HPV 18 E6 84,90 -3,746 40,52
HPV 18 E7 95,82 -3,426 39,23
HPV 58 E6 93,24 -3,495 39,65
HPV 58 E7 89,61 -3,599 40,18

Stigningstall og y-intercept, (hvor grafen treffer y-aksen,) er avgjgrende for
hvordan Ct verdien korrigeres. Opprinnelige Ct verdier og Ct korrigert for HPV E6 og
HPV E7 presenteres i tabell 4.3.
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Tabell 4.3 Oversikt over avlest Ct verdi for henholdsvis HPV E6 og HPV E7, beregnet antall
kopier/pl, korrigert Ct verdi, Ct for husholdningsgenet GAPDH og ACt for de ulike HPV 16, 18
og 58 positive prgver. *= korrigerte verdier.

E6 Antall E6 GAPDH ACt*
kop/ul
GOl GOl ct HKG

HPV 16
Prove2 2033 291835 20,64 21,82 1,18*
Prove3 1947 519475 1980 2127 147
Prove2l 2288 53445 2308 2380 072"
Prove22 2182 108539 2206 2296  090*

HPV 18
Prove7 1864 691054 1939 2244  3,05%
Prove8 1831 846241 1910 2016  1,06*
Prove9 1911 519836 1980 2153 173
Provell 2252 63705 2283 2416  133*
Prove12 2017 270184 2075 2327 2,52*
Prove13 1872 659839 1946 20,64 118
Prove14 22,83 52636 2311 2397 086"

HPV 58
Provel5 2486 17156 2472 2524 0,52*
Prove16 2233 90666 2232 2507  275*
Prove 18 26,15 7292 2596 2698  1,02*
Prove19 2098 220418 21,04 2412 3,08*
Prove20 2182 126910 21,84 22,58 0,74*

E7 Antall E7 GAPDH ACt*
kop/ul
GOl GOl Ct HKG

HPV 16
Prove2 20,74 222904 21,02 21,82 0,80
Prove3 2092 199175 21,19 21,27 0,08
Prove2l 2331 42686 23,41 2380 039
Prove22 2152 134747 21,75 2296 1,21

HPV 18
Prove7 1879 927054 18,97 22,44 347
Prove8 16,63 3949068 16,88 20,16 3,28
Prove9 18,63 1032152 18,81 21,53 2,72
Prove1l 21,69 131947 21,78 2416 2,38
Prove12 19,78 476357 19,93 2327 334
Prove13 1832 1272755 18,51 20,64 2,13
Prove14 2199 107544 22,08 2397 1,89*

HPV 58
Prove15 23,70 38025 23,57 2524 1,67
Prove 16 22,24 96815 22,23 2507 2,84
Prove18 26,13 8043 25,81 2698 1,17
Prove19 2000 406226 20,16 2412 396*
Prove20 2131 176093 21,36 22,58 1,22

Tabell 4.4 viser gjennomsnitt av ACt verdier for uttrykk av E6 og E7, henholdsvis

for de ulike HPV typer 16, 18 og 58.

Tabell 4.4 Resultat for gjennomsnittsberegning av ACt, SD ACt, AACt, 2*-AACt + SD for HPV E6

og E7.

E6 Gj.snitt ACt SDACt AACt 27-AACt  SDmax  SD min
HPV 16 -1,07 0,33 0,00 1,00 1,26 0,80
HPV 18 -1,68 0,82 -0,61 1,53 2,69 0,87
HPV 58 -1,62 1,20 -0,56 1,47 3,37 0,64
E7 Gj.snitt ACt  SDACt  AACt 27°-AACt  SDmax  SD min
HPV 16 -0,62 0,49 0,00 1,00 1,40 0,71
HPV 18 -2,74 0,63 -2,12 4,36 6,76 2,81
HPV 58 -2,17 1,21 -1,55 2,93 6,76 1,27

For de virale onkogener ble det funnet signifikante forskjeller mellom prgvene

positive for type 16 og de to andre HPV typene. Til gjengjeld var verken E6 eller E7

signifikant forskjellig uttrykt mellom prgver positive for HPV 18 og prgver positive
for HPV 58, tabell 4.5 og figur 4.1.

Resultatene viste at spesielt E7 var signifikant mer uttrykt i HPV 18 og HPV 58

positive prgver enn i HPV 16 positive prgver. Det sees blant annet et 4 ganger

sterkere uttrykk av E7 for HPV 18 enn for referansegruppen HPV 16. For HPV 58

sees et 3 ganger sterkere uttrykk av E7 enn for HPV 16, figur 4.1 b).

E6/E7 ratio var signifikant forskjellig for HPV 18 og 58 sammenlignet med HPV 16,
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figur 4.1 c). Gruppen med CIN3 prgvene positive for HPV 16 viste et hgyere uttrykk

av E6 enn av E7 (ratio stgrre enn 1,) mens forholdet var motsatt for CIN3 prgvene

forarsaket av typene 18 og 58.

a)

E6 P-verdi Tabell 4.5 T-test av ACt-verdier for HPV 16,
HPV16 vs HPV'18 013 18 og 58. P-verdier for HPV genene a) E6, og
HPV 16 vs HPV 58 0,39 b)E7
HPV 18 vs HPV 58 0,93 ) '
b)
E7 P-verdi
HPV 16 vs HPV 18 0,0003***
HPV 16 vs HPV 58 0,0433**
HPV 18 vs HPV 58 0,37
9]
E6/E7 ratio P-verdi
HPV 16 vs HPV 18 0,01***
HPV 16 vs HPV 58 0,05**
HPV 18 vs HPV 58 0,11
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Uttrykk av genet E7 i CIN 3 mot HPV 16 positive prgver i
HPV 18 og 58 vises mot HPV 16 prgvemateriale diagnostisert med CIN3.
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4.3 Resultat for de celluleere genene

For de humane cellulzere gener som inngar i studien; p16/CDKN2A, TMEM 45 A,
SERPIN B5 og hTERT, ble det ogsa funnet signifikante forskjeller for genuttrykk
mellom HPV 16 positive og de to andre HR HPV. For prgvene positive for HPV 18
og prgvene positive for HPV 58, var de cellulzere genene ikke signifikant forskjellig

uttrykt.

Ct verdier for genet hTERT, tilhgrende Ct verdi for GAPDH for samme prgve og ACt
er presentert i tabell 4.6. For dette genet sees en stgrre variasjon i resultatene, og
genet ble ikke detekterti 7 av 16 prgver samtidig som det sees relativt hgye Ct
verdier. Mest konsekvent var imidlertid HPV 18 hvor 6 av 7 ble funnet positive for
hTERT. Det ble pa grunn av denne uregelmessige deteksjon ikke utfgrt statistikk pa

disse verdiene siden dataene ikke er normalfordelt.

Genene p16/CDKN2A og TMEM 45A var signifikant mer uttrykt i HPV 58 positive
prgver sammenlignet med HPV 16 positive prgver. Genet p16/CDKNZ2A er 2 ganger
mer uttrykt i HPV 58 positive prgver enn HPV 16, tabell 4.7 og figur 4. 2. Genet
TMEM 45A var 5 ganger oppregulert hos HPV 58 positive prgver i forhold til HPV

16 positive prgver.

Genet SERPIN B5 ble pavist i alle prgver men viste liten variasjon blant de ulike HR
HPV typer. Ingen signifikante forskjeller ble funnet, tabell 4.5 og figur 4.2.

Tabell 4.6 Ct verdier for genet hTERT, husholdningsgenet GAPDH og ACt.

hTERT Ct GAPDH ACt

HPV 16 Prgve 2 26,37 21,82 4,55
Prgve 3 2640 21,27 513
Prgve 21 29,98 23,8 6,18
Prgve 22 - 22,96 -

HPV 18 Prgve 7 2547 22,44 3,03
Prgve 8 23,89 20,16 3,73
Prgve 9 27,27 21,53 574
Prgve 11 - 24,16 -
Prgve 12 2793 23,27 4,66
Prgve 13 27,99 20,64 7,35
Prgve 14 2897 23,97 5,00

HPV 58 Prgve 15 - 25,24 -
Prgve 16 3586 25,07 10,79
Prgve 18 - 26,98 -
Prgve 19 22,34 24,12 -1,78
Prgve 20 - 22,58 -
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Tabell 4.7 Resultat for gjennomsnittsberegning av ACt, SD ACt, AACt, 2*-AACt £ SD for

a) p16/CDKN2A, b) SERPIN B5 og ¢) TMEM 45A.

a)
Gj.snitt ACt 21 SD SD
p16/CDKN2A Ct  GAPDH  ACt ACt SD  AACt AACt  max___ min
HPV 16 Prove 2 21,93 21,82 0,11 0,45 048 000 1,00 1,39 072
Prave 3 21,27 21,27 0,00
Prgve21 2479 23,80 099
Prgve22 23,68 2296 0,72
HPV 18 Prove 7 22,80 2244 036 -0,07 073 052 144 238 087
Prove 8 2095 20,16 0,79
Prave 9 20,82 21,53 0,71
Prgve11 22,96 24,16 120
Prgve12 22,85 2327 042
Prgve13 20,77 20,64 0,13
Prgve 14 24,55 2397 058
HPV58  Prgvel5 24,86 2524 0,38 -0,44 086 089 185 337 1,02
Prgve 16 24,73 2507 034
Prgve18 2597 2698 1,01
Prgve19 22,77 24,12 135
Prgve20 23,48 2258 0,90
b)
Gj.snitt ACt 21 SD SD
SERPIN B5 Ct  GAPDH  ACt Act SD  AACt  AACt max min
HPV 16 Prove 2 2092 21,82 0,90 -1,13 0,34 000 1,00 1,26 0,79
Prgve 3 19,79 21,27 1,48
Prgve21 23,01 238 079
Prgve22 21,61 2296 135
HPV 18 Prove 7 2095 2244 1,49 -1,20 086 007 1,05 1,91 058
Prove 8 18,77 20,16 1,39
Prave 9 1864 21,53 2,89
Prgve11 23,68 24,16 048
Prgve12 22,21 2327 1,06
Prgve13 19,92 20,64 0,72
Prgve 14 23,62 2397 035
HPV58  Prgvel5 23,81 2524 143 -1,37 084 024 1,18 212 0,66
Prgve 16 23,40 2507 1,67
Prgve 18 24,53 2698 245
Prgve19 22,93 24,12 1,19
Prgve20 2245 22,58 0,13
c)
Gj.snitt ACt 21 SD SD
TMEM 45A Ct  GAPDH ACt ACt SD  AACt  AACt max min
HPV 16 Prove 2 2439 21,82 257 1,90 071 000 1,00 1,64 061
Prave 3 22,71 21,27 1,44
Prgve21 24,95 238 1,15
Prgve22 2541 22,96 245
HPV 18 Prove 7 22,09 2244 035 0,92 1,76 098 1,98 669 0,58
Prove 8 2394 20,16 3,78
Prave 9 2092 21,53 0,61
Prgve11 2530 24,16 1,14
Prgve12 22,05 2327 122
Prgve 13 22,68 20,64 2,04
Prgve 14 2563 2397 1,66
HPV58  Prgvel5 24,94 2524 030 0,44 125 235 509 1207 2,14
Prgve 16 ~ 2506 2507 0,01
Prgve 18 24,50 2698 248
Prgve19 23,77 2412 035
Prgve20 23,50 22,58 092
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a)

a)

P16/CDKN2A P-verdi
HPV 16 vs HPV 18 0,19
HPV 16 vs HPV 58 0,09*
HPV 18 vs HPV 58 0,46

b)

TMEM 45A P-verdi
HPV 16 vs HPV 18 0,23
HPV 16 vs HPV 58 0,01***
HPV 18 vs HPV 58 0,15

9]

SERPIN B5 P-verdi
HPV 16 vs HPV 18 0,86
HPV 16 vs HPV 58 0,73
HPV 18 vs HPV 58 0,58

Uttrykk av genet p16i CIN 3
HPV 18 og 58 vises mot HPV 16

4
3
s *
22
o HPV 16 I
=
o
1 I F 3
0
H HPV 58
b)
Uttrykk av genet Serpin B5i CIN 3
HPV 18 og 58 vises mot HPV 16
2
& | HPV16
5
S|
0

EHPV 58
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Tabell 4.8 T-test av ACt-verdier for HPV 16,
18 og 58. P-verdier for de humane gener; a)
p16/CDKN2A,b) TMEM 45A og c) SERPIN
B5.

9]

Uttrykk av genet TMEM 45A i CIN 3
HPV 18 og 58 vises mot HPV 16

12
10 * %k
s
s
26
24
2 HPV 16
2 T
-
0

HPV 18 W HPV 58

Tabell 4.2 Histogram med genuttrykk i HPV
18 og 58 positive prgver sammenlignet mot
HPV 16 positive prgver i prgvemateriale
diagnostisert med CIN3. Stolpene viser log 2
transformert gjennomsnitt av AACt £ SD, hvor
HPV 16 representerer 'fold change’ lik 1. a)
p16/CDKN2A, b) TMEM 45A og c) SERPIN B5.

(***=signifikant forskjell mellom HPV 16 og 18 (p<.01), **=
signifikant forskjell mellom HPV 16 og 58 (p<.05).
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5 Diskusjon

Uten behandling vil omtrent halvparten av alle tilfeller med CIN 3 ga i regress mens 50 %
vil progrediere (Schiffman et al. 2011). Det finnes per i dag ingen kjente og sikre
progresjonsmarkgrer som kan skille mellom de to gruppene, og det er uetisk a utfgre
longitudinelle studier for a bekrefte hvilke kvinner som ville fatt kreft. Det er i tillegg viktig
a kunne identifisere kvinner med lavgradige lesjoner (CIN1) som ikke vil progrediere mot
CIN3, slik at disse kvinnene slipper ungdvendige repeterte kontroller. Selv om hensikten
med screeningprogrammet er a forebygge tilfeller med livmorhalskreft og mortalitet,
brukes ofte pavisning av CIN2+, eller CIN3 som surrogatendepunkter for a male
screeningseffekten. Ulike tverrsnittstudier er blitt utfgrt for a identifisere markgrer som
kan veere korrelert ved de ulike stadier ved celleforandringer (Flatley et al. 2009; Hansen
et al. 2007; Ho et al. 2010; Iftner et al. 2011; Kraus et al. 2004; Schmitt et al. 2010; Trope et
al. 2009) Flere biomarkgrer er blitt foreslatt, blant annet E6/E7 uttrykk, integrasjon av
viralt genom, metyleringsmgnster i viruset og vertscellens arvestoff, p16INK4a, ki67,
telomerase, v-MYC (myelocytomatosis viral oncogene), sykliner med flere (Clarke et al.

2012; Cuschieri & Wentzensen 2008; Wentzensen & von Knebel Doeberitz 2007)

Mye av den tilgjengelige forskningen for d identifisere molekyleere markgrer er utfgrt pa
HPV 16 assosierte cervix lesjoner (Hansen et al. 2007; Iftner et al. 2011; Schmitt et al.
2010), som er den typen som alene forarsaker 50 % av livmorhalskreft tilfeller pa
verdensbasis (Munoz et al. 2004). Hensikten med denne studien var a undersgke mulige
forskjeller i ekspresjonsnivaet for utvalgte gener med biomarkgr potensiale, i prgver med
pavist hgy risiko HPV type, enten 16, 18 eller 58, med celleforandring av CIN 3 grad. HPV
18 er den andre mest prevalente HPV type assosiert med kreft, og er da spesielt assosiert
med adenokarsinom, en type kreft som kan vare vanskelig & oppdage ved rutine
celleprgver. Selv om HPV 58 ikke er like hyppig assosiert med kreft pa verdensbasis, er
den er en av typene som ofte assosieres med kreft i asiatiske land (Bosch et al. 1995;

Huang et al. 1997).

Var studie viser at det for flere gener var signifikant forskjell i uttrykk for HPV 16 positive
prgver sammenlignet med de to andre typene i studien, noe som indikerer at visse
progresjonsmarkgrer kan veere assosiert med HPV typen.

Siden det kan veere vanskelig a avdekke spesifikke lesjonsassosierte forskjeller i
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genuttrykk fra hele vevssnitt, ble analyser utfgrt pa de cellene i snittet med morfologisk
bekreftede lesjoner. Ved bruk av lasermikrodisseksjon kan en spesifikt plukke akkurat de
cellene som har gjennomgatt en celleforandring og som er infisert med HR HPV. Bruk av
denne metoden sikrer at en studerer genuttrykk fra celler av interesse, til forskjell fra
vanlig histologisk snitting, hvor hele vevsoverflaten snittes og mange normale celler vil
inngad i isoleringsprosessen. Til gjengjeld er utbyttet for RNA isolering av celler plukket
med lasermikrodisseksjon ganske lavt, noe som gir utfordringer i de etterfglgende
analysene. Lasermikrodisseksjon har tidligere vart brukt til genuttrykksanalyser ved for
eksempel 'colon cancer’ (Kitahara et al. 2001), ved livmorhalskreft, i forbindelse med
avklaring av lesjoner i forhold til HPV typen ved multiple infeksjoner (Quint et al. 2012),
og til identifisering av DNA biomarkgrer som for eksempel metyleringsmgnster (Kalantari

etal. 2009).

Arbeid med RNA fra formalinfiksert parafininnstgpt materiale har tidligere vart en stor
utfordring. Nyere studier viser imidlertid at utfordringene med degradering av RNA, bade
fgr vevsfiksering og mens parafinblokken ligger lagret, ikke er av en slik grad at det
umuliggjgr pavisning av RNA (Farragher et al. 2008). Bedre metoder for ekstrahering, med
pafglgende kvantitativ PCR analyse, viser at deteksjon av et RNA niva slik det er i vevet fgr
fiksering, er fullt mulig. Det anbefales at det ikke amplifiseres produkter over 130 bp, det
bgr utfgres reverse transkriptase PCR ikke bare med Oligo dT, men ogsa med
tilstedeveerelse av random primere (i tilfelle poly-A hale delen av mRNA transkriptene
mangler i disse korte RNA bitene) og alle resultater bgr normaliseres mot et referansegen
(Farragher, Tanney et al. 2008). Alle disse anbefalinger ble fulgt i analyseprosessen i var
studie. Det er lite sannsynlig at kontaminering mellom prgver har skjedd i denne studien
da det var sterkt fokus pa a unnga dette under renholdsprosedyrene for

rotasjonsmikrotomen mellom hver prgve.

Fordi kun noen fa celler ble plukket ved lasermikrodisseksjon, vil det vere sveert lite
mRNA tilstede. Det ble derfor utfgrt et preamplifiseringstrinn, som er funnet a senke Ct
verdier konsekvent (ca 10 Ct) tilsvarende prgver uten preamplifisering (Li, Smyth et al.
2008) (Ciotti et al. 2009). En bekreftelse for at en slik oppjustering er konsekvent og
beholder de kvantitative egenskaper, er tidligere verifisert av en annen masterstudent i

samme faggruppe ved Ahus.

Det ble i tillegg utfgrt tester med preamplifisering ved ulike betingelser for samme

materiale som inngar i studien. En preamplifisering med 14 sykluser og 10 ul templat ble
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vurdert til & veere optimal og gjorde det mulig a fa nok prgvemateriale til a utfgre de 7

ulike genuttrykks analyser ved real time PCR.

En forutsetning for 8 kunne sammenligne de ulike HPV typers E6 og E7 mRNA uttrykk er
en lik PCR effektivitet, helst tilsvarende 100 prosent. For de kommersielle assay for de
humane genene p16, TMEM45A, Serpin B5, hTERT og GAPDH er effektiviteten
standardisert ved produsenten. I tillegg vil de respektive effektiviteter ikke veere avhengig

av hvilken HPV type cellene er infisert med.

For E6 og E7 uttrykk, var det ngdvendig a korrigere for forskjellene i PCR effektivitet, slik

at relativt uttrykk av disse genene kunne veere sammenlignbare mellom de ulike prgvene.

GAPDH ble valgt som referansegen, da dette tidligere ble funnet a vaere egnet for
cervixprgver (Daud & Scott 2008). Det ble ikke benyttet andre referansegener, selv om et
panel av slike gener kunne gitt en bedre normalisering. Pa grunn av den lille mengden

tilgjengelig mRNA i hvert prgve ble kun et slikt gen valgt.

Seks HPV 16 positive prgver og syv HPV 18 positive prgver ble inkludert i studien. To av
prgvene positive for HPV 18 er fra samme pasient. Prgve 13 viste adenocarnoma in situ i
tillegg til CIN3 i snittet som ble benyttet til lasermikrodisseksjon. Den andre prgven fra
samme pasient (prgve 14) var diagnostisert med kun CIN3. Seks HPV 58 positive kasus ble
ogsa inkludert. To av prgvene viste CIN 2 i tillegg til CIN 3 i snittet som ble benyttet til
lasermikrodisseksjon. Utvalget begrenset seg naturlig ved at tilgjengelig materiale som
innehar diagnosen CIN 3 og en singel infeksjon med en HR type, 16, 18 eller 58, var
begrenset. Sveert mange kasus viser multiple infeksjoner med HPV, noe som ogsa er
bekreftet blant annet ved tidligere studie fra Ahus material (Sjoeborg et al. 2010). I tillegg
ble enkelte prgver utelatt underveis i studien som fglge av at det ikke var mulig a
verifisere opprinnelig type eller diagnose, samt at enkelte gav for lite mRNA utbytte. Til
tross for det begrensede antall prgver, ble det funnet signifikante forskjeller i var studie.
Disse preliminzere data peker dermed pa interessante forskjeller som bgr undersgkes

ytterligere og bekreftes med et stgrre antall data.

De kvantitative PCR data viste at HPV E7 mRNA var signifikant mer uttrykt i HPV type 18
og HPV 58 enn i HPV type 16 positive prgver. Fire ganger mer uttrykk av HPV E7 hos HPV
18 og tre ganger mer uttrykk hos HPV 58 sammenlignet med HPV 16 kan tyde pa at det er
forskjell i disse HR HPV typers mate a pavirke cellens tumor supressor mekanismer og

denne cellens mulige progresjon.
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En studie publiserti 2000 hvor det er sett pa forskjeller i HPV 16 og 18 forekomst og
uttrykk av onkogener E6/E7 ved hjelp av in situ hybridisering med prober mot viralt RNA
i adenokarsinomer in situ og invasivt adenokarsinom i cervix, viser at HPV 18 er vist a
forekomme med hgyere prosentandel i invasivt adenokarsinom, mens HPV 16 er mest

forekommende ved adenokarsinom in situ. (Riethdorf et al. 2000).

E6 og E7 er de genene i HPV genomet med stgrst sekvensvariasjon, og det kan ikke
utelukkes at de pavirker cellene pa litt forskjellige mater selv om E6 hos alle HR HPV
inaktiverer p53, og E7 hos alle HR HPV binder pRb. HPV 16 er den mest studerte typen,
med tanke pa blant annet E7s rolle og dette proteinets evne til 4 interagere med andre
proteiner, samt pavirke de ulike cellulaere prosesser (McLaughlin-Drubin & Munger 2009).
Feerre publikasjoner finnes om andre HR HPV typers E7- protein. Det er imidlertid utfgrt
sekvensering av ulike typer for a predikere proteinfunksjon (White et al 2011), hvor det er
funnet bade konserverte funksjoner for alle HPV typer og andre som er typespesifikke.
Blant annet for HPV 18 og HPV 45, som tilhgrer genus alphapapillomavirus art 7, er det
funnet at et celluleert protein ENC1 binder spesifikt til HPV 18 og 45 E7, mens for HPV 16
E7 er det funnet en interaksjon med ZER1 for a kunne binde cullin2 i
ubiqutineringsprosessen. Studier som viser hgy forekomst av HPV 18 E6 og E7 ved
krefttilfeller har fgrt til oppdagelse av en transkripsjonsfaktor, E2F5, som direkte
aktiverer E6 og E7 transkripsjon i HPV 18 positive celler. E2F5 inngar i cellens regulering
av cellesyklus progresjon til S-fasen noe som kan forklare et hgyere onkogent potensial for
HPV 18 sammenlignet med flere andre HR HPV typer (Teissier et al. 2010). Disse
oppdagelser kan tyde pa litt forskjellige mekanismer for progresjon for de ulike HR HPV

typer.

Ved a sammenligne E6/E7 transkript ratio for de ulike HR HPV typer som inngar i studien,
ble det funnet en signifikant forskjell mellom HPV 16 og HPV 18 og 58 for CIN 3. HPV 18
positive prgver viste en signifikant forskjell i uttrykk av E6 og E7 genene, med et
overuttrykk av E7 genet i forhold til E6, med en p-verdi 0,02 (data ikke vist). Uttrykket av
E6 og E7 for HPV 16 og HPV 58 positive prgver var ikke signifikant forskjellige, men E6 var
noe mer uttrykt enn E7 for HPV 16 prgvene og omvendt for HPV 58 prgvene, slik at ratio
E6/E7 likevel var signifikant forskjellig for disse to typer.

LR HPV typer som vanligvis ikke er assosiert med kreft, som for eksempel HPV 6 og 11,
utrykker ogsa E6 og E7 proteiner. En av hovedforskjellene i genomets oppbygning mellom

lav og hgyrisikotype HPV, er at E6 og E7 uttrykkes fra hver sin promotor hos LR HPV.
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Mens E6 og E7 deler samme promotor i HR HPV. E7 transkriberes sammen med E6 hos HR
HPV, enten full lengde, eller trunkerte versjoner av E6. Studier har vist at ved translasjon
av den ene E6* (E6*]) med pafglgende E7 i transkriptet, blir det syntetisert mer E7
onkoprotein, samtidig som det sees et lavere niva av full-lengde E6 onkoprotein for HPV
16 og HPV 18 positive cellelinjer (Tang et al. 2006) Det er imidlertid ogsa vist at for HPV
16 assosierte tumorer og cellelinjer, sa var det den opprinnelig full lengde E6/E7
transkripsjonen som hovedsakelig stod for produksjonen av E7 onkoprotein (Moral-
Hernandez et al. 2009). I tillegg er det vist at spleising av E6 mRNA sannsynligvis ikke
forekommer hos alle HR HPV (Mesplede et al. 2012). Antagelig ma det flere undersgkelser
til for a bekrefte hvilken betydning det heterogene spleisede mgnsteret for HR HPV E6
transkript har for produksjon av E7 proteinet eller nedregulering av E6. Vare assay
detekterer teoretisk kun full-lengde E6, og ikke E6*. Et eget assay for E6* ble utelatt i
denne studien, da primer/probe for denne ikke bgr blandes med tilsvarende for full-
lengde assay om en skal skille disse to assayene fra hverandre, og dette var en betingelse i
preamplifiseringsreaksjonen, der alle primer/probene ble inkludert. I tillegg er det uklart

om HPV 58 i det hele tatt lager spleisevarianter av E6 mRNA.

En annen forskjell mellom LR HPV og HR HPV, er at E6 hos fgrstnevnte ikke binder p53, et
protein hvis niva gker, nar det er mye E7 til stede. Hos HR-HPV vil E6, gjennom sin p53
bindende funksjon, balansere denne effekten av E7, og bidra til gkt DNA replikasjon.
Overvekt av E7 i forhold til E6 vil dermed kunne fgre til endret balanse i forhold til p53
aktivitet, og mulighet for cellene til & ga i apoptose, eller stoppe cellesyklusen i fase G1. Det
er ikke utelukket at overuttrykk av E7 i forhold til E6 for HPV 18, og det signifikante
forskjellige E6/E7 ratio for HPV 16 CIN3 prgver i forhold til CIN3 prgver positive for andre
HR-HPV typer har betydning i forhold til risiko for progresjon.

Det er tidligere vist at E6/E7 ratio hos HPV 16 assosierte lesjoner var signifikant hgyere
hos LCM prgver fra kreftpasienter enn kvinner med CIN2 eller CIN3 (Hansen et al. 2007),
noe som tyder pa at forhold mellom de to onkogener spiller en rolle i progresjon, for HPV

16.

E6/E7 transkript ratio for HPV 16 var over 1, hvilket betyr at de fleste transkriptene
inneholder full-lengde E6, i tillegg til E7. Til forskjell fra CIN3 assosiert med HPV 18 og 58,
som hadde en E6/E7 transkript ratio under 1, hvilket betyr at E7 var (signifikant for HPV
18) mer uttrykt enn full-lengde E6 i lesjoner forarsaket av disse typer. Siden E7 transkript

alltid inneholder deler av E6, tyder det pa et sterkere uttrykk av E6* transkripter for HPV
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18. Det kan dermed se ut som om de to virale onkogeners rolle i progresjon kan veere
avhengig av HPV typen, og at dette kan vare en betydelig arsak til at HPV16 er den typen

som klart er mest assosiert med progresjon til kreft.

En av de HPV 16 positive prgvene skilte seg ut med sveert hgy E6/E7 ratio (prgve 3).
Signifikanstallene ble regnet ut med og uten denne prgven, for a avdekke betydningen av
denne enkeltprgve, men de opprinnelige signifikante funn ble oppretthold med en noe
hgyere p-verdi (data ikke vist). Denne prgven var spesielt interessant, siden det ble funnet
kreftceller (karsinom) i samme vev under plukking av celler ved lasermikrodisseksjon, Det
ble ikke ble plukket celler fra dette omradet men det kan imidlertid bety at denne
pasienten allerede hadde utviklet noen kreftceller og at den HPV infiserte CIN 3 lesjonen
var pa vei til & progrediere til kreft. Dette samsvarer fullt med tidligere funn (Hansen et al.

2007).

Ved sammenligning av de humane gener for de ulike typer HR HPV ble det funnet
signifikant overuttrykk av p16/CDKNZ2A i HPV 58 i forhold til HPV 16 positive prgver ved
signifikansgrense ved P < 0.1. Inmunfarging av p16/CDKN2A er foreslatt brukt som
biomarkgr (Cuschieri & Wentzensen 2008; Gustinucci et al. 2012) og benyttes i dag ofte
som en ekstra markgr for a pavise celleforandring som fglge av HR HPV infeksjon. Den har
vist seg a veere blant annet en verdifull biomarkgr for a skille ut prgver som er
diagnostisert med ASC-H, altsa tvetydige, usikre celleforandringer hvor det ikke kan
utelukkes hgygradig celleforandring for a identifisere de tilfeller som vil utvikle seg til a bli
CIN2+ lesjoner (Gustinucci et al. 2012). Samtidig er det ngdvendig med mer
dokumentasjon om funksjonen til p16 for a kunne utelukke prgver som gir negativt p16

resultat, fra en oppfelgingstriage.

De fleste studier pa p16 er utfgrt i forbindelse med HPV 16 positive prgver. Sveert fa for
HPV 58. En koreansk studie fra 2008 viser at HPV 58 i likhet med HPV 16 positive tilfeller,
viser sterkt utrykk av p16 ved hgygradig celleforandring (Nam & Kim 2008). Dette
samsvarer med vart funn om at p16 forekommer spesielt oppregulert ved HPV 58,
samtidig som denne ogsa er oppregulert i HPV 16 positive tilfeller. Siden uttrykk av p16 er
sterkt knyttet til Retinoblastomprotein, som cellens svar pa E7 blokkering av pRb, kan
overuttrykket av E7 i HPV 58 positive prgver vere korrelert med overuttrykk av p16.

Selv om HPV 18 positive prgver ogsa har overuttrykk av E7 i forhold til HPV 16, ble det

ikke observert samme signifikans for p16, slikt at den sammenhengen muligens er type
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avhengig.

mRNA nivdet for transmembran-proteinet TMEM45A viste en signifikant oppregulering i
prgver positive for HPV 58 i forhold til HPV 16, P < 0.01. Det finnes lite publiserte data pa
dette proteinets funksjon, men en mulig anti-apoptotisk effekt er beskrevet, og det er
funnet at et hgyt uttrykk av genet for dette proteinet kan benyttes som en markgr for
hypoksi-indusert kjemoterapiresistens ved bryst- og leverkreft (Flamant et al. 2012). At
dette genet sees betydelig mer oppregulert i HPV 58 enn HPV 16 og HPV 18, gir grunnlag

for videre undersgkelser relatert mot dette proteinet.

SERPIN B5, eller maspin, er tidligere vist a veere positivt eller negativt assosiert med
kreftutvikling. For bryst, prostata og lungekreft er det funnet at niva av Serpin B5 er
vesentlig redusert i prgver fra kreftpasienter (Kim et al. 2004; Zou et al. 1994). For andre
kreftformer, eggstokk-, bukspyttkjertel- og magekreft, er det funnet et overuttrykk av
Serpin B5 hos pasientene med kreft (Maass et al. 2002; Sood et al. 2002). Hos
livmorhalskreft pasienter har en studie fra 2005 (Xu, Quddus et al. 2005), vist at Serpin B5
kunne vere en potensiell markgr for sen progresjon, siden det ble observert et lavere
uttrykk av Serpin B5 i prgver med invasivt karsinom sammenlignet mot prgver med CIN3
eller mikroinvasivt karsinom prgver, mens ingen signifikante forskjeller ble funnet
mellom CIN3 og prgver med mikroinvasivt karsinom. Serpin B5 sin rolle som eventuell
tidlig progresjonsmarkgr er ikke avklart. Vare resultater for genet Serpin B5 viser at alle
prgvene uttrykker dette mRNA pa likt niva, og ingen signifikante forskjeller mellom de
ulike HPV typer ble funnet. Dette funn viser at uttrykk av dette genet tilsynelatende ikke er
typespesifikk for HR HPV.

Bakgrunnen for valg av aktuelle gener som biomarkgrer var et muntlig innlegg av T. Iftner
ved HPV konferansen, Eurogin 2011. Ved genuttrykks profil studier ble det funnet at
p16/CDKN2A, TMEM 45A og Serpin B5 kunne vare potensielle biomarkgrer for a
predikere progresjon av HPV 16 persisterende infiserte kvinner. Dessverre er ikke disse
resultater publisert enn3, slikt at det er vanskelig a diskutere vare funn i forhold til denne

studien.

hTERT genet var ikke malbart uttrykt i CIN3 positive prgver, noe som kan tyde pa at dette
ikke er en egnet markgr for tidlig progresjon. Det er i tidligere studier av celleprgver
diagnostisert med ulike grader av CIN vist at hTERT har liten nytteverdi som markgr for a

bestemme sannsynlig sluttresultat av en HPV 16 infeksjon (Lanham et al. 2001). Til
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forskjell fra denne studien maler vi uttrykk kun fra CIN3 celler vi vet er infisert med HPV
og saledes gir vare resultater et mer spesifikt uttrykk. Resultatene viste ingen tydelig
forskjell mellom de ulike typer, selv om malbart uttrykk var gjennomgaende oftere pavist
for HPV 18 positive prgver. Det kan likevel ikke utelukkes at dette genet kunne vaert en
egnet markgr for sen progresjon mot kreft, siden det er uvisst i vart materiale hvilke
kvinner som hadde progediert mot kreft, og hvilken som hadde kvittet seg med sin lesjon

uten behandling.
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6 Konklusjon

Det ble undersgkt et begrenset antall prgver i denne studien, spesielt fordi noen prgver
var av feil type, ikke hadde riktig diagnose, eller hadde for lite mRNA utbytte, i forhold til
opprinnelige utvalg. Likevel kunne vi avdekke noen signifikante forskjeller i uttrykk av
enkelte gener mellom HPV 16 og de to andre typene i studien. Resultatene vare viser
spesielt at det relative uttrykket av de to virale onkogener skiller seg markant ut for HPV
16 positive prgver, sammenlignet mot HPV 18 og 58, noe som kan ha betydning for risiko
for progresjon. Det var ingen signifikante forskjeller for uttrykkene mellom HPV 18 og
58, men det vil veere viktig med videre studier av betydningen av E6 og E7 i

kreftutvikling for ulike HR HPV.

Vare funn viser at studier for identifisering av progresjonsmarkgrer utfgrt pa HPV 16

positive prgver bgr verifiseres for andre HR HPV.
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